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RESUMEN

Los analisis bioinformaticos realizados se enfocaron en las bacterias degradadoras de
hidrocarburos y en los mecanismos que usan para la degradacion de estos compuestos.
Se busca comprender la evolucidn de estas a través del tiempo, tomado en cuenta la
relacion evolutiva y estructural de ciertas enzimas (monooxigenasa y dioxigenasas), entre
estas: benceno 1,2-monooxigenasa, fenol 2-monooxigenasa, tolueno 2-monooxigenasa,
tolueno metil-monooxigenasa, tolueno dioxigenasa y tolueno 2-monooxigenasa.

El proceso de metaanalisis consistié en determinar las bacterias capaces de degradar
hidrocarburos, asi como la definicibn de las rutas metabolicas usadas para la
transformacion de: tolueno y benceno y las enzimas correspondientes (Total:7).

El proceso de filogenia de las enzimas, se llevo a cabo basandose en los hidrocarburos
(tolueno y benceno), se realiz6 un BLAST de cada una de las enzimas y se construyo
arboles filogenéticos individuales y grupales. Basada en esta informacion se comprendio
la evolucidn de las enzimas y se definid ancestros en comun, obteniendo que existe aln
secuencias conservadas entre todas a enzimas.

El ultimo andlisis realizado fue el andlisis estructural de 5 enzimas, donde se compararon
entre si, definiendo asi la similaridad estructural. En base a esto se obtuvo que existe
similitudes parciales entre las enzimas, que participan en las diferentes rutas metabdlicas,
afirmado lo antes propuesto.

El estudio del presente trabajo es importante debido que cada uno de los resultados
obtenidos, pueden contribuir al desarrollo de enzimas sintéticas a nivel industrial, para
mayor eficiencia en la a biorremediacion de suelos y aguas contaminados por derrames
de petroleo.

Palabras Claves: Bioinformética, contaminacion ambiental, filogenia, microbiana,
bacterias, alineamiento estructural, hidrocarburos.
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ABSTRACT

The bioinformatic analyzes carried out focused on hydrocarbon degrading bacteria and
the mechanisms they use for the degradation of these compounds. It seeks to understand
the evolution of these over time, taking into account the evolutionary and structural
relationship of certain enzymes (monooxygenase and dioxygenases), among these:
benzene 1,2-monooxygenase, phenol 2-monooxygenase, toluene 2-monooxygenase,
toluene methyl monooxygenase, toluene dioxygenase and toluene 2-monooxygenase.

The meta-analysis process consisted of determining the bacteria capable of degrading
hydrocarbons, as well as the definition of the metabolic routes used for the transformation
of: toluene and benzene and the corresponding enzymes (Total: 7).

The phylogeny process of the enzymes was carried out based on hydrocarbons (toluene
and benzene), a BLAST of each of the enzymes was carried out and individual and group
phylogenetic trees were constructed. Based on this information, the evolution of enzymes
was understood and common ancestors were defined, obtaining that there are still
conserved sequences among all enzymes.

The last analysis performed was the structural analysis of 5 enzymes, where they were
compared with each other, thus defining the structural similarity. Based on this, it was
obtained that there are partial similarities between the enzymes, which participate in the
different metabolic pathways, as stated above.

The study of this work is important because each of the results obtained may contribute
to the development of synthetic enzymes at an industrial level, for greater efficiency in
the bioremediation of soils and waters contaminated by oil spills.

Key Words: Bioinformatics, environmental contamination, phylogeny, microbial,
bacteria, structural alignment, hydrocarbons.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes investigativos
1.1.1. Generalidades

En la actualidad la contaminacién de suelos, aguas subterraneas y sedimentos a causa de
las diferentes industrias, es parte de los principales problemas del mundo y de nuestro
pais (Boopathy, 2000). Entre las principales causas de contaminacion de suelos se
encuentra los derrames de petrole6 o de sus derivados, donde a escala mundial tanto la
extraccion como trasporte de hidrocarburos afecta considerablemente a la flora y fauna
de las zonas (Benavides et al., 2006). Para solucionar este problema ambiental, se puede
optar por usar varias técnicas de biorremediacién, para obtener el llamado equilibrio
ambiental (Cortén & Viale, 2006).

La biorremediacién microbiana es una de las técnicas actuales que emplea procesos
bioldgicos con el fin de eliminar contaminantes toxicos, mediante el uso del metabolismo
de cualquier microorganismo sea este un hongo, actinomicete o bacteria, que sean capaces
de devolver las condiciones iniciales que poseia el ecosistema antes de ser contaminado
(Kensa, 2011). En la actualidad la biorremediacion ha logrado resultados notables en la
descontaminacién de suelos, esto gracias a los avances en los estudios en biologia

molecular de microorganismos (A. Kumar et al., 2011).
e Bacterias

Desde el desarrollo de la microbiologia iniciado por Pasteur y Koch como los pioneros
en el estudio de estos microorganismos y los avances obtenidos principalmente hasta el
siglo XX se ha relacionado la bacteriologia con otras ciencias como: biologia molecular,
protedmica, bioquimica, genética, entre otras, algunas de ellas encargadas del estudio del
metabolismo bacteriano con el fin de obtener respuestas cerca de los mecanismos de

supervivencia y defensa de estas especies (lafiez, 2003).

Los primeros estudios de bacteriologia fueron propuestos por el cientifico Christian
Ehrenberg, considerado como el padre de esta rama, a partir de esto aparece el término
latin “bacterium” traducido como bacteria. El primer ascenso taxonémico de las bacterias

fue en la familia Viobrina y actualmente en el arbol filogenético constituyen un dominio



(Osorio, 2017). Las bacterias son un grupo de microorganismo unicelulares, consideradas
como una de las formas de vida mas antiguas en el mundo (Bush, 2018), estos organismos
procariotas pertenecientes al reino bacteriay poseen un tamafio entre 0,5y 3um, con una

relacion superficial de volumen alta (Raisman & Gonzalez, 2013).

La estructura bacteriana, es sencilla pues consta de una pared celular rigida y una
membrana plasmatica flexible, las cuales son encargadas de proteger a la célula y del
intercambio de nutrientes y desechos respectivamente, el interior la célula esta constituida
por ribosomas y el citoplasma en el cual se encuentra disperso el material genético y una

gran variedad de enzimas (Cervantes, 2011).

La diversidad microbiana en diferentes ambientes y su aislamiento a través de diferentes
técnicas han permitido determinar que existe una gran cantidad de bacterias capaces de
codificar enzimas de utilidad (Escalante et al., 2004), relacionadas con el metabolismo
bacteriano que posee como objetivo mantener la supervivencia de la célula y proveerla
de energia, al igual que los organismos superiores el metabolismo de las bacterias no
difiere en sus funciones y se basa en degradar ciertos componentes para su beneficioso
(Negroni, 2009).

1.1.2. Contaminacion del medio ambiente por petréleo o sus derivados

En las ultimas tres décadas Ecuador la explotacion de petréleo se ha convertido en el eje
fundamental de la economia, pues los ingresos generados constituyen el 11.5% del
Producto Interno Bruto del pais (Ziritt, 2010). A pesar de esto el mal manejo y la poca
seguridad por parte de la industria petrolera han transformado esto en uno de los mayores
problemas ambientales del pais y del mundo pues también paises como: Arabia Saudita,
Rusia, Irak, Iran y muchos otros basan sus economias en la exportacion de crudo (OPEP,
2010). Los derrames de petroleo afecta la biodiversidad en las zonas de explotacion, por
lo cual los gobiernos se han visto en la necesidad de minimizar el impacto ambiental
generado (Ziritt, 2010).

Empresas como Texaco y Petroecuador han operado dentro de Ecuador por varios afos,
convirtiéndose en las principales industrias de explotacién de petréleo y siendo las
responsables de los mayores desastres ambientales en la region Amazonica (Becerra et
al., 2013). Texaco extrajo millones de barriles de petréleo por 30 afios, operando hasta

356 pozos de petroleo y 1000 piscinas, algunas de manera clandestina, la falta de técnicas



competentes para la perforacion y extraccion del petroleo produjo dafios casi irreparables
en mas de 2 millones de hectareas de la Amazonia, desatando la contaminacion de agua
y suelos, al retiro de la empresa las piscinas fueron cubiertas con materia organica y

ningun proceso de remediacion fue ejecutado (MREMH, 2015).

Petroecuador es una empresa nacional que ha expandido sus operaciones de explotacion
a lo largo de la regién Amazonica desde hace mas de 25 afios, registrando hasta el afio
2011 una cantidad de 1 983 derrames de petroleo y que en los ultimos afios ha ido en
aumento. Uno de los accidentes mas perjudicial es el ocurrido en la Reserva Nacional de
Cuyabeno donde se derramo un aproximado de 600 barriles de petroleo, causando dafios
en la fauna y flora de la zona. Los diferentes derrames causados por esta empresa se han
convertido en un problema de contaminacion de suelos y aguas, a pesar de las operaciones
de remediacion ambiental realizadas no se ha logrado recuperar en su totalidad estas zonas
(Vaca & Astudillo, 2016).

A nivel mundial, derrames como la Guerra del Golfo Pérsico en 1991 constituyen uno de
los accidentes ambientales mas desastrosos de la historia con més de 1360000 toneladas
de petréleo derramadas en un area de 4242 km? y una capa de aproximadamente 12 cm
de espesor , hasta la actualidad se puede observar los dafios ambientales producidos en la
zona (Lozada & Lopez, 2019).

Africa, Alaska y Canada han sufrido el hundimiento de barcos destinados para el
transporte de petrdleo, cada uno con un aproximado de 1,8 millones de barriles no solo
las pérdidas econdmicas han sido devastadoras también las zonas marinas no han logrado
recuperar la diversidad que las caracterizaba, la vida marina es casi escaza hasta hoy en
dia (BBC, 2010). A pesar de labores ejecutadas por las autoridades para la
biorremediacion de los suelos y aguas en donde se ha producido derrames de petréleo no
se logrado la recuperacién completa de estas zonas, empresas como Pemez, UANL,
INAM o el Centro de Investigacion como el de Jalisco (CIATEJ), México proponen la
biorremediacion con bacterias u hongos como uno de los mejores procesos para controlar
los derrames de petrdleo (OEI, 2000) .

En Ecuador los derrames de crudo en las costas han ido sucediendo progresivamente a
través de los afios, el malecon de Las Palmas, en Esmeraldas ha sido uno de los escenarios
de derrames de crudo en el afio 2017, el cual cubri6 tres de los seis kilometros que

conforma la playa, sus aguas se llenaron de crudo y el acceso a turistas y locales fue
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prohibido (Espinosa, 2017). Las costas esmeraldefias han sufrido multiples derrames,
perjudicando a los pesqueros de las diferentes zonas, en el 2016 se registro un derrame a
siete millas de las costas del Puerco Artesanal Pesquero de Esmeraldas, que causé dafios
casi irremediables en la fauna marina de la zona y por tanto en la economia de la zona
(Bonilla, 2016). A pesar de las intervenciones por parte de las autoridades no se ha

logrado recuperar las zonas en su totalidad (Espinosa, 2017).
1.1.3. Composicion del petroleo y clasificacion

El petroleo es una mezcla compleja de moléculas de carbono (79,5 % a 88,7%) e
hidrégeno (9,6% a 16%), pero también de azufre, nitrégeno y oxigeno en cantidades
minimas (Newbery & Thierry, 2007). Esta composicion puede variar ligeramente de
acuerdo a los yacimientos e incluso por el proceso para su comercializacion. Se dividen

en tres grupos segun sus estructuras hidrocarbonadas:

e Hidrocarburos saturados: son cadenas de carbono e hidrégeno cortas lineales
algunas con ramificaciones y puntos de ebullicidn baja, cuyos enlaces carbono —
carbono son simples.

e Hidrocarburos insaturados: se caracterizan por poseer uno o varios enlaces dobles
y triples de carbono -carbono, son generados en el proceso de cracking
(descomposicion de los hidrocarburos de elevado peso molecular).

e Hidrocarburos aromaticos: son compuestos ciclicos que poseen anillos aromaticos
de entre 5 a 6 carbonos, con puntos de ebullicion y densidad elevados, pueden o
no ser acoplados a ramificaciones lo que los convierte en dificiles de eliminar de

suelos y aguas (Wauquier, 1994).

Entre los principales hidrocarburos aromaticos, se encuentran: el benceno y el tolueno,
los dos constan de una Unica estructura de anillo insaturado conformado por 6 &tomos de

carbono.
e Benceno
Formula molecular: CeHs

Estructura molecular:



Este compuesto, es un liquido amarillento o incoloro, constituye parte de los
hidrocarburos presentes en el petroleo crudo, es también llamado como nafta del carbén,
posee una densidad menor que la del agua, con un peso molecular de 78,11 g/mol, su olor
es percibirles a concentraciones de 1,5 -4,7 ppm, el cual es dulce y aromatico, es una
sustancia altamente inflamable y puede liberar vapore toxicos. Es altamente letal, tanto
por consumo, asi como por inhalacién, debido a su anillo aromatico es dificil de eliminar
de suelos y aguas (IDEAM, 2010).

e Tolueno
Formula molecular: C7Hg

Estructura molecular: CH;

Es un compuesto incoloro, olor aromatico, se considera como un derivado del benceno y
al igual que este es menos denso que el agua (densidad de 0,87 g/ml), sus vapores son
mas densos que el aire y posee un punto de ebulliciéon de 111°C, muy reactivo con acido
nitrico y sulfdrico, es considerado un producto con alta toxicidad. Es dificil de eliminar
de suelos y aguas, debido a su anillo aromatico, asi como su radical, puede ser absorbido

con gran facilidad y su acumulacion es letal (ATSDR).
1.1.4. Caracteristicas del suelo contaminado con petroleo

Caracteristicas como la porosidad, pH, conductividad eléctrica, carbono organico,
capacidad de intercambio cationico, textura y retencion de humedad influyen en el
comportamiento del petrdleo con el suelo (Castellanos et al., 2015). La cuantificacion de
hidrocarburos totales de petroleo (TPH) en zonas de derrames, es fundamental en el
analisis de vulnerabilidad de los suelos y la biodegradabilidad. En medios porosos el
método de Soxhlet es el mas usado para conocer la concentracion de productos derivados

de petroleo (Serrano et al., 2013).

1.1.5. Diversidad microbiana en sitios contaminados con petréleo o sus

derivados

La deteccion e identificacion de diversidad bacteriana ha permitido realizar estudios para

el aprovechamiento de sus metabolitos o de su actividad metabdlica, con el fin de obtener



beneficios en diferentes procesos biotecnologicos (Leyva et al., 2015), se considera que
la gran diversidad de estos microorganismos depende de dos razones fundamentales: la
primera debido a la rapida evolucion y la segunda debido a su capacidad de adaptacion
(Capello et al., 2000). Las bacterias contribuyen en procesos industriales, procesos
biotecnologicos, procesos simbidticos y algunas son protagonistas en ciclos de la
naturaleza, contribuyendo de diferentes maneras al beneficio del ser humano (Letosa,
2000).

A causa de su capacidad de adaptacion y crecimiento en ambientes extremos o toxicos,
los diferentes estudios en su diversidad han contribuido en gran parte al desarrollo de la
biorremediacion, debido que pueden producir altas cantidades de enzimas productos de
su metabolismo, con el fin de lograr degradar desechos organicos toxicos en compuestos
inofensivos (Azubuike et al., 2016). Con esto, el interés de la industria petrolera va en
crecimiento y se enfoca en la recuperacion de suelos contaminados por derrames de
petrdleo, la utilidad de las bacterias que produce biosulfatantes es importante pues este
compuesto es el responsable del crecimiento en medios con petréleo debido que
disminuye la tensién superficial, logrando un crecimiento Optimo (Sulbaran et al.,
2008).

Entre las diferentes bacterias que se pueden encontrar en suelos contaminados con
petrdleo, generalmente se halla una gran cantidad de Pseudomonas, que son capaces de
consumir petréleo como una fuente de carbono, no obstante, a esto no se quita la
existencia de otros grupos de bacterias, con esa misma capacidad. La diversidad
bacteriana también dependera de las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos, asi
como su toxicidad es decir el grado de la concentracion de petrdleo en su habitat. Otros
factores como disponibilidad de nutrientes también afectan a la diversidad (Debarati et

al., 2005). Algunos ejemplos de Pseudomonas se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1
Pseudomonas degradadoras de hidrocarburos

Nombre Bacteria

Pseudomona extremaustralis
Pseudomona putida
Pseudomona fluorescens

Pseudomona chlororaphis



Pseudomona oleovorans
Pseudomona aeroginosa
Pseudomonas stutzeri
Pseudomona grimontii
Pseudomona erytropolis
Pseudomona alcaligenes
Pseudomona fluorescens
Pseudomona synxantha
Pseudomona reactants
Pseudomona mendocina
Pseudomona plecoglossicida
Pseudomona balearica
Pseudomona moraviensis
Pseudomona prosekii

Pseudomona frederiksbergensis

El uso de bacterias para la biorremediacion de aguas, es una solucion a la acumulacion y
persistencia de los hidrocarburos que afectan a estos ecosistemas, donde la presencia de
Pseudmonas sp, es comun pues posee la capacidad de eliminar metales pesados como: el
cromo VI, compuesto peligroso para la salud de cualquier ser vivo que lo consuma
(Otiniano et al., 2019). Bacterias de los géneros Arthrobacter, Burkholderia,
Mycobacterium, Rhodococcus y Sphingomonas, también tienen la capacidad degradadora

en sistemas acuéticos (Das & Chandran, 2011).

Las poblaciones microbianas por su rapida adaptacién se encuentran presentes también
en manglares zonas que son muy dificiles de recuperar después de un derrame, debido a
la falta de nutrientes, nitrogeno y fésforo las bacteria presentes depende de la materia
organica presente en el medio y asi logran controlar el flujo de nitr6geno en estas zonas,
entre las bacterias presentes se puede encontrar: Pseudomonas aeruginosa,

Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas luteola and Pseudomonas fluorescens (ruiz).

Los aislamientos de bacterias capaces de degradar hidrocarburos y su identificacién, han

sido fundamentales en comprender el desarrollo bacteriano y su adaptabilidad en los



medios, para contribuir de manera beneficiosa al ser humano, sus metabolismos variables

han reducido el contenido de hidrocarburos en zonas de derrames.
1.1.6. Metabolismo bacteriano

La biorremediacion una tecnologia pionera en el aprovechamiento del metabolismo de
microorganismos es decir aquellos que poseen una alta capacidad de degradacion, para
limpiar o remediar terrenos contaminados. Por lo cual el uso de sistemas bioldgicos es
indispensable, de esta manera se potencia la destruccion o transformacion de los
compuestos tdxicos en otros menos peligrosos con el uso de microorganismos como las
bacterias las cuales evitan la acumulacion de residuos peligrosos para el ambiente y para

los seres vivos (Gibson & Sayler, 1992) .

El metabolismo es un conjunto de reacciones quimicas capaces de formar biomoléculas
necesarias para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos, con el fin de
mantenerlos funcionales. Es el conjunto de transformaciones quimicas que modifican las
sustancias que ingresan al organismo, proceso llevado a cabo de manera continua (A.
Garcia, 2012).

El metabolismo bacteriano se divide en catabolismo y anabolismo, donde este Gltimo estéa
ligado al proceso de biosintesis, que consiste en la capacidad de la bacteria de producir
sus propios componentes esenciales para su supervivencia, degradando lo que su entorno
le ofrece. El carbono es uno de los principales macronutrientes necesario para las
bacterias, asi como es uno de los mas abundantes dentro de las células, usado tanto en la
biosintesis como en la generacion de energia (Varela, 2002).

El mayor rendimiento metabdlico obtenido en degradacion de hidrocarburos, se obtiene
en la fase exponencial de la cinética de crecimiento, pues en esta fase las bacterias son
capaces de metabolizar y mineralizar el contaminante a CO, y H,0 (Alexander, 1994).
Generalmente las bacterias metabolizan los hidrocarburos hasta convertirlos en
compuestos parcialmente oxidados los cuales son faciles de incorporar en ciclos
biogeoquimicos (Goémez et al., 2008). En algunos casos la degradacion de los
hidrocarburos se ve limitado por su hidrofobicidad, por lo cual algunas cepas producen

biotensioactivos permitiendo asi la asimilacion (Das & Chandran, 2011).

Compuestos de baja hidrofobicidad como los alcanos lineales de cadenas cortas son

metabolizados a través de la ruta de f-oxidacion produciendo alcohol como intermediario,
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mientras que alcanos de cadenas largas (C >40) son mas hidrofébicos y requieren de mas
tiempo para ser metabolizados (DeLaune & Wright, 2011). Los compuestos méas
dificiles de metabolizar son los compuestos arométicos pues la ruta metabdlica para su
degradacion depende principalmente del nimero de anillos que poseen, comunmente son
degradados por la ruta de los acidos tricarboxilicos después de un proceso de oxidacién
(Das & Chandran, 2011).

Estudios realizados por (Rojas et al., 2010), muestran que las cepas aisladas de suelos
con hidrocarburos, tienen la tendencia a generar acido indolacético, de manera que esta
lleva a comprobar la existencia de una alta actividad enzimatica. Las bacterias usadas
para la biorremediacion de suelos contaminados por petroleo y sus derivados, poseen
caracteristicas especiales entre estas: su alta capacidad de soportar pH &cidos provocados
por la presencia de los hidrocarburos, convirtiendo asi a la biodegradacion de estos
compuestos en un proceso lento. A pesar de la escasa humedad, que se pueden encontrar
en estos suelos la viabilidad de estas cepas se mantiene, pues son capaces de provocar
una variacion en la composicion de los acidos grasos presentes en la membrana evitando
asi su deshidratacion y cambios estructurales bruscos que produzcan su muerte (Gomez
et al., 2008).

La susceptibilidad de los hidrocarburos para su degradacion esta dado en base a sus
estructuras donde se puede encontrar: alcanos, alquenos y alquinos como estructuras
simples y en casos de ser ramificados aumenta la complejidad de los procesos de
degradacidn, en el caso de los compuestos aromaticos varia dependiendo de su peso
molecular, pues algunos llegan a ser muy elevados y por su complejidad estructural su

degradacion es un proceso lento (Das & Chandran, 2011).
1.1.7. Metabolismo bacteriano de hidrocarburos saturados

La degradacion de alcanos estd delimitada por su estructura, donde la longitud de su
cadena carbonada dependera la rapidez del proceso degradativo. Muchas cepas
microbianas tienen la capacidad de desarrollarse en medios ricos en alcanos y

consumirlos como fuente de carbono (Janssen et al., 2001).

La degradacion de alcanos es un proceso de oxidacion, inicialmente por la accion de una
monooxigenasa lo convierte en un alcohol primario y continuara hasta llegar a ser un

aldehido y posteriormente un acido carboxilico, con el fin de generar acidos grasos que



ingresaran a la ruta de B-oxidacion obteniendo como producto final acetil- CoA. En los
alcanos cortos el alcohol obtenido puede ser una cetona que se oxida hasta convertirlo en
un éster y posteriormente llegar a la obtencion de un &cido graso y continuar en la ruta de
la B-oxidacion (Van Beilen et al., 2003).

La activacion de alcanos de cadena corta se da de manera terminar o subterminal, aunque
en algunos casos los alcanos de cadena larga pueden ser activados de la misma manera,
esta oxidacion se presenta sobre todo en especies del género Penicillium, Bacillus y
Pseudomonas. En caso de la oxidacion subterminal la enzima monooxigenasa convierte
al alcano en alcohol secundario que posteriormente se convierte en un éster y asi obtener
el acido graso que ingresara en la ruta de P-oxidacion (Grossi et al., 2008). Pocas

bacterias degradan anaerébicamente los alcanos, esto a través de la adicién de fumarato.

Los cicloalcanos, forman parte del grupo de hidrocarburos saturados, debido a sus
estructuras rigidas y simétricas, su densidad y punto de ebullicion son elevados a
diferencia de los alcanos, propiedad que les permite tener atracciones intramoleculares
mas efectivas. Esos son degradados al igual que los alcanos de cadena por la accién de

oxigenasas, con el fin de llevarlo a ser una cadena alifatica (Olguin et al., 2007).
1.1.8. Metabolismo bacteriano de hidrocarburos insaturados

Al igual que los alcanos las bacterias degradan los hidrocarburos insaturados de manera
que estos lleguen a ser acidos grasos, sin embargo, por los enlaces dobles o triples
presentes se lo considera como compuestos mas reactivos quimicamente, lo que da como
resultado reacciones extras como: epoxidacion e hidratacion (Bouwer & Zehnder,
1993). A pesar de la necesidad de oxigeno para la degradacion el proceso de hidratacion
de los alquenos se puede dar de manera anaerobia, mientras que en alquinos el proceso
es similar para convertirse en una fuente de carbono y energia (Bouwer & Zehnder,
1993) .

Algunas cepas bacterianas han demostrado que la degradacion de alquenos y alquinos de
manera anaerobia es extremadamente efectiva pues el producto obtenido es la formacion
de alcoholes y acidos grasos con el mismo nimero de carbonos que poseia el sustrato
inicial y con ramificaciones, lo que demuestra que los productos obtenidos son los

mismos que en presencia de oxigeno. Pocos estudios en bacterias reductoras demuestra
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que los alquenos son convertidos en cetonas para seguir un metabolismo nuevo que no se

conoce en su totalidad (Grossi et al., 2008).
1.1.9. Metabolismo bacteriano aerobio de hidrocarburos aromaticos

La degradacion de compuestos aromaticos varia dependiendo de la complejidad de las
estructuras, es decir, por la cantidad de anillos presentes, debido a esto las bacterias se
enfocan en la ruptura de los anillos llevada a cabo por enzimas degradativas que trabajan

conjuntamente con moléculas de oxigeno (Das & Chandran, 2011).

La mayoria los hidrocarburos aromaticos son agrupados como HAPS, este grupo esta
constituido por varios compuestos los mas conocidos son el benceno, xileno, tolueno y
etilbenceno (TBEX), los cuales son considerados como contaminantes organicos
altamente perjudiciales debido a su alta toxicidad para el ambiente y salud humana. La
degradacion microbiana de los compuestos aromaticos depende de las condiciones
ambientales, el numero y el tipo de microorganismos, asi como la naturaleza quimica del
compuesto (Haritash & Kaushik, 2009). Existen dos tipos de rutas principales para su
degradacidn, las rutas clésicas y las rutas hibridas.

e Ruta cléasica

La mineralizacion es un proceso adecuado para transformar hidrocarburos aromaticos en
compuestos menos complejos logrando tener como productos CO, y H,0, a través de un
proceso netamente aerobio, por la transferenciade grupos hidroxilos (Loeracetal., 2016).
Las bacterias trabajan en la degradacion de estos compuestos a través de la oxidacion de
las moléculas para formar dihidrodioles que por ataque enzimatico orto o meta podran
formar varios compuestos intermediarios, como: catecol o protocatecuato, que entraran a
la ruta de los acidos carboxilicos (Garcia & Aguirre, 2014), una vez obtenidos este anillo
puede ser abierto por la accion de un dioxigenasa 0 monooxigenasa, proceso conocido
como vias bajas y tiene como resultado llegar a la obtencion de succinato (Loera et al.,
2016). La degradacién aerobia de compuestos aromaticos esta basada principalmente en
la participacion de oxigenasas que adicionan moléculas de oxigeno al anillo aromatico y
con una dehidrogenacion obtener el catecol o el protocuatenol, uno de los grupos mas

efectivos es esta degradacion son las del género Rhododoccus (Ortega, 2010).

e Rutas hibridas
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Estas rutas mantienen caracteristicas de catabolismo aerobio y del catabolismo anaerobio,
y busca transformar los sustratos a derivados del acetil CoA por medio de un proceso de
tioesterificacion ejecutado por enzimas ligasas CoA, la ruptura del anillo se da por la
desestabilizacion de la densidad electronica de la estructura aromatica (Rinken et al.,
1991). Existen gran cantidad de vias periféricas dependiendo del sustrato, todas con la
finalidad de transformar el sustrato a benzoil-CoA, para que sea ingresado en la via central
de la degradacion (J. Heider & Fuchs, 1997).

Es importante mencionar que algunos compuestos halogenados presentes con los
hidrocarburos de cualquier tipo y su eliminacién se puede dar en el proceso de
degradacion y en algunos casos pueden funcionar como aceptores de electrones, por lo
cual no solo la molécula de oxigeno puede funcionar como aceptora de electrones
(Janssen et al., 2001).

1.1.10. Metabolismo bacteriano anaerobio de hidrocarburos

Mucho tiempo se pasoé sin saber si el metabolismo de las bacterias podria llevarse a cabo
en medios sin oxigeno hasta 1980, se descubri6 que la degradacion de hidrocarburos no
se lleva de manera estricta por bacterias aerobias, sino que también podia ser llevada a
cabo por bacterias anaerobias. Este tipo de bacterias, usan compuestos como: nitrato,
hierro o sulfato como receptores de electrones y asi llevar acabo procesos anaerobios de
degradacién, muy diferente al que participan las oxidasas en las rutas metabdlicas
anteriormente expuestas (Widdel & Rabus, 2001). Este metabolismo bacteriano busca
transformar a los hidrocarburos en compuestos mas simples como alcoholes secundarios,

asi como usar procesos de carboxilacion (Janssen et al., 2001).

La degradacion de compuestos aromaticos sin presencia de oxigeno se basa en degradar
los sustratos a intermediarios centrales los cuales ingresaran a una via central para la
ruptura del anillo por reduccion de electrones, el intermediario mas comun es el Benzoil-
CoA, que se reduce a dieno ciclico con ayuda de ATP necesario para la activacion de la
enzima Benzoil-CoA reductasa y el producto obtenido serd el ciclohex-1,5-dieno-1-
carboxil-CoA que se oxida a acetil CoA, a través de una ruta modificada de 3- oxidacion
(Johann Heider et al., 1998). La degradacion de alquenos también es un proceso que
puede ser llevado a cabo en usencia de oxigeno, donde el alqueno se hidrata por la
presencia de agua en el medio para convertirse en un alcohol y seguir una ruta similar a
la aerobia (Bouwer & Zehnder, 1993).
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1.1.11. Bases de datos, informacion genética y proteica

A través de los afios la recopilacion de informacidn acerca de muchos microorganismos
es un hecho que colabora en el andlisis de esta informacion para su uso en otros fines.
Varias plataformas reunen la informacion dado lugar a la aparicion de bibliotecas como
el Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI) que desde su aparicién en
1988 alberga informacion de biologia molecular, con la ventaja que en actualidad cuenta
con herramientas bioinforméticas de uso publico y gratuitas. EI Banco de Datos de
Proteinas, maneja informacion de estructuras tridimensionales de proteinas y acidos
nucleicos de todo tipo la mayoria de estos datos obtenidos mediante cristalografia de

rayos X.

La informacion genética de las bacterias se encuentra contenida en la molécula de ADN,
el material genético, se encuentra disperso en toda la célula pues estas carecen de ndcleo
y posee una forma circular cerrada por un enlace covalente (Betancor et al., 2002). El
tamafio de esta doble cadena varia dependiendo de la especie en un rango de 0,58
megabases hasta 10 megabases (Latorre & Silva, 2013). Debido que las bacterias
carecen de histonas el material genético que poseen no se compacta en nucleosomas, pero
lo logran a través de un proceso denominado como superenrollamiento (Betancor et al.,
2002). Algunas bacterias cuentan con ADN extracromosémico (plasmidos), el cual no

posee un funcion esencial dentro de la célula (Betancor et al., 2002).

El uso del genoma para la clasificacion de los organismos, incluyo el desarrollo de varios
métodos para la obtencion de las secuencia de acidos nucleicos, convirtiendo a la
caracterizacion genotipica en de las principales herramientas para conseguir la llamada
taxonomia molecular (Uad, 2012) y con ello la aparicion de mapas genéticos. Los
genomas completos de bacterias pueden ser secuenciados en pocas semanas con la
tecnologia adecuada y los resultados obtenidos permiten el estudio de varios procesos
celulares e incluso en un anélisis de la evolucion de los organismos con la construccion

de arboles filogenéticos (Orellana, 2002).
1.1.12. Secuenciacion de péptidos

Existen varios métodos que permiten conocer la secuencia de aminoacidos y el orden de
encadenamiento de estos, los mas usados son: el método Sanger, reactivo de Edman y

espectrometria de masas (Sancho, 2019). Varias enzimas, tanto de interés industrial como
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académico, han pasado por el proceso de secuenciacion y sus resultados han sido

publicados en varias bases de datos publicas (Bernal et al., 2006).

Reactivo de Edman: Debido a la fiabilidad que produce a partir del aminoacido
30 detectado, en la actualidad no es tan utilizado. Este reactivo separa el
aminoacido N-terminal del resto del péptido y lo derivatiza para su deteccion, lo
que permite la secuenciacion por ciclos de separacién y posteriormente la
identificacion por cromatografia (Sancho, 2019).

Espectrometria de masas: Este método fue incluido en el estudio de biomoléculas
en los afios 70 y en la actualidad en un método muy Gtil. La herramienta de mapeo
de masa peptida, busca dividir a la proteina en péptidos de tamafio medio y
determinar sus masas y asi compararla con datos ya obtenidos en bases de datos,
la masa de un péptido es determinada por la masa de los aminoécidos que la
conforma. Este proceso actualmente es automatizado, por un conjunto de
programas informaticos (Abian et al., 2008).

Método Sanger: Este método, se basa en la ruptura de la proteina en sitios
especificos, con el fin de obtener un péptido de tamafio adecuado, los cuales seran
separados por cromatografia. Se determina el orden de encadenamiento debido,
que los péptidos de un mismo conjunto de secuencias se solaparan con las de otro
grupo (Sancho, 2019).

1.1.13. Filogenia

El término filogenia aparece en el afio de 1866 propuesto por Ernst Haeckel y deriva del

griego filo (raza) y genea (generacion). Es considerada la rama de la biologia que hace

énfasis en la evolucion a través de los afios e intenta agrupar las similitudes entre estos

para definir especies o ancestros (Hug et al., 2016). La filogenia microbiana, aparecid

entre los afios 1960 - 1970 y con esto los arboles filogenéticos basados en las secuencias

de ADN vy de algunas proteinas importantes (Van Dyke, 2008).

Desde el descubrimiento de las bacterias la taxonomia se ha asociado con la filogenia

pues la clasificacion fenotipica y molecular han permitido el analisis de varias

caracteristicas, de manera que una bacteria es colocada en un orden jerarquico

ascendentemente de acuerdo al grupo donde se la asocie, a través de los afios va
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agrupandose en otras categorias, debido a los avances investigativos y tecnoldgicos
(Otero, 2017).

1.1.14. Arboles filogenéticos

Un érbol filogenético es una representacion de la evolucion de una especie, genes o
poblacion, donde cada uno de los nodos que conectan las ramificaciones muestran la
variacion que han tenido los linajes en el tiempo, marcando asi la relacion evolutiva de
los organismos o estructuras (Sadava & Purves, 2008). Este diagrama evolutivo busca
conectar las ramificaciones con un ancestro en comun, de manera que muestre la
divergencia de las secuencia de ADN por mutaciones y por tanto de estructuras proteicas
(Sosa, 2009).

La construccion de arboles filogenéticos agrupa datos moleculares y fenéticos segun el
caso de estudio para definir la distancia evolutiva hasta el ancestro en comun, en este caso
existen principalmente cuatro métodos de inferencia filogenética, los cuales son: Maxima
Parsimonia (MP), Maximum Likelihood (ML), Inferencia Bayesiana (IB) y Neighbor-
Joining (NJ), este ultimo es el mas utilizado (Pefia, 2011). EI método Neighbor Joining
permite la construccion de arboles filogenéticos a partir de datos de distancia evolutiva
partiendo de la formacion de pares de OTU’S (Saitou & Nei, 1987).

El alineamiento de secuencias es una herramienta bioinforméatica que se basa en
determinar el parentesco de dos o mas secuencias de nucleotidicas, con el fin de
determinar el parentesco entre bacterias (Chaves et al., 2010). Zuckerland y Pauling
(1962), proponen que para cada gen o proteina su tasa de evolucion es aproximadamente
constante, hipétesis que es soportada por Dickerson (1971), con su estudio en proteinas
qgue afirma que haya cambios en los aminoacidos en el tiempo de divergencia en
diferentes organismos, a lo que se define como la hipotesis del reloj molecular. La
prediccion filogenética con las secuencias implica un estudio de relaciones evolutivas

desde distintos campos (Santamaria, 2020).
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Figura 1
Tipos de arboles filogenéticos de diferentes OTU’s
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1.1.15. Aplicaciones de las secuencias de genomas

Las secuencias de genomas y la construccion de arboles filogenéticos no solo delimitan
los taxones entre especies, también contribuye en analisis mas complejos orientados al
estudio del metabolismo bacteriano y de otros organismos (Orellana, 2002). Este tipo de
datos también estan ligados a enfoques como: la taxonomia poliféasica y aplicaciones
como:

e Pangenoma, se enfoca al estudio global de genes en un taxén bacteriano
especifico.

e Sesgo en el uso de codones, tiene como fundamento principal la degeneracion del
codigo genético para producir aminoacidos.

e Sintenia, una de las aplicaciones mas utiles analiza las relaciones entre bacterias
y los genes que comparten a través de su evolucion en el tiempo.

e Gendmica funcional, su utilidad radica en las relaciones entre los genes y sus
productos (Arroyo, 2019).

1.1.16. Gendmica funcional

La genomica funcional, es una herramienta comparativa de las funciones genéticas de un
organismo, es decir, la relacién entre los genes y sus productos, proporcionando una
vision general del metabolismo y de los procesos reguladores de las bacterias, de esta

manera se busca tener como resultados los perfiles metabdlicos de un organismo (Arroyo,
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2019). Se ha demostrado que los arboles filogenéticos orientados a las rutas metabolicas
proporcional informacion mas compleja y precisa acerca de la evolucion debido que
considera los diferentes saltos evolutivos de los genes en el tiempo (Laissue, 2011). La
gendmica funcional, usa los genomas completos de las bacterias para los analisis, debido
que muchos de los productos de los genes proporcionan caracteristicas Unicas al

organismo (Guevara, 2006).
1.1.17. Enzimas en el metabolismo

Las enzimas son biomoléculas proteicas encargadas de acelerar la velocidad en los
procesos metabolicos, sus funciones varian de acuerdo a sus estructuras y al centro activo,
pues de este dependera el acoplamiento con el sustrato. El plegamiento de las enzimas
depende de la secuencia de aminoacidos e influye directamente en la funcion a cumplir

por esta (Ramirez, 2014).

En las rutas metabdlicas existe la participacion de una gran cantidad de enzimas que al
actuar en conjunto regulan el metabolismo celular, por tanto, las vias enzimaticas, es
importante mencionar que un producto generado tiende a ser usado por la siguiente via
enzimatica de ser necesario (Aldabe, 2011). El estudio de la estructura, plegamiento y
funciones de una enzima es fundamental en el momento de conocer el papel que aporta
en una ruta metabdlica, una estructura tridimensional puede variar seguin su complejidad
de la enzima y del plegamiento, esta Gltima es producto del conjunto de varios de enlaces
covalentes (Fersht, 1980) .

Estudios como de LoOpez, 2013, demuestran que las enzimas estan relacionas con la
distribucion geografica de las especies, pues factores como la temperatura, pH afectan a
ciertas enzimas, mientras en otras las regula para cumplir su funcion en rutas importantes.
Al adaptarse un organismo a ciertas condiciones las enzimas también lo logran,
permitiendo que la enzima evolucione su estructura para mantener sus funciones (Lépez,
2003) .

Las enzimas pueden catalizar una gran cantidad de reacciones similares en diferentes
especies de un mismo dominio, esto debido a que su objetivo principal es la regulacion
de la célula (Fersht, 1980). Ramas como la protedmica desde su aparicion en 1994 se

encarga de analizar grupos de proteinas que se expresan teniendo en cuenta factores
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externos y el genoma, asi permite determinar las relaciones estructurales entre enzimas y

las reacciones metabdlicas llevadas a cabo por una célula (Torrades, 2004).
1.1.18. Oxigenasas

Las oxigenasas juegan un papel fundamental en los diferentes metabolismos de las
bacterias, estas enzimas son capaces de oxidar sustratos complejos, a través de la adicion
de uno o dos atomos de oxigeno molecular, al ser enzimas oxidoreductasas varios estudios
apuntan a la obtencidn de resultados exitosos en la reduccion de hidrocarburos (Carrillo,
2019).

Las oxigenasas participan en la degradacion de compuestos xenobioticos y son enzimas
de alto interés industrial, su participacion en la degradacion de alcanos, alquenos y
alquinos es fundamental, asi como también en la degradacion de compuestos aromaticos
que es un proceso complejo (Ortega, 2010), las dioxigenasas poseen un rol altamente
importante para la ruptura de los anillos y por tanto para la degradacién de compuestos

aromaticos policiclicos (Carrillo, 2019).

La alta especificidad de las oxigenas a ciertos sustratos y su versatilidad, han permitido
que estas enzimas logren eliminar compuestos extremadamente complejos, usualmente
estas enzimas poseen un centro activo que contiene un elemento metalico para lograr los
estados de oxidacion. Se pueden dividir en monooxigenasa o dioxigenasas y dependiendo
de sus funciones en un sustrato pueden variar (French et al., 2013). Las enzimas
oxigenasas, se clasifican segun el nimero de oxigenos que incorporan en el hidrocarburo
a degradar y se conoce dos tipos: dioxigenasas y monooxigenasas, enzimas importantes

en la degradacion bacteriana aerobia (M. Garcia & Peralta, 2008).

e Monooxigenasas

Las monooxigenasas son enzimas que incorporan un solo &tomo de oxigeno al sustrato,
se encuentran presentes en la degradacion de compuestos aromaticos, alifaticos saturados
e insaturados, estas enzimas se clasifican en dos subclases que varia segun el cofactor,
siendo estas: las monooxigenasas dependientes de flavina y las P450 monooxigenasas,
donde las primeras necesitan de NADP o NADPH como coenzima y la presencia de
flavina en su estructura le confiere su nombre, mientras que las P450 son especializadas
en la degradacion de acidos grasos, varios alcanos y compuestos aromaticos (P. Kumar
et al., 2010). Existen enzimas dependientes de coenzimas tal como: la pterina y de
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algunos iones metalicos, es importante recalcar que a pesar que la mayoria depende de
cofactores, existen aquellas que, con solo la presencia del oxigeno molecular, son capaces

de degradar el sustrato (P. Kumar et al., 2010).

Varias enzimas monooxigenasas han sido identificadas en la degradacion de n- alcanos,
a pesar de las variaciones existentes en los sustratos y las enzimas especificas se
mantienen que existen similaridades (I1zquierdo, 2013). Las monooxigenasa destinadas
a la degradacion de alcanos de cadena corta, se las reconoce por ser enzimas relacionadas
con la familia de las metano monooxigenasas (MMO) (Di Martino, 2015), el tipo
particulada a pesar de ser una enzima muy inestable de manejar a nivel de laboratorio, se
caracteriza por tener la capacidad de degradar una gran gamma de hidrocarburos alifaticos
e incluso arométicos (Valdebenito, 2015). La degradacion de alcanos de cadena media
(>C14), son regulados por monooxigenasas de hierro no hemilico del tipo AIkB,
identificado en Pseudomonas putida GPol, también existen registro de la participacion
de enzimas de la familia citocromo P450 enzimas del grupo hemo unido a cisteina y un
centro catalitico con histidina, la primera identificada de esta familia se denominé como
CYP153A1 en el metabolismo de Acinetobacter sp. (Pérez et al., 2007). En la
degradacion de alcanos largos se han detectado dos enzimas: AlkMa y AlkMb
relacionadas a la cepa de Pseudomona putida y se conoce la existencia de una tercera
dependiente del Cu?* (Izquierdo, 2013).

e Dioxigenasas

Las dioxigenasas se encuentran cominmente presentes en la degradacion de
hidrocarburos con anillos aromaticos como: benceno, tolueno, naftaleno, antraceno,
pireno y otros (Gibson & Parales, 2000). Donde se encarga de incorporar dos atomos de
oxigeno a la estructura a catalizar, al estar presentes en el inicio de las rutas metabdlicas
son fundamentales en la dihidroxilacion de los compuestos para la oxidacion del nucleo
aromatico y por ende la ruptura del anillo. Estas enzimas se pueden clasificar en la familia
oxigenasas de hierro no hemo de Riesk, que buscan la formacion de areno cis-dioles, la
agrupacion de las oxigenasas generalmente se da segun la correlacion con los sustratos a
degradar, por ejemplo: la familia del tolueno engloba a todas aquellas enzimas que
degradan tolueno, benceno, isopropilbenceno, clorobencenos y bifenilo (Gibson &
Parales, 2000).
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1.1.19. Degradacion de tolueno y benceno

El tolueno y el benceno son compuestos de gran interes, debido a su alta toxicidad y por
su baja solubilidad. La degradacion de estos compuestos, puede ser llevada a cabo por
varias especies bacterianas e incluso hongos, debido a la facilidad y efectividad que
necesitan estos procesos, el uso de bacterias es mas comun. Pseudomonas aeruginosa es
un ejemplo de bacteria degradadora y se ha detectado que este género es eficiente en
periodos cortos y poseen gran capacidad en biorremediacion, el tolueno puede ser
degradado en concentraciones de 0,05 a 0,37 M a nivel de laboratorio (Rangel et al.,
2007).

La degradacion aerobia del benceno y tolueno, es llevada a cabo por monooxigenasas y
dioxigenasas, donde la oxigenacion es el paso fundamental para obtener productos mas
faciles de eliminar. Se han reportado 5 rutas metabolicas para la degradacion aerobia del
tolueno y una de manera anaerobia, de tal forma que cada una de estas inicia con enzimas
oxigenasas, a excepcion de la anaerobia que inicia con una liasa. Las rutas aerobias han
sido denominas como: tod, tom, tbu, tou y pTol y varian por las enzimas que participan,
estudios especificos ha detectado los genes que codifican para cada una de las enzimas y
las rutas metabolicas descritas en diferentes especies de Pseudomonas, entre estas: P.
putida, P. ceparia, P. picketti, P.mendocina,P. stutzeri (Parales et al., 2000).

El benceno, es un compuesto xenobidtico muy perjudicial para el ambiente y toxico para
los seres vivos, al igual que le tolueno las rutas metabolicas ha sido reportadas en
Pseudomonas spp., existen dos rutas alternativas que buscan llegar al metabolismo central
del catecol y posteriormente al Ciclo de Krebs, las rutas inician con la adicién de O al
hidrocarburo con la finalidad de producir laruptura del anillo, estas enzimas participantes
es la fenol monooxigenasa y benceno dioxigenasa (Duran & Ramirez, 2013). A nivel de
laboratorio Pseudomona aeruginosa tolera hasta concentraciones de 0,03-0,28 M,

manteniendo una eficiencia mas del 50% segun reportes de Cordero, 2007.

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

e Analizar bioinforméaticamente las bacterias con capacidad de degradacion de
hidrocarburos y su mecanismo metabdlico.

1.2.2. Objetivos Especificos
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e Elaborar una revision sistematica y extensiva de las bacterias, el metabolismo y
enzimas implicadas en la degradacion de hidrocarburos.

e Identificar el origen metabdlico de las enzimas dioxigenasas y monooxigenasas
que degradan tolueno y benceno.

e Establecer un analisis estructural de las enzimas monooxigenasas y dioxigenasas
presentes en las rutas metabodlicas de las bacterias que degradan tolueno y
benceno.

1.3. Hipdtesis
1.3.1. Hipotesis nula

Los estudios bioinformaticos (Metaanalisis, Filogenia y Analisis estructural) de las
bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las enzimas (monooxigenasas,
dioxigenasas) presentes en las rutas metabolicas del tolueno y benceno, no poseen
relacion evolutiva, por tanto, no es posible la similaridad estructural entre estas.

1.3.2. Hipotesis alternativa

Los estudios bioinforméaticos (Metaandlisis, Filogenia y Andlisis estructural) de las
bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las enzimas (monooxigenasas,
dioxigenasas) presentes en las rutas metabdlicas tolueno y benceno, poseen relacién

evolutiva, por tanto, es posible la similaridad estructural entre estas.

1.4. Seflalamiento de las variables de la hipotesis
1.4.1. Variable dependiente
e Relacion evolutiva.
1.4.2. Variables independientes
e Programas informéaticos (DNA Baser Assembler, UGENE y PyMOL).
e Archivos pdb y fasta.
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CAPITULO I

METODOLOGIA
2.1. Materiales, equipos y reactivos

2.1.1. Materiales
e Softwares bioinformaticos:
o DNA Baser Assembler
o UGENE
o PyMOL
o NCBI
o KEGG
o PROTEIN DATA BANK
e Material bibliografico
o Libros
o Atrticulos Cientificos
o Revistas Técnicas
o Bases de datos
2.1.2. Recursos tecnoldgicos
e Computadora personal
2.2. Métodos

2.2.1. Metaanalisis

Se realiz6 una basqueda sistematica de bacterias degradadoras de hidrocarburos,

basandose en la informacion de articulos online y de plataformas digitales (Springer,

Dialnet, entre otras), con la finalidad de agrupar la informacion reportada en los diferentes

trabajos de investigacion. Con la informacion obtenida se cred una tabla de resumen que

contiene: nombre de la bacteria, clase de hidrocarburo que degradan y tipo de bacteria

por tincion de Gram, asi como el metabolismo.

El metaanélisis consistio principalmente en compilar la informacion més relevante acerca

de las bacterias degradadoras de los hidrocarburos, agrupando asi: las bacterias con esta

capacidad, metabolismos usados y enzimas relevantes que participen en el proceso. La

investigacion se realizé de manera informatica utilizando los recursos que nos ofrece hoy

en dia la tecnologia, por lo cual parte de la investigacion sistematica consistio en definir

los hidrocarburos adecuados para enfocarse dentro del presente trabajo de investigacion,
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las rutas metabolicas implicadas y por ende las enzimas fundamentales en cada una de

estas. Los hidrocarburos para poner en estudio se eligieron bajo los criterios de:

I.  Dificultad del hidrocarburo a degradar: se definié este criterio, con el fin de
elucidar las contribuciones, para futuras investigaciones acerca de la eliminacion
de los hidrocarburos.

Il. Tipo de hidrocarburo (alifaticos saturados e insaturados, aromatico o
poliaromético): criterio relacionado principalmente con la estructura del
compuesto y por ende la complejidad de su degradacion.

I1l.  Factibilidad de degradacion: la existencia de investigaciones pasadas, dentro de
este ambito y por ende la existencia de rutas metabolicas.

IV. Ruta metabdlica usada: existencia de informacion y las posibilidades de

contribuir con cosas nuevas, de relevancia a futuro.

Se definié al tolueno y benceno como los compuestos de estudio y se procedié a recopilar
la informacién adecuada para los analisis posteriores, la primera parte costa de las rutas
metabolicas, para lo cual se uso la base de datos de KEGG, la cual posee una coleccion
de genomas, rutas enzimaticas y quimicos bioldgicos. Una vez realizada la busqueda
correspondiente se obtuvo las rutas metabdlicas existentes para cada hidrocarburo
(tolueno y benceno), con esto se procedio a la seleccion de las enzimas que forman parte

del analisis bioinformatico, bajo los criterios de:

I.  Importancia de la enzima en la ruta metabolica.

Il.  Actividad enzimatica (basandose en trabajos reportados).

Figura 2
Base de datos KEGG

KEGG PATHWAY Database
Wiring disgrams of molecular interactions, reactions and relations.
. ODULE KO GENES LIGAND NETWORK DBGET

Pathway Maps

Pathway Identifiers

Nota. Tomado de pagina principal de KEGG
(https://lwww.genome.jp/kegg/pathway.html)
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Es importante mencionar, que existen gran variedad de enzimas, pero también se enfocd
en que estas sean monooxigenasas y dioxigenasas, debido a la importancia que poseen
dentro de la degradacién de hidrocarburos, escogiendo un total de 7 enzimas.

2.2.2. Filogenia de las enzimas

La filogenia busca conocer el origen de las enzimas y la comprensién de su evolucién en
el tiempo, para lo cual se definio la base de datos de National Center for Biotechnology
Information (NCBI), como la plataforma adecuada para la obtencidn de las secuencias de
aminoéacidos de las enzimas. Realizada la busqueda, se selecciono la secuencia, donde
debido al nimero de resultados obtenidos, se filtraron en base a la necesidad del
investigador; para este estudio se tomd en cuenta la bacteria a la que pertenecia y su

capacidad de degradar hidrocarburos.

Se descargo las secuencias seleccionadas mediante el ment “Send to”, el cual permite
escoger el destinatario y el formato de descarga, en este caso “FASTA”, el proceso se
realiz6 para cada una de las enzimas escogidas. Se procedi6 a realizar un BLAST, con las

secuencias obtenidas, proceso que consistid en:

e Ingresar a la herramienta de Blast que ofrece el NCBI.
e Seleccionar la opcion “Protein BLAST”.

e Subir el archivo FASTA, en la opcion “Upload file”.

e Ejecutar el BLAST (configuraciones predeterminadas).
e Obtenido el BLAST, seleccionar “Download All”.

e Escoger el formato “XML”.

Figura 3
Web BLAST de NCBI

gl

BUAST

Nota. Tomado de pagina de NCBI (https://blast.nchi.nIm.nih.gov/Blast.cgi)
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El analisis BLAST, se us6 para elaborar los arboles filogenéticos, de manera que cada
uno de los resultados fueron tomados en cuenta. Se tomo cada una de las secuencias
similares reportadas en el BLAST y se procedio acceder a la base de datos del NCBI, con
los codigos de acceso (Accession) presentes en el BLAST. Se repitio el proceso de
descarga de la secuencia de aminoacidos, antes mencionada, manteniendo el formato
FASTA. Cada BLAST dio un resultado de maximo 100 secuencias aminoacidicas de
bacterias, por tanto, se descargd un aproximado de 100 secuencias por cada archivo

obtenido anteriormente.

Las secuencias, se unieron en un solo archivo mediante el programa DNA Baser
Assembler, por defecto el archivo de salida es tipo “XML, por lo cual se usé el programa
UGENE, para transformarlo en formato “FASTA”. Cada archivo unido contenia las

secuencias del Blast y la secuencia de la enzima problema antes mencionada.
2.2.3. Construccion de los arboles filogenéticos

El programa UGENE, fue usado para la creacion de los arboles filogenéticos, siguiendo

los pasos:

e Elegir la opcion “Tools”.

e Seleccionar “Multiple Sequence Alignment” y “Align with MUSCLE”.

e Ingresar el archivo a alinear, asi como la ubicacion y nombre del archivo
resultado, configurar las opciones del alineamiento.

e Iniciar el alineamiento, con “Align”, el archivo resultado se obtuvo en formato
“Clustal alignment file (aln.)”.

e Secleccionar “Build Tree”, para generar el arbol filogenético. El método usado para
la construccion del arbol es PHYLIP Neighbor Joining y el modelo de matriz de
distancia el de Jones -Taylor-Thornton.

o Editar el arbol filogenético, usando el menu “Tree Settings”.
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Figura 4
(a)Alineamiento de secuencias (b)Construccion del arbol filogenético
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Los arboles filogenéticos, se crearon individualmente para cada enzima, con su respectivo
BLAST, posteriormente se agrupo todas las enzimas de acuerdo a la ruta metabodlica de
cada hidrocarburo (tolueno y benceno), de esta manera se obtuvo un arbol filogenético
general por hidrocarburo, con la finalidad de establecer la base para el analisis del origen
enzimatico. Es importante mencionar que las secuencias utilizadas no fueron

modificadas, es decir, se usé directamente los archivos descargados de la base de datos.
2.2.4. Analisis estructural

El anélisis estructural, partié con la definicion de las enzimas a analizar, seleccionando 5
enzimas. Se uso la base de datos del Protein Data Bank (PDB), con el fin de obtener los
archivos con las estructuras enzimaticas en 3D, la blusqueda de estas se realizo en la
opcion “Advanced search”, la cual permite elegir el tipo de bdsqueda a realizarse, de esta
manera se opto por la busqueda a través de secuencias, tomando los archivos FASTA
obtenidos en procesos anteriores, de manera que el nimero de resultados fue limitado. Se
eligio la secuencia tomando en cuenta que la estructura de la enzima, satisfaga las
necesidades del investigador y de la presente investigacion. Se descarg6 las estructuras,
através de la opcion “Download Files” y se seleccion0 como formato “PDB”, obteniendo

asi las estructuras 3D de las enzimas de interés.

Figura 5
Base de datos PDB
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Nota. Tomado de pagina de Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/)

Una vez obtenidas las estructuras, estas fueron cargadas en el programa PyMOL, un
programa de multiples funciones y adecuado para el analisis del presente trabajo. Al abrir
el programa, la ventana inicial contiene una barra de herramientas tal como se observa en
la Figura 6., donde la opcion “File”, permite abrir los archivos PDB antes obtenidos, para
esto se selecciond la opcion “Open”, escogiendo aqui el documento correspondiente a
cada enzima, de esta manera permite visualizar las estructuras 3D contenidas en cada
archivo PDB.

Figura 6
l,Pélgina inicial del programa PyMOL y menu

Nota. Tomado de PyMOL (Lyford DelLano, 2000)

Cada una de las estructuras fueron analizadas de manera individual, con el fin de localizar

los sitios activos, uno de los puntos mas importantes del andlisis estructural, para esto se
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recurrid al andlisis de los articulos relacionados con las estructuras obtenidas de la pagina
de PDB, una vez obtenidos los residuos que rodean al sitio activo, se procedié a
diferenciarlos de las hojas alfa y beta de las estructuras enzimaticas, procediendo con los

siguientes pasos:

1. Seleccionar la opcidon “Display” y escoger “Sequences” (permitira visualizar la
cadena de aminoéacidos).

2. Seleccionar el aminoacido y dar clic izquierdo para modificar el color.

3. Seleccionar la opcion “Sticks”, tal como se muestra en la Figura 7 (a)., para

visualizar las estructuras aminoacidicas.

Figura 7
Ejemplo de alineamiento estructural y opciones del menu

LR LRSS LAl

¥ i .
L
n 5

Nota. a) Opciones del menu desplegada de la opcidn “Align”. b) Menu desplegado de Hide (H),
opcion “Sticks”. Esta figura fue obtenida usando PyMOL (http://www.pymol.org).
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Una vez, localizados los residuos del sitio activo en cada una de las enzimas, se procedid
a agrupar estas en una sola ventana de trabajo de PyMOL, de acuerdo a la ruta metabdlica
del hidrocarburo en donde participan. Al tener en una solo ventana las enzimas por cada
hidrocarburo se procedioé con el proceso de alineamiento estructural (Figura 7 (b).), con

los siguientes pasos:

1. Escoger una de las enzimas (Menu izquierdo).
2. Seleccionar la letra A, del menu y escoger la opcion “Align”.
3. Seleccionar “to molecule (*/CA)”.

4. Escoger la enzima con la que se va alinear.

Una vez realizado el ultimo paso, el programa automéaticamente, realiza el alineamiento
estructural de las enzimas de interés. Este mismo proceso, fue llevado a cabo para las
enzimas que participan en la ruta de degradacion del tolueno. Cabe recalcar que en el
proceso se realiz un alineamiento por pares, por hidrocarburo y finalmente de manera

general, agrupando todas las enzimas.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisis y discusion de resultados

3.1.1. Metaanalisis

A lo largo de la investigacion realizada se observé una gran cantidad de baterias capaces
de degradar hidrocarburos, incluyendo el tolueno y benceno. Una de las familias mas
expuestas en los trabajos de investigacion son las Pseudomonas y Acinetobacter, entre
ellas la especie de Pseudomona putida, es una especie que se ha tomado como modelo de
estudio en el &mbito de la biorremediacion, dandole gran enfoque por su alta eficacia y
facil desarrollo tanto en laboratorio como en campo. Reportes como los de Braibant
(2004), afirman el uso de bacterias dentro de la biorremediacion de suelos afectados por
derrames, mientras que Di Martino (2015), reporta un listado de Pseudomonas, entre
ellas: P. extremaustralis, P. fluorencens, P. oleovans y P. aeruginosa, cada una de estas

cepas capaces de crecer en hidrocarburos como una fuente Gnica de carbono.

Los reportes en diferentes trabajos de investigacion, traen a deducir que existe una gran
diversidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos, que aun no han sido utilizadas en
medio in situ para reparaciones ambientales, a pesar de existir estudios de este &mbito a
nivel de laboratorios. La mayoria de estas cepas han sido recuperadas de ambientes
perjudicados por derrames de petrdleo y han sido capaces de adaptarse por supervivencia.
En el Anexo 1., se muestra un listado de bacterias, que se conocen degradan hidrocarburos
(saturados, insaturados y aromaticos), dando a elucidar que las poblaciones bacterias son

capaces de consumir los hidrocarburos sin sufrir bioacumulacion, en su sistema.

Cada especie bacteriana posee un metabolismo diferente y por ende este varia segun el
hidrocarburo (saturados, insaturados y aromaticos), cada uno de estos es metabolizado de
manera diferente, con un mismo principio, el usar el hidrocarburo como Unica fuente de
carbono para la produccion de energia. Fortdrbel (2011), manifiesta que la energia
generada por los microrganismos, resultado de su metabolismo, es de gran utilidad,
permitiendo asi su empleo en biorreactores y tecnologias enfocadas para la

descontaminacién de aguas y suelos.

Toda bacteria degradadora de hidrocarburos cuenta con sistemas metabolicos
especializados en esta funcion, permitiendo asi la supervivencia bacteriana y el beneficio

de eliminar estos compuestos perjudiciales para el ambiente. Los primeros reportes de
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degradacion de hidrocarburos de tipo saturados (alcanos), se dieron con cadenas
carbonadas de 44 &omos, un ejemplo es: Acinetobacter capaz de degradar alcanos de
cadena largas (C13-C44). La degradacion de hidrocarburos saturados tales como: los
alcanos o cicloalcanos, comienza con la adiccién de oxigeno en el sustrato (alcanos),
catalizado por oxidasas, con el fin de romper las estructuras hidrocarbonadas, la Figura
8., muestra la ruta metabdlica general que se ha tomado como modelo, para comprension
del proceso de degradacion, las primeras enzimas son las oxidasas, que segin Van Beilen
et al. (2003), la mayoria de estas pertenecen a la familia de las citocromo P450, enzimas

especializadas en la degradacion de alcanos.

Figura 8
Ruta general de la degradacion de hidrocarburos saturados de manera aerobia.
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A pesar de la existencia de una gran variedad de bacterias no se ha tenido reportes
especificos de degradacion de hidrocarburos insaturados, por lo cual Grossi et al. (2008),
reporta que estos se degradarian de la misma manera que los saturados, usando el mismo
principio enzimatico y también se puede llevar a cabo por degradacion anaerobia, como
una de las opciones de degradacion de alquenos y alquinos (Figura 9.), el resultado es
obtener un compuesto que puedan ingresar a la 3 - oxidacion para obtener energia para la

célula, tal como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9
Ruta anaerobia para la degradacion de alquenos
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Los compuestos aromaticos son los mas complejos de degradar, debido a su anillo y el
namero de estos, lo que complica la degradacién convencional como en los casos antes
expuestos, la degradacién inicia con la participacion de las oxigenasas sean estas
monooxigenasa o dioxigenasas, estas enzimas son fundamentales para la ruptura de los
anillos aromaticos por la adiccion de oxigeno y por tanto buscan ayudar a transformar los

compuestos aromaticos a acetil CoA.

Entre los compuestos mas comunes presentes en derrames de petroleo se encuentra el
tolueno y benceno, compuestos aromaticos de un solo anillo y estructuras similares, por
lo cual estos fueron elegidos, para el presente trabajo. Meléndez et al. (2015), en su
estudio enfocado a degradacion de hidrocarburos aromaticos, manifiesta que varias cepas
bacterianas pueden logran transformar el tolueno y benceno a compuestos menos toxicos,
estudio que se llevo a cabo en condiciones donde las bacterias fueron colocadas en un
medio enriquecido de estos compuestos, como resultados existio un consumo es rapido y
eficaz en condiciones de pH 7,1, apoyando asi a la importancia de este trabajo para futuras
investigaciones. Se ha reportado que en biorremediacion encontrar tolueno y benceno
como contaminantes de suelos o aguas, causado por derrames es comun, por lo cual la
presencia de Pseudomonas también acomparia este hecho, se puede decir a nivel que estas

comunidades microbianas van en aumento el contaminante va en disminucion.

La eleccion del tolueno y benceno como los compuestos de estudio se baso en los criterios
presentados, estos hidrocarburos aromaticos son complejos de eliminar y a diferencia de
un alcano conlleva un proceso mas lento y complicado, que necesita de méas energia

celular para ser llevado a cabo, Acuia et al. (1999), sefiala especificamente a los
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compuestos parte de los BTEX, como compuestos altamente toxicos y dificiles de
controlar dentro del ambiente, varios trabajos investigativos se ha realizado alrededor de
este ambito y no han logrado dilucidar por completo los procesos a nivel enzimatico.
Acufia et al. (1999), menciona que un cultivo mixto de bacterias degradadoras son
capaces de consumir tolueno y benceno a una velocidad de 0,14 y 0,44 h?,

respectivamente.

A lo largo de la investigacién del presente trabajo, la elucidacion de las rutas metabdlicas
ha sido fundamentales para comprender el proceso con él se lograr degradar los
hidrocarburos, resultados presentados en la Figura 10. y Figura 11., correspondiente a las

rutas metabolicas del benceno y tolueno con las enzimas participantes, respectivamente.

El benceno es compuesto aromatico monociclico que posee 6 carbonos y 6 hidrogenos,
la complejidad de su degradacion, esta dada sus tres enlaces dobles que forman parte de
tu estructura. Se conoce que los hidrocarburos aromaticos tienen a reaccionar por
sustitucion heterolitica, proceso que se sabe es llevado a cabo por el oxigeno para la
desestabilizacion del enlace en la molécula aromatica. En la Figura 10., se muestra que el
paso principal e inicial de la degradacion, es llevado a cabo por el fenol 2- monooxigenasa

y benceno 1,2-dioxigenasa, correspondiente a una division de dos rutas metabolicas.

Jindrova, E. (2002), afirma que las monooxigenasas cumplen su funcidn, atacando al
anillo directamente, con la incorporacién de oxigeno, para producir la destruccion de este,
a traves de una reaccion de oxidacion. Mientras la dioxigenasa, ataca al anillo aromético
para el mismo resultado, formando compuestos hidroxi-sustituidos (reaccion de
hidroxilacion). Bamforth & Singleton. K. (2005)., muestra en sus estudios que la
formacion de cis-dihidrodioles es comun, pues de aqui parte la obtencion de
intermediarios como el catecol, gracias a la deshidrogenacion de los dioles. El catecol es
un compuesto intermediario manejado por mineralizacion mediante fision del anillo
aromatico (Bamforth & Singleton, 2005), tal como se ve en la ruta metabolica (Figura
10.). Una vez obtenido el catecol existen tres rutas que conllevan a la formacion de un
compuesto CoA, que ingresara al ciclo del citrato, debido que busca obtener energia para
la célula, con esta Unica fuente de carbono, afirma Varela (2002), que las deshidrogenasas

son enzimas encargadas de descomponer y trabajar en conjunto con las enzimas oxidasas.
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Figura 10
Rutas metabdlicas (aerobia) de la degradacion del benceno.
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Nota. Se presenta las dos rutas aerobias de degradacién (lineas azules y tomate) y las enzimas iniciales en
color rojo claro. Modificado de la Base de Datos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html).

El tolueno es un compuesto aromatico, con un sustituyente metil en su estructura, es
considerado monociclico igual que el benceno, por su Unico anillo. En la Figura 11., se
muestra la ruta de degradacion, marcado con rojo las enzimas iniciales en el proceso de
ruptura del anillo, al igual que el benceno la participacion de monooxigenasas Yy
dioxigenasas es fundamental. El proceso inicia con las oxigenasas, Bamforthet et al.
(2005), por el ingreso del oxigeno, que ataca a los sustituyentes de la estructura (grupo
metilo), de manera que se formara los intermediarios presentados en el resto de la ruta
metabdlica. Las dioxigenasas trabajan con dos oxigenos, el primero ingresa al anillo
aromatico y el segundo atomo se usa para la oxidacion de grupo metilo, el resultado es la
formacion de compuestos 2-hidroxi-sustituidos, que a lo largo del proceso seran
mineralizados (Bamforth & Singleton, 2005).
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En la Figura 11., se muestra cuatro rutas metabdlicas diferentes, donde las rutas sefialadas
con lineas azules son rutas entre conectadas que finalizan al ingresar a la degradacion del
xileno. Algunas de las enzimas en esta ruta metabdlica cumplen funciones similares y por
ende finalizara en la obtencion de intermediarios que se agrupan en el Ciclo de Krebs,
Bertoni, et al. (1998), menciona que el xileno comparte dos rutas con el tolueno, estas
con denominadas como: tou y pTol, ya que las dos usan como intermediario el 3-
metilcatecol que sera transformado a piruvato acetaldehido, lo que demuestra la conexion
de dos de las rutas, tal como se observa en el diagrama presentado en la Figura 13. La
ruta de la mitad marcada de color azul perteneciente a la enzima tolueno dioxigenasa y
esta ligada como la ruta tod que se distingue por el complejo multienzimatico y lo destaca
de las demas rutas. En la Figura 11., se muestra inicialmente a la enzima 1.14.13.-, esta
enzima aun no se encuentra reportada en la base de datos de KEGG, aunque Kahng et al.
(2000), propone que esta ruta es llamada tbu y esta enzima corresponde a tolueno 3-
monooxigenasa, siendo la Unica enzima en participaren en la ruta, para formar el 3-

metilcatecol.

La ruta marcada de plomo y verde, corresponde a dos de las Ultimas rutas aerobias por la
cual se degrada el tolueno, esta iniciada con la enzima tolueno 4- monooxigenasa y el
tolueno metil monooxigenasa, que buscan la formacion de benzoato como intermediario,
la degradacion del benzoato tiene como resultado final la obtencion de productos que
ingresen al ciclo del citrato. Sentchillo et al. (2000), ha descrito esta rutas en el género
Pseudomonas y Alcaligenes eutrophus, demostrando que el proceso se lleva a cabo con
la introduccion de dos grupos hidroxilos, para producir la reaccion de hidroxilacion y

para la fision del anillo (Carmona & Diaz, 2005).

La Gltima ruta descrita en la Figura 11., marcada de color tomate es la ruta anaerobia, que
en muchas bacterias se ha demostrado que es eficaz al igual que las aerobias. Villarreal
et al. (2014), bajo su estudio de degradacion de hidrocarburos aromaticos, comprobé que
esta ruta puede ser llevada a cabo por un gran grupo de bacterias fermentativas, sulfato
reductoras, desnitrificantes y algunas metalogénicas. En base a la ruta metabdlica se
puede afirmar que existe una activacion inicial y posteriormente se logra obtener un
compuesto derivado de CoA y como producto final Benzil CoA, como el intermediario
central que serd degradado por la via de pimilica o adipica, obteniendo productos méas
simples como el acetil CoA.
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Figura 11

Rutas metabdlicas (aerobias y anaerobia) de la degradacion del tolueno.
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Nota. Se presenta la ruta anaerobia de degradacion (lineas cafés) y las rutas aerobias (lineas azul, verde,

amarillo y plomo). Modificado de la Base de Datos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html).

3.1.2. Filogenia de las enzimas

La filogenia ha sido una herramienta que aportado a innumerables avances a nivel de
investigacién y, por ende, para la comprension de la evolucién, bases de datos han puesto
al alcance de los investigadores varias herramientas para lograr este cometido. Gonzalez
(2016), afirma que el NCBI es una de las bases mas completas en la actualidad, creada
desde 1992 y su contenido publico incluye ADN, ARNm, ADNc, secuencias y datos

crudos, sin mencionar la informacidn de estructuras y material bibliografico de apoyo.

Las secuencias obtenidas de las enzimas, presentadas en la Tabla 2, corresponden a las
enzimas que se presentaron de rojo claro en las Figura 10. y Figura 11., tomadas en cuenta
por el hecho de iniciar los procesos de degradacion del tolueno y benceno, Aldabe (2011),

evidencia esta idea, pues estas enzimas poseen el sitio donde se unira el sustrato (sitio
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activo), para formar el complejo enzima -sustrato, una vez obtenida esta reaccion el

producto continuara a lo largo de la ruta metabdlica, como antes se ha mencionado.

Tabla 2
Enzimas seleccionas para el estudio
Enzima Cddigo NCBI Bacteria Ruta
metabdlica
Bencilsuccinato sintasa KG032693.1 Desulfobulbus sp. Tolueno
/Anaerobia
Tolueno 2-monooxigenasa ABF08210.1 Cupriavidus Tolueno

metallidurans

Tolueno dioxigenasa ABQ79011.1 Pseudomonas putida Tolueno
Tolueno 4- monooxigenasa AAA26001.1 Pseudomonas mendocina Tolueno
Tolueno metil- CACB86827.1 Pseudomonas putida Tolueno

monooxigenasa

Benceno 1,2-dioxigenasa WP_184065188.1 Sphingosinicella soli Benceno
Fenol 2-monooxigenasa SSR08645.1 Acinetobacter Benceno
nosocomialis

e BLAST y filogenia

El BLAST permite la identificacion de regiones comunes o de dominios que coincidan
con la secuencia problema (query), a través de un alineamiento con las secuencias
presentes dentro de la base de datos (target). Cada uno de los resultados obtenidos
variaban de porcentajes tal como se presenta en el resumen de Tabla 3., hecho que
demuestra que existe una gran cantidad de secuencias homologas a la de las proteinas
problemas, del presente estudio. El archivo de resultados BLAST arrojan varios datos,
entre ellos el E-value, por el cual sera ordenado los resultados, por ende, los nimeros mas
bajos se en contratan al final, Santamaria (2017), demuestra que el valor mas pequefio,
es tomado como un alineamiento significado, es decir, la coincidencia del query es alta
con respecto al target. No obstante, algunas veces los falsos positivos se pueden presentar,

debido a la existencia de proteinas homologas.
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Tabla 3
Resumen de los query cover obtenidos del BLAST

Enzima Intervalos Query cover (%)
Bencilsuccinato sintasa 75-100
Tolueno 2-monooxigenasa 94 -100
Tolueno dioxigenasa 81 -100
Tolueno 4- monooxigenasa 95-100
Tolueno metil-monooxigenasa 39 -100
Benceno 1,2-dioxigenasa 92 -100
Fenol 2-monooxigenasa 100

Santamaria (2017), menciona que se puede considerar como alineamientos perfectos a
los valores de 10%%, valores que generalmente se encuentran en la parte superior de los
resultados BLAST y son cercanos a cero, en caso de la Anexo 2., se tiene los primeros
valores inicialmente cercanos a este tipo en los primeros resultados, incluyendo una
secuencia del mismo nombre de la enzima (benceno 1,2-dioxigenasa), perteneciente a
Sphingorhabdus sp., con un query cover de 100%, donde el alineamiento muestra de
84/164 de aminoacidos, alineados completamente, tal como este resultado a lo largo del
Anexo 2, se observan varias coincidencias similares al ejemplo expuesto, estas
coincidencias se podria explicar por la variedad de bacterias existentes que son capaces

de degradar benceno y poseen la misma ruta metabdlica para este proceso.

El arbol filogenético, presentado en la Figura 12., muestra la relacion de las enzimas, a
través de la formacion de las ramificaciones, donde en primera instancia tenemos que el
benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), se encuentra al final y de donde parten las demas
ramificaciones, por tanto, esta es el ancestro mas lejano y comuin entre todas las demas
secuencias. De esta parten dos ramificaciones, la segunda ramificacion (de arriba hacia
abajo), debido a la distancia pequefia que presenta, demuestra que esta divergencia fue
mas pronta que el primer linaje (primera ramificacion). Del segundo linaje se presenta
dos ramificaciones mas que muestran que la evolucién de la enzima desde este punto fue

mucho mas rapida, esto puede ser debido a diferentes necesidades a las que hayan sido
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expuestas las bacterias a las que pertenece cada target, presentado en el arbol filogenético.
Es importante mencionar que se uso los resultados del BLAST con un query cover <95%,

para una comprension méas adecuada de la evolucion enzimatica.

Benceno 1,2-dioxigenasa, fue purificada por primera vez en 1973, definiendo que era un
enzima multicomponente formado por 4 proteinas y una de estas por dos subunidades,
donde el primer componente del complejo se trataba de una ferredoxina reductasa,
encargada de la transferencia de electrones. En la Figura 12., la enzima de cddigo
RYE48S15.1, pertenece a una proteina hipotética que posee una ramificacion sola en el
segundo linaje, definida por Crombie et al. (2018), esta enzima es capaz de degradar
isopreno, un gas producido por arbusto lefiosos en grandes cantidades, donde su unidad
principal es una isopropeno monooxigenasa funcional, que trabaja de manera similar a la
enzima benceno 1,2- monooxigenasa. El linaje que agrupa las benzoato 1,2-dioxigenasa,
son enzimas multicomponentes, parte de la familia de las oxidorreductasa que actiia como
donadores de electrones, a través de la incorporacién o reduccién del oxigeno molecular
(BRENDA:EC 1.14.12.10, n.d.), funciones similares a la que cumple la benceno 1,2-
dioxigenasa. Cowles et al. (2000), explico que el benzoato puede ser degradado,
adecuado con el regulador XylIS para inducir la expresion del operén meta, ruta codificada
por el plasmido TOL, encargado de la degradacion del tolueno. Por ende, la enzima
benceno 1,2-dioxigenasa, a divergido en el tiempo y ha conseguido adaptarse para las
necesidades de las diferentes bacterias y en la mayoria de los casos mantener su funcién.
Segun el analisis para: ART38369.1, WP_11448267.1 y WP_054735150, son enzimas

también se encuentran ligadas a la degradacion de hidrocarburos aromaticos.

Figura 12
Arbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Benceno 1,2-
dioxigenasa)
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WP_D4TI692851 benzoate 12-diaxy small suburit [Sphi sp Y57
RYE48515.1 hypothetical protein EOP24 06715 [Rhizobiales bacterium]

WP_126537176.1 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Aerosticca soli]

WP_114482671 1 nuclear transport factor 2 family protein [Extensimonas vulgaris]

RCX106711b 12-di beta iy ilate 1,2 desminating, d ylating) small subumit

— WP_096697584.1 nuclear ranspont factor 2 family protein [Polaromonas sp. AFR18D-145]

—— MBA4215573.1 benzoate 12-dioxy small subunit [ ]

WP_122277696.1 nuclear transpot factor 2 family protein [Psendoxanthomonas spadix]
HAC347541 TPA: benzoate 1.2 dioxy small suburit [G bacteria bacteritm]
NNIB6770.1 Snoallike domain-containing protein [My»o coccales bacterium]
WP_0953877471 benzene 1.2-dioxyg enase [Sphingopyxds sp. GW247-271B]

WP_(51735150.1 hypothetical protein [Sphingopyxis macrogoltabida]

MBD3732578.1 benzene 12-dioxygenase [Sphingopyxis sp]

NDC101401 benzene 12-dioxy genase [Oxalobacteraceas bacteriun]

MAAT3HE ] benzene 12-di ini bacteriuny]

v WP_184065188.1 b 1.2-dioxygenase [Sphingosinicella soli]

vulgaris]



El Anexo 3., corresponde a la enzima fenol 2-monooxigenasay los resultados del BLAST
obtenido muestra un solo valor de E-value de todas las secuencias, que es de 0.0, lo que
se considera como un alineamiento perfecto, esto se puede explicar por el tamafio de las
secuencias que conformaban los targets, pues son secuencias de lenght grandes y hay mas
posibilidades que el query, pueda conseguir tener un alineamiento perfecto en la mayoria

de los casos.

La construccion del arbol filogenético, se realiz6 tomando en cuenta todos los resultados
obtenidos del BLAST y se presenta en la Figura 13., donde se observa que todas las
ramificaciones derivan de la enzima cédigo WP_192454921.1, ubicada al final del arbol,
este se considera el ancestro comun de todos los demas targets en comparacion, esto
significa que hubo un momento en el tiempo que esta secuencia enzimatica sufrié cambios
hasta obtener los diferentes linajes que se produjeron, al inicio del arbol se observa la
separacidn de las ramificaciones en dos linajes completamente diferenciados pero con un
nombre igual, en bacterias de diferentes tipos, lo que lleva a deducir que existe una
relacion en comun, entre todos ellos. El ancestro en comdn es un componente proteico
especializado, presentes en la mayoria de enzimas encargadas de la degradacion de
hidrocarburos, es denominado ferredoxina, las enzimas con estas subunidades
pertenecientes a una misma familia y poseen la caracteristica de ser proteinas de hierro y
azufre, encargadas de la transferencia de electrones, en maltiples reacciones, en el afio de
1962 la primera enzima de este tipo fue purificada y afios mas tarde se conocié que el
grupo Fe-S, era capaz de captar y aceptar electrones (Rypniewski et al., 1991).

Se conoce que varias enzimas oxidoreductasas poseen este domino redox entre ellas la
fenol 2-monooxigenasa. Fukuyama et al. (1989), menciona que las ferredoxinas antes
de su actual clasificacion han sufrido multiples eventos en sus secuencias, pero
manteniendo regiones conservadas, entre estos cambios se encuentran: duplicacion,
transposicion y fusion de genes, lo que pudo haber causado su aparicion en multiples
proteinas y por tanto su aparicion en gran cantidad de organismos de diferentes especies.
Tal como se observa en la Figura 13. la divergencia de esta proteina, ha llevado a obtener
con el tiempo algunas de las oxigenasas de importancia dentro de la biorremediacion y la
fenol 2- monooxigenasa (amarillo), no es la excepcion, por eso se observa su aparicion
en una de las ramificaciones de primer linaje a partir del ancestro en comuin. También de
esta manera se logra comprender la relacion directa de cada uno de los targets presentes

en el arbol filogenetico.
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Figura 13

Arbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Fenol

monooxigenasa)

WP_LS1106732.1 P25 iron-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acieibaderseiferti]
WP_LH27H471.1 P25 fron-slfur chuster binding domain-centining protein [Acinebobadernosocomialis]
WE_LA7IST75.1 P25 iron-silfur chuster binding domain-containing protein [Acinebbaderaleivorans]
WP_LA7350L1 P25 iron-silfur chuster binding domain-containing protein [Acinebbaderaleivorans]
WP_L5174411 1 P25 fron-silfur chuster binding domain-centaining potein [Acineibadercalcoaceficns]
WP_031966455.1 P25 iron-suilfur cluster binding domain-conbiining protein [Acinebbadter bamami]
WP_L0300348.1 P25 iron-suifur cluster binding domain-conbiining protein [Acineibadter pitti]
WP_{45512973.1 P25 iron-suifur cluster binding domain-conbiining protein [Acineibadter pitti]
WP_075382604.1 P25 iron-suilfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineibadter pitti]
HCU39293.1 TRA: phenol hydrosy hse [Acinetobacter nosoco miali]

WP_L51522642 1 MULTISPECIES: ZFe-25 Ifur chuster binding domai i cin [

WP_192454971 1 IF .25 fvom-sulfur chster binding & I

WE_03199575 1 MULTISPECIES: TFe-25 ivon-sulfur chister binding d wtaining protein [ 3 I it i compley]
-~ WP_04357997 1 MULTISPECIES: TFe-25 ivor-sulfur chister binding domain-containing protein [Acinetobarter]
WE_0§7606502 1 MULTISPECIES: TFe-25 ivon-sulfur chister binding d wtaining protein [ 3 I it i compley]
WE_LSI761572.1 7Fe-25 iomsulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbaderseiferti]
WE_L01663773.1 7Fe-25 inom-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Arineinbacerpitti]
WE_LS1827333.1 7Fe-25 inom-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbacteroleivorars]
WE_ISL012906.1 7Fe-25 irom-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbaderseiferti]
WE_IHT75.1 7Fe-25 imomsulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbaderseiferti]
MPS5599651 2Fe-25 ivorrsulfur clusterbinding domainrcontaining protein [Acineis bacter sp
WE_LSI799315.1 7Fe-25 irom-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibacternosocomialis]
WE_L30121564.1 7Fe-25 iromsulfur cluster binding domain-conbiining protein [Arineinbacerpitti]
WE_H3193464 1 MULTISPECIES: ZFe-25 izon-sulfur chuster hinding domain-containing protein [Acinetobarter]
WE_LH733670.1 7Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbacteroleivorars]
WE_009320482 1 7F 25 inom-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibacter baumanni]
WE_032012066.1 MULTISPECIES: TFe-25 inon-sulfur chister binding d wtaining protein [ 3 I it i compley]
WE_LSI763515.1 7F 25 irom-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibacternosocomialis]
WE_032041269.1 MULTISPECIES: TFe-25 inon-sulfur chuster binding d wtaining protein [ 3 I it i compley]
WE_004793604 1 MULTISPECIES: ZFe-25 izon-sulfur chuster hinding domain-containing protein [Acinetobarter]
WE_I77165214 1 MULTISPECIES: ZFe-25 izon-sulfur chuster hinding domain-containing protein [Acinetobarter]
WE_LSIT24471 7Fe-25 inomsulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbaderseiferti]
WE_056495555.1 7F 25 inom-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbaderseiferti]
WE_ISL15466.1 7Fe-25 irom-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbaderseiferti]
WE_I77I62569.1 7F 25 inom-sulfur cluster binding domain-conbaining protein [Acinebacer genomosp. 33YU]
WE_D0D122053.1 7F 25 irom-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibacter bamanmi]
WE_125363026.1 7F 25 iro-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibacter baumanmi]
WE_1630495471 7F 25 inom-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibacter bamanmi]
WE_H7 399432 1 MULTISPECIES: ZFe-25 izon-sulfur chuster hinding domain-containing protein [Acinetobarter]
WE_225747%6.1 7F 25 inom-sulfur cluster binding domain-conbaining protein [Acineibacternosocomialis]
WE_032052680.1 MULTISPECIES: TFe-25 ivon-sulfur chister binding d wtaining protein [ 3 I it i compley]
WE_LS1633761.1 7Fe-25 irom-sulfur cluster binding domain-conbiining protein [Acineinbaderseiferti]
domain-confabing proteing 1
b chster binding domai ing p [ bacterpitti]
WE_130115633.1 2P 25 iron-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibader pitti]
WE_IRT0166.1 TF 5 it inding domai ing protein [ iferti]
WE_LIT97S77 1 FelS L chster binding doma ing protein [ L iferti]
WE_L7892531 1 2F 25 iron-sulfur cluster binding demain-containing protein [Acineiobadteraleivomms]
WP _I517215711 IF 25 imon-sulfur cluster binding domain-contuining protein [Acieibaderseifertij
WE_005070265.1 MULTISPECIES: TFe-25 iron-sulfur chuster binding d méaining protein [Acinetobacter]
WE_119683682 1 IF 25 iron-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibader pitti]
WE_L30173997.1 IF 25 ivon-sulfur cluster binding domain-contuining protein [Acineibaderpitti]
WE_105236504 1 TF 25 it inding domai ing protein [ p. AKBS16]
WP_ASHE1 Fe 25 L chster binding doma ing protein [ L iferti]
[T WE_03925067.1 2F 25 irom-sulfur cluster binding demain-coniining protein [Acineiobacter bammarni]
B ) VP0050%25.1 7Fe 25 s chsterbnding domair-<ortaining proten [Aciueisbadersp. NPHSZ]
WE_181011001 1 TF 25 L chster binding domai ing protein [ L iferti]
WE_05076915.1 IF 25 iron-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acineibader pitti]
WE_057105723.1 IF 25 iron-sulfur cluster binding domain-rontaining protein [Acineibagerlactucae]
WP_063095441 1 TF 25 it inding domai ing protein [ pitti]
WE_LL4159095.1 TF e 25 L chster binding doma ing protein [ bacterl wif
WE_017366341 MULTISPECIES: Fe-25 izon-sulfur chuster binding domain-containing protein [Arinetobacter]
WE_IRT566.1 FelS it inding domai ing protein [ pitti]
HBU71 TPA: phenol hydoylase [Adnelobartersp ]
WP_LNMDRR1Fe2S 1L binding domain-rontining protein [Acinewbacer seiferti]
WE_049063245 1 IF .25 imon-sulfur cluster binding domain-rontuining protein [Acieibaderseifertij
4 MULTISPECIES: TFe-25 iton-sulfur chaster binding méaining protein [Acinetobacter]
WE_000122032 1 MULTISPECIES: TFe-25 izon-sulfur chaster binding domain-containing protein [Arinetobacter]
WE_002163262 1 MULTISPECIES: Fe-25 imon-sulfur chister binding domain-containing protein [Arinetobacter]
WE_310THI 1 TFelS it inding domai ing protein [ wif
WP 55404141 TFe 25 L chster binding doma ing protein [ bacterl wif
WE_114259135 1 IF 25 iron-sulfur cluster binding demain-oniaining protein [Acineiobacter bammarni]
WE_U513274 1 IF 25 imon-sulfur cluster binding domain-rontuining protein [Acneinbacer bammarmi]
WE_014206216.1 P25 L chster binding domai ing protein [ bacterpitti]
— o WE_032004009.1 IF 25 iron-sulfur chuster binding domain-rontaining protein [Acinciobadersp. 1542444]
WE_089122673.1 IF 25 ivon-sulfur cluster binding domain-contuining protein [Acineiwbaderpitti]
WP_05706920.1 TF 25 it inding domai ing protein [ pitti]
WP_060030557.1 P e 25 L chster binding doma ing protein [ bacterpitti]
AXJ905441 phenal hyduoylase [ pitti]
HAVI69521 TPA: phenol hydmxy hse [Acinetobacter o s comiali]
! i ft le]
¢ -~ WE_07 393651 MULTISFECIES: TFe-25 P i ini inetol
‘SSRO3665.1 phencl 2 [Acinetot i
WE_LIR1%%8 1 2F e 2 mon-sultur cluster bmding !
WP_09757404 1 MULTISPECIES: TFe-25 ifur chnster binding domain-containing protein | comples]
WE_L049130721 F 25 iron-sulfrar chuster binding d i I Y I
- WP_151299452 1 ¥ 25 irom-sulfur chuster binding & I Y I
WE_0S707699%.1 F 25 iron-sulfur chuster binding d I bacterpitti]
0.003 5 WE08614182 1 Te25 imn-rulfr chuster binding & I pitti]
WE_100191535.1 7F 25 iron-sulfur chuster binding d ! ti]
WE_LSI70340:1 F 35 iron-sulfr inding d i I
WE_IHAB1 F 25 iron-sulfur chaster binding d i I Y 1 ]
7 WEP_167563885.1 7F 2 irom-sulfrar chuster binding d I Y
WE_063954424:1 7F 25 iron-sulfur chuster binding d I L ti]
WE_I7451390.1 MULTISFECIES: TFe-25 dfur cluster binding domai ining protein [Ac comples]
WE_D20421301 7F 35 iron-sulfr inding d i I p. 1578304]
WP_032063339:1 MULTISPECIES: TFe-25 dfnr clnster binding domain-containing protein [Acinetok ! /k compley
WP_086 304541 1 F .25 irom-sulfrar chuster binding & i I bacterpiti]
WE_0398505541 7F 25 iron-sulfur chuster binding domain-confaining protein [Acinciobacersp. 26659]



El Anexo 4., muestra los resultados obtenidos del BLAST de la enzima tolueno 2-
monooxigenasa, lo que muestra valores de E-value cercanos a cero, este BLAST no
presenta valores muy lejanos, lo que también es notable en el rango del query cover, que
se muestra en la Tabla 3., mientras pues el nimero de aminoacidos emparejados es mayor
a 172. Garcia (2007), manifiesta que la tolueno 2-monooxigenasa produce una adicién
de manera orto en el anillo aromético, mientras Harwood & Parales (1996), afirman que
este tipo de desestabilizacion también se presenta en la ruta de fenol, asi como en el
xileno, de manera que, al cumplir esta funcion similar se puede explicar su relacion con
fenol hidroxilasa. También es importante mencionar que los alineamientos del resultado
del BLAST, muestra que estos se dan en secuencias de lenght parcialmente grandes y

todas sefialan a un alineamiento de una region conservada de los targets.

Esta enzima es conocida como tolueno orto-monooxigenasa, sefialada con amarillo
dentro del arbol filogenético (Figura 14.), el ancestro en comun de las secuencias es una
subunidad de la enzima fenol hidroxilasa, de donde parte cada una de las demas
ramificaciones, al igual que los casos anteriores existe dos ramificaciones principales de
donde la primera pareciera independiente de la segunda, a pesar de tener el mismo
nombre, pudiendo ser por la enzima a la que pertenecen (fenol hidroxilasa). EI ancestro
en comun posee una regién conserva de la enzima fenol hidroxilasa (pfam04663) y fue
detectada en la propuesta de una ruta nueva de p-cloroanilina donde los genes
pcaKLMNOP, coinciden en 94% con los genes de fenol hidroxilasa (Liu et al., 2010).
En base a los resultados se puede deducir que la enzima tolueno orto-monooxigenasa, es
una subunidad, con secuencias conservadas de una de las subunidades de fenol

hidroxilasa y su evolucidn estaria asociado a esto.

Figura 14
Arbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno 2-
monooxigenasa)
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MEBE5837981 phenel hydroxgrlase subunit B4 [Erd 1 ]
WP _177136971 pherol hy droxglase subunit P4[Hydrwogenophaga sp. DIF1]

WP_066736850.1 pherol hydroxglase subumit P4 [Acidovera sp. CCHIZ-AS

WP_066256100.1 pherl hydroxglase subumit P4 [Hy drmgenophaga fava]

WP_133155609.1 pherol hy it P [y al

WP_166 mm.u\rcrnsnzc - p bumit P4

G WP-1084992581 pherel hydraxylase subnemit P4 [ Acidovors: 5. HMWFOLY

g3 WWP-IHI2477 | MULTISPECTES: pherol by drosglase sulbumst P4 [Buskdolderiales]

n ‘\T_L?S!Tﬂ!.Lp}Ernlhy&mo.yhge subunit P4 [Buskholdeia anthing]
WP_0660553521 pheril hy droxylase subunit P4[Hy drogenophaga cassostrear]

EWS64971 1 Phenol 2monooxygenase [Hydrogenophaga sp. T4]

PRO775561 phenel hydrosyl Y bacterivm HGW- bacterial3]

OGB340001 phenol hydroxylase [Brabholdesiales bactesivm RIFCSPLOWO2_02_FULL_§6_33]

KABTS25846.1 phmnlhydmo.;hu [Verminephibacter sp. Larva24]

WP_0118105271 phenol hyd bzt P4 [Verminephrol —
HAB25576211 phenol hydronylase m.xumlam-ﬁr bacterivm]
h‘l’m”’ﬂ.Lp}mnl ooy it P4, i
WP_§11301792 1 MULTISPECTES: p {bunit P4[C

WP_194514551 pherl hydroxglase subumit P4[Cupriavidus sp. BIST]

WP_12430357:1 pherol hydroxylase subumit P4 [Ralstonia picketti]

— WP_1325578271 phenol hydrosylase subumit P4 [Ralstonia picketi]

WP_452027671 pheral hydroxglaze sublnn{]’«lrﬂuﬂdnldmusrbadmm 26

WP_092972726.1 phenol hy dstomia sp. NFACCO]

WP_D ”mJHLLp}Ernlhy&mo.ylue subunit P4 [Ideonella sp. BSIS-1]

WP_15112519%1 pherol hy droxylase [Ideonella dechloratars]

WP_035204578.1 pherol hydroxylase mbumn[xm}nlm xm—onm]

WP 1043568741 pheral hydrox] it P4[Schl

WP_L327651251 phenol hy droxylase subuzit P4[Schlegelella thermodepolymerars]

WP_662668541 pherol by it P4 [y pallezoni]

WP_LI79213511 pherol it BAT =p. 7FB]

WP_1731320501 pherel hydroxglase [Aquincalasp. 53]

WP_159369152 1 pherol hydroxylase [Hydmgenophagasp. 5 JaJ]

WP_L19157413.1 pherol it P4 diphilum]

tw_).anmml.p}gmlhymlmmbummn_zpmmmh]a]

AEFGSZlﬂl 1 X o P4 protein (tol P4 (protein belongs to CMGI-2) [Cupriavidus metalliduransi]
— WP_123872366.1 MULTISPECTES: phenol hydroxylase subunit P4 [Pandorass]

WP_(1516093.1 MULTISPECTES: phenel hydrosglase sulumit P4 [Buskholderiales]

005932151 phenol hydrosylase [Comamonas sp. SCN 65-56]

i CTU80852.1 phenol bydwscylase [Bmkholderiales bacterim §6.5]

EWS65905.1 Phenel 2menooxygenase [Hrdrogencphaga sp. T4]

F\TJHL‘!D'?L{lph‘rnlhrdﬂm;lueaubuxni]’lﬂ’amdno.mhmmsapadn]

NADILE LT phenol hydinxylase [Rhodoferaxsp ]

5 5 OOBR26651 phenal hydroxylase [Burkheldeviales bacierinm RIPOXYDI2 FULL 58.19]

OGESL2151 pherol hydrosylase [Buwlholderiale: bacterinm RIFOXYCL?_FULL_§0_§]

WP_1611240611 phenol hy drosylase [Malikia spinosa]

WP_1149693251 phenol hydroylase sulbunit P4 [Rhodoferaxsp. OTTI]

WP_1796333951 phenol hydrosylaze ubumit P4[Sphacmtiba mentrms]

ODV06650-1 phencl hydimxplase Rulbrivivaxsp. SCN 7-15]

OYLRITILL phenal by dionylase [Buskbolderiales bacterin PHES]

TAM38008.1 pheneol hydroxylase [Buskhelderi

WP_123383641 phenol hydrosylase subumnit P4 [Leptothaix cholodnii]

MBA61069.1 phenol hy drosylase [Comamonadaceas bacterimm]

WP_0030666511 MULTISPECTES: p it PA[C

WP_0454621971 MULTISPECIES: p it P4[C

WP_{163664247 1 phenol hy drosglase subumnit P4 [Comamonas thisosxy dare]

WP_057092687-1 phenol hy drosylase subumit P4 [Comamonas thicoxy dams]

WP_1796265251 phenol hydrosylase subumit P4 [Comamonas sp_ BQIED]

WE_0570320021 phenol hydroayl it PA[C

WP_149356726:1 phenol hy droxylaze sulbunit P4[Comameonas testostarmni]

WP_027014350:1 phenol it PA[C posti]

WP_1660684451 phenol hy droxylase [Dizphombacter sp. HOW4B]

WP_1663001341 pherol hydroxylaze [Disphembacter :p. HOW4A]

WP_L§7595605.1 phenol it P2 [

WP_1830175151 phenol hy drosglase subumnit P4 [Delftiasp TMESS]

WP_0264340621 phenol hy droxylaze subumit P4[Acidovoras sp. JHL9]

WP_0926992971 phenal hrdroxylase sulbumit P4 [Aridoverasx m k]

WP_155473570:1 phenol it PA[C phosphat]

WE_0869110171 phenol hydrosyl it P4 [Aridoy Linersi

WP_569262521 phe'nnlhyﬂﬂ».yl:;egubumt]’l[mdm'ummmu]

WP_027994679:1 phenol hyd 1

WE_L0§ 4571551 phmlhram.;lmmbumm[ implicispira s

WEP_1191082741 phenol
WP_113934707 1 MULTISPEC - P it P4
WP_0914566651 phmhymlmmbumm[anbmn amualus]
WE_L19014785.1 phenol
WP_245355551 MULTISPEC - P it P4 [C d
WE_0473502211 phenol hydronylase sulbunit P4 [Diaphorobacter sp. J551]
WP_09309705L1 phenol hy drosy bumit P2 [Acido

WP_{106.397644 1 phenol b kol d

WE_0392223551 phenol hydroayl i dhold 1
WP_L113114541 phenol hydrosylase subumit P4 [Burk holderia multiverans]
WP_096500774:1 MULTISPECTES: p it P [Buskchol desia]
o l\T_LEﬁWTLLp}Ennlhydrm;l:geauhmt]ll[ﬂruﬂd‘nldml anthing]

-~ - WP_175715525:1 pheral cholderia anthing]
WP_175551591 phenol hydrosylase subumit P4 [Burdhol deria anthina]

WP _151087159'1 pherol hydrosylase [Buskholderia diffusa]
WP_1758162501 phenol hydrosylase subumit P4 [Burkholderia diffnsa]
WP_035710715.1 phenol hydrosglase. Auh.\mt]ll[ﬁruﬂd‘nldml ;p lig3a]
WP_091997236.1 phenal by
WP_1241505741 phenal by
WP_017773557.1 phenal by
WP_042301705.1 phenal by
WP_023210916.1 phenol hydroayl
WP _2250247: Lp}ﬂnl}\ydnujlisesubuxnﬂ'lD’iri‘:uﬂdm]dmlhdul]
WP_0314045551 phenol hydrosylase subunit P4 [Thiomenas sp. FB-Cd]
55 WP ISH1617801 pherol hydrosylase subumit P4{Thicmemas delicets]

— WP_L13457432 1 pheral hydrosglaze subumit P4 [Thicmenas 5. X19]

5 WP_1439031541 pherul hydrasglase [Tepidimonas themanm]
WP_14435030.1 phenal hydrosylase [Tepidimonas aquatics]

ACNE29571 phenel hydrosylase subunit [Dizphorcbacker sp. PCADSI]

0016
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T
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En la Anexo 5., perteneciente a los resultados obtenidos del BLAST de la enzima tolueno
metil- monooxigenasa (Amarillo), tenemos los 19 primeros resultados, con un E-value de
valores corresponden a 0.0, de manera que se puede decir que son alineamientos
completamente significativos. En este BLAST, la mayoria de las coincidencias en el
alineamiento se da con xileno monooxigenasa, hecho que puede ser basado en la

afirmacion de Buhler et al. (2002), quien menciona que esta enzima es capaz de catalizar

43



la oxidacion del grupo metilo del tolueno y xileno, tal como se hablé anteriormente este
es uno de los pasos principales para la degradacion el tolueno, también se puede afirmar
esto debido que la subunidad 1 de esta enzima es trascrita por el gen xylM, el mismo que
transcribe la enzima tolueno metil-monooxigenasa, de esta manera se puede explicar el

alineamiento de secuencias con la xileno monooxigenasa.

El arbol filogenético, presentado en la Figura 15., se usé los resultados BLAST con un
query cover < 95%, todas las ramificaciones de las secuencias obtenidas parten del
ancestro en comun, siendo una enzima alcano 1-monooxigenasa, esta enzima esta
integrado por un alcano hidroxilasa y una cadena de transferencia de electrones con dos
proteinas: rubredoxina y una reductasa que se encarga de la transferencia de electrones
hacia la alcano hidroxilasa para la degradacién de alcanos (Van Beilen et al., 2003), se
podria decir que la coincidencia del BLAST con tolueno metil- monooxigenasa es debido
a la presencia de la reductasa, también presente en esta enzima, la divergencia de estas
pudo haber sucedido y la regién conservada ser la reductasa que en ambas enzimas

cumple la misma funcion.

Figura 15
Arbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno metil-
monooxigenasa)

T WP_066762532.1 MULTISPECIES: alkane 1-monooxygenase [Sphingomonadales]
0.06 Qﬂ.l}ﬂl GGD53854.1 hypothetical protein GCM10010989_30030 [Croceicoccus pelagius]
BACG5444.1 putative oxygenase comp
0T WP_084671674.1 fatty acid desaturase [Sporichthya polymorpha]
0.15 0101 056 HAC34013.1 TP A: xylene monooxygenase [Gammaproteobacteria bacterium]
0.275 00 ART?38853.1 H54 [uncultured bacterium]

CC09629.1 alkane hydroxylase, partial [uncultured bacterium]
CC096293.1 alkane hydroxylase, partial [uncultured bacterium]
CC096294.1 alkane hydroxylase, partial [uncultured bacterium|
5 BAH10793.1 xylene ygenase, partial fancultured bacterium]
BAHI10788.1 xylene ygenase, partial funcultured bacterium]
CAC86827.1 xyIM (plasmid) [Pseudomonas putida]
AKU47736.1 Tol, partial [BTEX-degrading bacterinm enrichment culture]
AKU47738.1 Tol, partial [BTEX-degrading bacterinm enrichment culture]
AKU47735.1 Tol, partial [BTEX-degrading bacterium enrichment culture]
WP_103098543.1 alkane 1 ygenase [Novosphingobium guangzh

t of xylene ygenase [Sphi assp. P2

5

0.159

0.014

0.064

En el Anexo 6., presenta los resultados del BLAST obtenidos de la enzima tolueno 4-
monooxigenasa (amarillo), tal como se observa en la Tabla 4., los valores de query cover,
poseen un rango muy ~100%, debido que el alineamiento del query es muy alta a las
secuencias targets, probablemente por el lenght de la secuencia problema. Mientras que
porcentaje de identidad no es menor a ~50.00, lo que demuestra que la similitud entre las
secuencias es muy alta. La enzima tolueno 4-moonoxigenasa es una enzima ferredoxina,

que logra el traspaso de electrones por el centro Rieske [2Fe-2S] (Acheson et al., 2014).
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En la Figura 16., al inicio del arbol se observa dos ramificaciones, en donde la primera se
encuentra sola en la parte superior del arbol y corresponde a un dominio de Rieske [2Fe-
2S] con el codigo WP_024536901.1, mientras que el ancestro comin coincide con el
mismo dominio perteneciente a un organismo diferente, este con el codigo
WP_1832266329, ubicado al final del arbol, se puede decir que estas dos ramificaciones
comparten un ancestro mas cercano entre si. A pesar de esto en el segundo linaje podemos
distinguir mas divergencia, entre el resto de targets, en donde en una de las

ramificaciones, se encuentra la enzima problema (tolueno 4-monooxigenasa).

La divergencia entre los targets en el segundo linaje, probablemente se deba a los
resultados del BLAST, pues estos corresponden en la mayoria al domino Rieske [2Fe-
2S], que sabemos es un componente de la enzima tolueno 4-monooxigenasa, enzima que
se caracteriza por poseer este dominio en el componente llamado ferredoxina, razones
con las cuales podemos denotar que la secuencia conservada pertenece a este dominio y
a través del tiempo se ha mantenido parcialmente en los diferentes organismos y ha
evolucionado, sufriendo cambios necesarios, segun la necesidad de la enzima y por tanto
del organismo en donde esté presente. La tolueno 4- monooxigenasa, es una de las
enzimas que esta presente en diferentes organismos, por la versatilidad enzimatica y sus
maultiples interacciones proteicas y debido a su ferredoxina de tipo Rieske, puede poseer

varias secuencias homélogas entre si, tal como se presenta en la Figura 17.

Figura 16
Arbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno 4-
monooxigenasa)
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WP_0M4536001 1 Rieske Fe-25 d ining protein [C badia]

s WP_127805773.1 MULTISPECTES: Rieske JFe-25 d i in i d
1Rieske Fe-25 d i b L 1
0.109 oom THOZ300L 2Fe-25 ferredoxin bacteria bacterivm HGW- barteria]
o0 EWS63927.1 Tol 1 g vstem protein C [Hyd 3} T4
T WP-159585641 Rieske ZFe-25 d ining protein | 1 Tuclasti
(X o TAMBENT1Fe2S &mamnplmbuﬂdmldmup]
CE WP_L13580011 1 Rieske 7F &25 d : it pwrtun
[ T WVP-DMI0160.1 Rieske Fe 25 d protein [anthol p126]
BT TXG58341 2Fe-25 fi doocin [T} irobiales b itm]
WP_125030262 1 Rieske F £-25 domain-cortaining protein [Solimonas soli]
TAMIDSST 12Fe-25 fenredoxin [Sinobacteraceas bacterinm]
0032 RTLSL3011 2Fe 25 ferredoxin [Rbo docyclaceae bacterium]
WP 1941562159 1 Rieske F &-25 domain-cortaining protein [Thiomonas delicats]
WP_{T11523416 1 Rieske 7F 25 domain-wontaining protein [Methy Ebitm petroleiphilu]
TER10082 1 2Fe-25 fenredosin [Rugosibacter sp.]
0.007 AJP451571 2Fe-25 £ doc it ]
TBRI5L89:1 Fe-25 ferredoxin [Ruynﬂ: actersp.]
AJP482561 2Fe-25 farre 1
PROS1I51 IFe-25 ferve doi bacteria bacterivm HGW- bactesia-L]]
WP_039516237 1 Rieske 7F 25 d ining protein [Pol leot L
TXIL36311 2Fe-25 ferve doscin [Polymaclech ldrrsp ]
T ® WP 108855475 1 Fieske Fe25 d protein [Sphingobiom sp. SCG-]
WP _I756513.1 Rieske 7F e-25 d ining protein [Sphingobium phenoxybenzoativorans]
WP_L09907357.1 Rieske IF 25 domain-containing protein [Zavaminia sp. HR-AS]
WP _L09923375.1 Rieske F &-25 domain-containing protein [Zavaminia compransoris]
WP_L19782385.1 Rieske IF 25 domain-containing protein [Oleomonas sp. KIW22B-5]
HECD35051 TPA: 2Fe-25 ferze doscin [Acidimiciobiales bacterd
WP_0247742251 Rieske 2F 25 domain-cortaining protein [Arcobacter cibarius]
RLAG0L29.1 2Fe-25 fenedoxin [Epsik L ia kb fnm]
RLA4508.1 Fe25 fenedon bacteria bacterinm]
MSRL3719.] XFe-25 dood 1. iak
RNLI7AVLL 2Fe-25 fi doocin [Z1 hania sp. DSW23-10]
[T WP_(27554529.1 Rieske 7F e-25 d ining protein | E litorale]
MEBET00443.1 XFe-25 dosdn [Ox 111, 1 |
n_m{ sp| Q455 2 | TMOC_PSEME RecName Full=Tol 1 5 vriem ferzed
e pdb|1VME| A Chain A, Toluene—4moncoxygenae _g'stm Protein C
pdb|4PIB| H Chain | Tol : 5 ¥ ferredaxin subunit
_‘-;ﬁgpdblm.clnc}.mu'r Tnene—+ 5 yrtem Ferredoxin subumit
AAA2600L1 tok: + d do dna]
AJOGS01TL d d sp. \ﬂwul]
HIFSL¥721 TPA: "1’:—"' ferre doscin [Thichichace as bacteriom]
WP_126513270.1 Fieske Fe25 d i ing protein ! inok salarims]
WP_123709963.1 Rieske Fe-25 d i ing protein 1 d i
WP_041055999.1 Rieske Fe-25 d i ing protein [Thiclapillue b; d ]
HFB 639341 TPA: 2Fe-25 faredoxin [Ammd:lu 'b:rhnum]
— HHJ5513.1TPA: Fe25 femred ]
HIES6215.1 TPA XFe-25 dood 1. iak i
HGGH 3646 1 TPA: 2Fe25 ferredosd 1. iak i
25 dommi h e
ﬁ’,{ WP_020932856.1 MULTISPECTES: Rieske ZFe-25 <

HIFI7209:1 TPA: 2Fe-25 ferredonin [Creloclastions mp.]
OURSS71112Fe25 ferredoxin [Cydodahm » #.92.Teq]
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PCI662351 2Fe-25 4, donci ]

HIGA09.1 TPA: ZFe25 femredoin [Orcloclastions sp.]

KXJ46357.1 2Fe-25 ferredonin [Cyclclastions sp. Phe_15]

MLAVIOS66.1 2F ¢-25 ferredonin [Cyclochstions sp.]

HEINGT194 1 TPA: 2Fe25 ferredoadn mmnpmbamap]

MBR737S.12Fe-25 feredoxin [Rh il

WP_152164930:1 Rieske 2F 25 domain-cortaining ptMan[D:gmﬂl:q: X20W]
WP_I72317405.1 Rieske 2F &25 domai ing protein [Farabudkhold 1N]

WP_90439241 1 MULTISPECTES: Rieske 2Fe-25 domai ining protein [Pseud
QCT24445.1 TmoC [Fsendomeonas oleovorans]
WP_111516030:1 MULTISPECTES: Rieske 2Fe-25 domai i in [Burkholderi

WP_023594116.1 MULTISPECTES: Rieske 2Fe-25 dom:mmtnnmgpmimnﬂ’mdm:u]
WP_0620353941 MULTISPECTES: Rieske 2Fe-25 domai in [Burkholderi

WP_114969366.1 Rieske 2F 25 domain-cortaining protein [Rhodofer sp. OTUL]
WP_14159709:1 Rieske 2F e25 domai ing protein [Frendosant spadis]
EWS63369.1 Toluene+ 5 ystem protein C [Hrd: ik T4
NAM252821 Rieske 2Fe-25 domai ining protein [Glacii 3p]
NAM14499.1 Rieske 2Fe25 domai ining protein [Rhodofe ]
WP_L17609062 1 Rieske 2F &25 domai ing protein [Dechl sp. HYNI2S]
WP_111239542 1 Rieske 2F e25 domai ing protein [Dechl

TXT26376:1 tol r00E vstem feredoxin subuni Rhodocyclaceae ]

NTV70324.1 Rieske 2Fe-25 domai ining protein [A 1
WP_16925415 1 Rieske F 25 domai ing protein [ 1 :
WP_121428521 1 Rieske 2F 25 domain-containing protein [Azoarcus sp. DNLI]
WP _L69146905.1 Rieske 2F 25 domain-containing protein [Zoogloea sp. G-4-1-14]
KAB 29658431 Rieske 2Fe-25 domaim-containing pMm [Zoogloeasp]
TXEI439061 2Fe-25 ferre dosin [Budkhald

WP_153167082.1 Rieske 2F 25 domain-containing protein muum sp. 241
WP_79436286 | Rieske IF &-25 domain-cortaining protein [Zoogloea sp. LCSB7SI]
RTLB5051 2Fe25 feredonin [Rhe docyelaceas bacterium]

WP_023450504.1 Rieske JF -5 domain-cortzining probein [Thiothrix lacustri]
QLQS079.1 Fieske 2Fe25 domaim-containing protein [Thisthrix sp. ]
WP_007106091 Rieske 2F 25 d ining protein [Thiothais mivea]

W _L35160045.1 Rieske ZF 25 domar-mtaining protein [Zoogloea sp. 101]

WP_O7SL1934 1 Rieske 2P e25 d protein [cl inceae backerium 2141 T.STED Sc01a]

TNGS34561 2Fe-25 fermedoxin [Zoo gloea ®l

WP_I67737L15.1 Rieske 2F 25 d protein [Novesphingol hthal
WP_I2805791 1 Rieske 2F 225 d ining protein [Tepidiphilus sp. JLO]
NTV11340.1 Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Zocgloeasp]

WP_L4L015168.1 Rieske 2Fe-25 domain-cortaining protein [Azemes sp. DO4]
PROSTIIST 2F d bacteritm 1]
WP_H294094 1 Rieske 2F 25 dmmx\wrlm protein [Thavera sp. 2

KAB 29155321 Rieske Fe-25 domai P [Dechl ap]
WP_165309256 1 Rieske 2F e-25 d protein [Thavera phenol
WP_§04264362 1 Rieske 2F ¢-25 domain-cortaining protein [Thaera sp. 63]
PROS6H4L IFe25 farvedh ia barterivm HGW- 1
PRO9567.L 2F clooc ia barteriim HOW- ]

29
WP_1832663791 Rieske JF &-25 domain-cortzining protein [Acidecella momatica]

El Anexo 7., corresponde a la enzima tolueno dioxigenasa (amarillo), enzima muy eficaz

en el proceso de degradacion de tolueno. Los resultados obtenidos del BLAST son
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similares entre ellos en la mayoria de los casos, donde los E-values, son cercanos a cero
y se tiene un alineamiento casi completo con las secuencias targets, tal como en casos
anteriores se creo6 un arbol filogenético para la compresion del origen de esta enzima, por
ende, la evolucion de esta a través del tiempo, esta enzima segun Yuan Lin et al. (2012),
posee tres componentes principales entre ellos la reductasa, ferredoxidina (tipo Rieske) y
la dioxigenasa. Para esto se ha usado los resultados con un query cover < 95%, de donde
los resultados presentados en la Figura 17., muestran que el ancestro en comun
(WP_1777134592.1), es una enzima multicomponente denominada 3- fenilpropionato
dioxigenasa, capaz de degradar fenilpropanoato, que forma parte del metabolismo de
compuestos aromaticos, al igual que la tolueno dioxigenasa, en la mayoria de las
divergencias en las demas ramificaciones coincide los resultados, pues cada uno de los
targets, poseen un ferredoxina, secuencias que pueden ser conservadas parcialmente, en
el tiempo, asi también se puede mencionar que las dos primeras relaciones de ancestro

en comun son de enzimas similares.

La divergencia de la enzima tolueno dioxigenasa (amarillo), con su ancestro en comdn se
puede considerar algo lejana pues esta posee ancestros mas cercanos con respecto a la
enzima AAG09409.1, por ende, esta enzima llego a evolucionar a través del tiempo y
mantiene parte de su secuencia conservada de su ancestro en comun, se podria decir que

es basado en la presencia de la ferredoxina.

Figura 17
Arbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno dioxigenasa)
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WP_056270858.1 3-phenylpropionate/dnnamic acid dioxygenase subunit beta [Hydrogenophaga sp. Root209]

EW565518.1 Biphenyl dioxyg subunit beta [Hydrogenophaga sp. T4
WP_166628067.1 3-phenylpropionate/cdnnamic acdd dioxygenase subunit beta [Streptomyces sp. GCA(]
AABO77511 terminal dioxygenase, small subunit [Rhodococeus sp. M5]
WP_149135065.1 3-phenylpropionate/dnnamic acd dioxygenase subunit beta [Cupriar idus campinensis]
ABQ790111 Toluene dioxy genase [Pseudomonas putida F1]
AAGISL09.1 toluene dmxvgena;e from-sulfur protein TobC?, partial [Pseudomonas putida]
SKB98415.1 chlorob 5 small subunit/} ftohene dioxygenase beta subunit [Sphingopysis flaval
EQB187501 hxﬁpﬂt}\eh(alpmtﬂmRLDS_ﬂ 167 [Sphingobium lactosutens DS20)

wlpropionate ic acid dioxygenase subunit beta [Sphingomonadacead]
WP_037520251.1 3-P}|eny|pmp|:matq'annamlc acid dioxygenase subunit beta [Sphingomonas sp. Ant20]
WP_1551875541 3-phenylpropionate/dnnamic acid dioxygenase suburit beta [Sphingobium sp. CAP]
WP_120201052.1 MUL TISPECTES: icring hydiosylating dioxyg: subunit beta [Sphingomonadaceas]
- WP_DG2316352.1 mhc«rmg«]wdmxvlatmg diosyg enase subunit beta [Novosphingobium sp. CCH12-A3]
WP_112073753.1 ic-ring hydroxyl dlnfxvga\ase subunit beta [Hyphomonas sp. GMSF]

WP_045600447.1 MULTISPECIES: ic-ring-hydroxylating dioxyg subunit beta [Hyphomonas]

WP_051607913.1 aromatic ring hydrosylating dioxygenase subunit beta [Hyphomonas sp. L 531-40]
WP_062342048.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Novosphingo bium sp. CCHI2-A3]

OURS9370.1b 12-dioxyg: [Cycloclasticus sp. 44 32 T64
EXJ49850.1 benzene 12-dioxyg enase [Cvdoclashcus sp- Phe_lS]
00 WP_015006589.1 MULTISPECIES: 3-phenylprop o ic acid dioxyg: subunit beta [Cycloclasticus]
WP_016390586.1 MULTISPECIES: 3-phenylpropi o ic acid dioxyg subunit beta [Cycloclasticus]
MAV299571b 12-dioxyg: [Cycloclasticus sp.]
PCIT0L75.1 berzene L2-dioxygenase [Piscricketisiaceae bacterium]
0.0 _- PHS73428.1 benzene l,Z-dmxvgemse [Cyclodlasticus sp.]
— HIGT8950.1 TPA: 3 phenylprop efcirmamic acid dioxyg subunit beta [Cycloclasticus sp.]
WP_0841547 3-phenvlpmpu:mata‘mumc acid dioxygenase subunit beta [Polycyclovorans algicola]
WP_01746 3-phenylpropionate/cdnnamic acid dioxygenase subunit beta [Dyella ginsengisoli]
WP_161124081.1 MULTISPECIES: 3-phenylprop efcirmamic acid dioxyg subunit beta [C 1 ]
WP_152965112.1 MULTISPECIES: 3-phenylpropi gfcirmamic acid dioxyg subunit beta [Burkholderiales]
— WP_144244009.1 3-phenylpmph:mata(dxmamic acid dioxygenase subunit beta [Comamonas testosteroni]

0;1 PNGBE3976.1 bph A2 bphE Biphenyl dioxyg subunit beta [Ps putida]

WP_102886224.1 3-phenvlpmpu:mata(mmanuc acid dioxygenase subunit beta [Fseudomonas putida]
0.061 WERCTIEL L inghanylpnsg e wid. A Ks\lum!th.ﬁhﬂ.’uul’h&ddmm?a&h;ctm‘wl

sp | Q52439.1 | BPHAZ PSES1 RecName: Full=Biphenyl dioxy genase subunit beta: F iphenyl 2, 3-dioxyg

e AFUH68EL.1 biphenyl dioxy genase beta subunn'BphA2 [Acidovorax sp. KK5102]
WP_043566691L.1 MULTISPECIES: 3-pherylprop gfcirmamic acid dioxyg: subunit beta [Burkholderiales]
g7 WP_1144522041 3-phenylprop efcinnamic acid dioxyg! subunit beta [Extensimonas vulgaris]
RC‘(IIBU-lenp}\mle"‘ dioxyg: beta subunit [E: i vulgaris]
sp | Q46373.1 | BPHE_COMTE R ecName: Full=Biphenyl dioxygenase subunit beta; AliName: Full=Biphenyl 2.3-dioxygenase
ODU96956.1 benzene 1.2- dmgmase [Bordetella sp. SCN 65-11]
“‘P_ﬂlB'SZ?lB 1 3-phenylprop efcinnamic acid dioxyg! subunit beta [Pseudomonas putida]
ACNE2350.1 blpl\eml FE small subunit [Pseud putida B6-2]

03 AAKITE21 terminal dioxy genase small subunit [Pseudomonas sp. Cam-1]

77777 ACF20635.1 biphenyl dioxy genase subunit beta [Achromob acter sp. BP3]
007 .{I WP_035827513.1 3-phenylpropionate/dnnamic acid dioxygenase subunit beta [Cupriavidus sp. SK4]
----- AFC89813.1 biphenyl 2.3-dioxy genase small subumit [Cupriaridus sp. SK4]

————————— ABE37053.1 Bipheny] 2.3 dioxygensse small subunit (BphA2) [Parsburkholdaria senov orans LB400]
WP_040123616.1 MULTISPECIES: 3 phenylpropionate ic arid dioxyg: subunit beta [Burkholderiaceae]

————— . WP_052093722.1 MULTISPECIES: 3 phenylpropionate ic acid dioxyg: subunit beta [Pseud ]
! pEjonena biphenyl dlmgemsebetz suburit Peudomonas abictaniptila]
------------------- WP_003451003.1 MULTISPECTES: 3-phenylprop irmamic acid dioxyg subunit beta [Pseud ]
5— WP_050400051.1 3-phenylpropi cimpmic add di vE cubumit beta [Psendomonas asruginosa]
-5~ BBIOL4171 bip}\myl dioxygerase beta subunit [Pseudomonas asruginosal
-- ADD?25152.1 biphenyl 2 3-dioxys small subumit [Pseud alealiphila JAB1]
---- AAAI57141 dioxy genase [Psendomonas furakaw i)
WP_177134592.1 3-phenylpropi dinnamic acid dioxyg subunit beta [Hydrogenophaga sp. D2P1]

El ultimo BLAST, es presentado en el Anexo 7., perteneciente de la enzima
Bencilsuccinato sintasa, perteneciente a la ruta anaerobia en la degradacion del tolueno,
los E-values de los targets son cercanos a cero y los valores de query over, son porcentajes
de alineamientos altos (Tabla 3.). la Bencilsuccinato sintasa, es una enzima encargada de
adicion del fumarato al grupo metilo del tolueno, es activada por el cofactor de flavina,
posee tres subunidades a, B y y. Leuthner et al.(1998)., menciona que la proteina glicil
radical, posee las mismas tres subunidades y comparten homologia, con la
bencilsuccinato sintasa, asi como, el opero que regula y ordena los cuatro genes que
codifican la proteina activadora, son los mismos en las dos enzimas y su transcripcion

son inducidas por tolueno, de esta manera se explicaria su alineamiento.
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¢ Filogenia enzimatica por hidrocarburo

e Benceno

En el Anexo 9., se presenta un arbol filogenético de la agrupacion de las dos enzimas
presentes en la degradacion de benceno, esta construccion se dio tomando en cuenta los
resultados obtenidos del BLAST de las dos enzimas. Se puede observar que existe un
ancestro en comun que conecta todas los linajes, este corresponde al dominio de unién de
hierro-azufre [2Fe -2S], con el cddigo WP_192454921.1, anteriormente se ha explicado
este mismo dominio como ancestro en comdn de fenol 2-monoooxigenasa (Figura 14.),
que contiene 2Fe -S, en su componente ferredoxina y en la Anexo 9., coincide en el arbol

como el ancestro en comun de los targets agrupados.

Se observa en el Anexo 9., que la enzima benceno 1,2-dioxigenasa, se encuentra alejada
de la fenol 2-monooxigenasa, lo que muestra que la evolucion de esta enzima para cumplir
su funcion actualmente conocida, se dio tiempo después de la fenol 2-monooxigenasa, y
actualmente mantienen un parentesco parcial en sus secuencias aminoacidicas. La enzima
fenol 2-monooxigenasa se presenta en las primeras ramificaciones del ancestro en comun,
mientras que la benceno 1,2-monooxigenasa se encuentra mucho mas arriba en el arbol,
lo que da a entender que esta enzima se especializo6 a través del paso del tiempo, quizas
por necesidad del organismo y hasta hoy mantiene parte de la funcionalidad conferida por
el ancestro en comun. El resto de targets se agruparon de manera que se encuentran cerca
de las enzimas problemas, como se muestra en los arboles filogenéticos individuales
(Figura 13. y Figura 14.).

Las regiones conservadas para que estas dos enzimas, al ser parte de dominio Rieske
[2Fe- 2S], puede conferirles la capacidad de degradar benceno, debido que la presencia
de metales dentro del sitio activo, juega un papel fundamental en el traspaso de electrones,
asi como también es importante mencionar que estas dos enzimas son parte de la familia
de oxidoreductasas, encargadas del ingreso del oxigeno hacia el anillo aromatico. Los
géneros de Shingomonas, Pseudomonas, Erythrorobacter, Pseudoxanthomonas y
Acinetobacter, son algunos de los ejemplos de bacterias que se encuentran dentro del
arbol filogenético como resultados del BLAST y se conoce son bacterias capaces de

degradar hidrocarburos no solo aromaticos también alifaticos saturados e insaturados.

e Tolueno
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Para comprende la evolucion de las enzimas degradadoras de tolueno, a través de la
filogenia, se presenta un arbol filogenético general (Anexo 10.), construido con todos los
resultados del BLAST anteriormente expuestos, el Anexo 10., presenta en los resultados
que la secuencia aminoacidica perteneciente a WP_188473370.1 correspondiente a la
subunidad de la enzima fenol hidroxilasa, es el ancestro comun de las enzimas elegidas
para el presente estudio (Tabla 3.), esta subunidad es la encargada de catabolizar el fenol
y posee entre sus capacidades la catalisis de muchos derivados aromaticos que se
encuentran metilados, al igual que las enzimas de estudio es dependiente de O, y de
cofactores como FAD e iones metalicos que ayuden en el proceso de activacion del
oxigeno, para el traspaso de electrones (Naranjo, 2017). Esta codificado por el gen dmpO
también conocido como pheA5 y al igual que las enzimas del estudio. El arbol
filogenético conecta todas las enzimas de estudio con el ancestro en comdn, mientras que
los linajes que parten de esta a través del tiempo muestran conexion entre los ancestros
de cada enzima. El Anexo 10., muestra que la evolucion de tolueno 2-monooxigenasa con
tolueno metil-monooxigenasa, estdn conectadas por ancestros en comin mucho mas
cercanos que las otras enzimas, por los cual se puede decir que existe conservacion de las
secuencias. Se puede deducir que la evolucion de tolueno 2-monooxigenasa es similar al
tolueno 4-monooxigensa, a lo que en posteriores analisis se esperaria que estas dos
enzimas muestren similitud estructural. La enzima tolueno dioxigenasa posee mas
afinidad evolutiva con la enzima tolueno 4-monooxigenasa, a comparacion de las demas

enzimas, pues tal como se observa en el arbol filogénico, poseen ancestros mas cercanos.

Cada una de las ramificaciones muestran que los resultados de los BLAST, se ven
agrupados dentro de grupos similares. Debido que cada una de los targets, se han
analizado anteriormente, a pesar de estar conectadas filogenéticamente por ancestros en
comdn, cada enzima junto con su ancestro mas lejano obtenidos de los arboles
filogenéticos individuales, se colocan en familias diferentes. La conexion del ancestro en
comun, demuestra que existen secuencias conservadas, y por tanto, las bacterias de donde
son recuperadas las secuencias aminoacidicas, poseerian un parezco similar entre ellas,
por ello a pesar de la evolucion en el tiempo algunas especies bacterianas de géneros
como: Burkholderiales, Pseudomonas, Shingmonadales, Thiomonas y Alcaligenaceae,
degradan hidrocarburos de todo tipo y poseen enzimas con funciones similares, pero

diferentes parcialmente.
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3.1.3. Andlisis estructural

Para el analisis estructural, se selecciond 5 enzimas de las rutas metabdlicas, teniendo en
cuenta la importancia de estas dentro de la degradacion del tolueno y benceno, se
presentan en la Tabla 4., estas enzimas son fundamentales para el inicio de las rutas
metabolicas y que el hidrocarburo pueda seguir su proceso de degradacion, pues se

encargan de la desestabilizacion del anillo y asi lograr su posterior ruptura.

Tabla 4
Enzimas escogidas para los andlisis estructurales
Nombre Cédigo (PDB) Organismo al que Ruta
Enzima pertenece metabdlica
Benceno 1,2- 3EN1 Pseudomona putida Benceno
dioxigenasa
Fenol 2- 1PNO Cutaneotrichosporom Benceno
monooxigenasa cutaneum
Tolueno 2- 3ub2 Pseudomona stutzeri Tolueno

monooxigenasa

Tolueno 4- 4P1C Pseudomona Tolueno
monooxigenasa mendocina
Tolueno 4EMJ Pseudomona putida Tolueno
dioxigenasa
Figura 18

Estructuras 3D y sitio activo de las enzimas: Benceno 1,2-dioxigenasa y Fenol 2-
monooxigenasa.
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Nota: Representacion de los aminoacidos que rodean el sitio activo de las enzimas degradadoras de
benceno, a) Enzima Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), con los residuos de aminoacidos color rojo (F216,
H222, 1324 y F366), moléculas de Fe naranja, S de color amarillo oscuro y estructuras de PE3 y MBN de
color morado claro (Friemann et al., 2009). b) Enzima Fenol 2-monooxigenasa (celeste), residuos de color
morado (R123, E171, D172, G186, R189, Q405 y P406), moléculas de CI (verde) y FAD (celeste y azul
oscuro) (Enroth, 2003).

En la Figura 18., se muestra los residuos del sitio activo, de las enzimas de Benceno 1,2-
dioxigenasa y Fenol 2-monooxigenasa, el igual que anteriores enzimas estas perteneces a
la familia de oxidoreductasas y sus sitios activos son regiones hidrofobicas que facilitan
la interaccion sustrato-enzima. Estas dos enzimas pertenecen a las rutas con las que se
pueden degradar benceno, se conoce que principalmente que la enzima fenol 2-
monooxigenasa, también se encuentra en la ruta de la degradacion del fenol, conocida
como fenol hidroxilasa y posee la funcidn del primer paso de la degradacién de este

compuesto.

Figura 19
Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Benceno 1,2-dioxigenasa y Fenol 2-
monooxigenasa.

Nota: Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), Fenol 2-monooxigenasa (celeste). a) Visualizacion del

alineamiento de las enzimas y de los sitios activos de las dos enzimas.

Estas enzimas, tal como se observa en la Figura 19., se produjo un alineamiento que

muestra que las enzimas, no son muy similares entre ellas, incluso los sitios activos se
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encuentran separados entre si y con las secuencias se comprob0 no existe alineamiento
en los residuos cercanos al sitio activo. El valor obtenido del RMSD corresponde a
23.137, lo que considera un valor alto, a comparacion de las demas alineaciones, antes
presentadas, esta desviacion demuestra que el alineamiento sucedié en regiones
especificas. En los resultados cuantitativos, mostro una alineacion de 324 atomos de un
matriz de 604 *652, demostrando asi la falta de similitud de las enzimas, pues las cadenas
de residuos aminoacidicos de las dos enzimas son extensas. A pesar de estos resultados,
se sabe gue estas dos enzimas son capaces de cumplir una misma funcion y es importante
mencionar que a pesar de pertenecer a la misma familia enzimatica, la benceno 1,2-
dioxigenasa es un enzima de Fe no hemilico de tipo Rieske, como la enzima tolueno
dioxigenasa y se encuentra compuesta por tres componentes: una reductasa, ferredoxina
y un dioxigenasa (Friemann et al., 2009), mientras que la fenol 2-monooxigenasa, se
conoce que forma parte de una de las subunidades de fenol hidroxilasa, se caracteriza por
ser dependiente de FAD, como se observa en la Figura 18., y los residuos del sitio activo
seran los encargados del movimiento del FAD para el primer paso de la degradacién de
benceno (Enroth, 2003).

Figura 20
Estructuras 3D vy sitio activo de las enzimas: Tolueno 2-monooxigenasa, Tolueno
dioxigenasa y Tolueno 4-monooxigenasa
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Nota: Representacion de los aminoacidos que rodean el sitio activo de las enzimas degradadoras de tolueno,
a) Enzima Tolueno 2-monooxigenasa (verde), con los residuos de aminoacidos morado claro (T201, N202,
F205, Q228 y E231), moléculas de Fe naranja, Zn de morado y esferas de color azul claro moléculas de Xe
(McCormick & Lippard, 2011). b) Enzima Tolueno dioxigenasa (celeste), residuos de color rojo (P44,
K48, L153, 1154, E157, R181, G238, E290 y W320), moléculas de Fe (tomate) y S (amarillo oscuro) (Yuan
Lin et al., 2012). ¢) Enzima Tolueno 4-monooxigenasa (amarillo), residuos de color azul oscuro (E134,
H137, E197, T201, N202, E228, E231 y A265), Fe de naranja y S de amarillo oscuro (Acheson et al.,
2014).

La Figura 20., muestra cada uno de los sitios activos de las enzimas elegidas para el
analisis estructural del presenten estudio (Tabla 4.), con respecto a degradacion del
tolueno, a diferencia de las enzimas analizadas para los arboles filogenéticos, la estructura
3D de la enzima tolueno metil-monooxigenasa, no existe aun, por lo cual se anulé en esta
parte del estudio. Los sitios activos de cada una de las enzimas se encuentran en regiones
hidrofobicas, formando bolsas de este tipo conjunto, con los residuos de aminoacidos que
participaran en la interaccion del sustrato, en donde observa también existe la interaccion
de metales, para la reaccion catalitica. Ramirez (2014), afirma que todos estos elementos
en conjunto, facilitan el rompimiento y formacion de nuevos enlaces, por ende, la

reaccion catalitica que se debe llevara a cabo en este sitio.

Figura 21
Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno 2-monooxigenasa y Tolueno
dioxigenasa.

Nota: Tolueno 2-monooxigenasa (verde) y Tolueno dioxigenasa (celeste). a) Visualizacidn de los sitios

activos de las dos enzimas. b) Visualizacién del alineamiento de las enzimas.
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La Figura 21 (b)., muestra el alineamiento estructural de dos del enzima: tolueno 2-
monooxigenasa (fenol hidroxilasa) vs tolueno dioxigenasa, participantes en la
degradacion de tolueno, observando las iméagenes se obtuvo que estas enzimas, no son
tan similares estructuralmente, debido que su alineacién fue parcial, de manera que tal
como se dedujo en el arbol filogenético (Figura 14.) estas mantienen algo de las
secuencias conservadas a partir de su ancestro en comun, pero no poseen una cercania
filogenética en la evolucion, por ende, el alineamiento obtenido posiblemente se deba a
su ancestro en comun. Entre los resultados obtenidos, se presenta el RMSD (desviacion
de la media cuadratica), corresponde a un valor de 20.272, en un alineamiento de residuos
de 930 vs 512, correspondiente a cada estructura, este valor nos muestra que la
divergencia de las moléculas es alta, debido a que los pares de residuos alineados son 136
atomos. En la Figura 31(a), se puede observar que los sitios activos no coinciden, a pesar
de ubicarse cerca, por ende, la homologia estructural es muy lejanas y las conservaciones
de secuencias no se dieron en residuos del sitio activo, lo cual fue comprobado en el

alineamiento de Pymol.

A pesar de que las dos estructuras alineadas pertenecen al género de Pseudomonas, de
especies especificas como se muestran en la Tabla 4., y corresponden a las enzimas
oxidoreductasas con cavidades hidrofobicas para acoplamiento del sustrato, no se logré
un alineamiento completo. La Tolueno 2-monooxigenasa, es una enzima que posee una
subunidad funcional que se encarga de transformar los hidrocarburos a alcoholes, aunque
posee la capacidad de transformalos en epoxidos, segun la necesidad del microorganismo,
esta clase de enzimas poseen un centro diiron, el cual se encarga del transporte del
oxigeno al sitio activo, para lograr la reaccion catalitica, necesario para el inicio de
catabolismo, es importante mencionar que le sitio activo se encuentra a 12 A de la
superficie de la enzima. Al igual que la enzima anterior la tolueno dioxigenasa es una
enzima que consta de 3 componentes principales: una reductasa, ferredoxina (tipo Rieske)
y una dioxigenasa (Yuan Lin et al., 2012), este mismo autor menciona que el traspaso
de electrones sucede mucho mas rapido, debido a que esta maneja dos oxigenos, en vez
de uno solo como las monooxigenasas y de esta amanera se evita la produccion de
reacciones secundarias no deseables. Estas razones pueden ser las principales por lo cual
la diferenciacién de las enzimas, pero que en cierta manera logran cumplir una funcion

para un mismo objetivo de degradar tolueno.
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Figura 22
Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno 2-monooxigenasa y Tolueno 4-
monooxigenasa.

Nota: Tolueno 2-monooxigenasa (verde) y Tolueno 4-monooxigenasa (amarillo). a) Visualizacién del

alineamiento de las enzimas. b) Visualizacion de los sitios activos de las dos enzimas.

En la Figura 22., se presenta el alineamiento la enzima Tolueno 2-monooxigenasa con la
enzima Tolueno 4-monooxigenasa y tal como se ha expuesto anteriormente en el arbol
filogenético (Figura 16.), se puede comprobar que estas dos enzimas son capaces de
superponerse casi completamente, debido en primera instancia son enzimas
oxidoreductasas y poseen una funcion similar, con la diferencia que producen la
desestabilizacion del anillo en diferentes posiciones, razon que explicaria su similitud.
Estas dos enzimas al igual que en caso anterior pertenecen al género Pseudomonas (Tabla
4.), bacterias muy capaces de degradar tolueno con gran eficiencia y se caracterizan por
poseer un sitio activo, con un elemento metalico, en este caso, el hierro no hemilico, asi
como poseen también un centro diiron que es encargado de reaccionar con el O para
formar el epdxido. Tal como se observa en la Figura 22 (b)., los residuos del centro activo
se encuentran alineados entre estos coinciden 4 de los residuos (T201, N202, Q228 y
E231), marcados también en la linea de secuencias, presentada en la Figura 22 (b). El
valor de RMDS, corresponde a 2.914, lo que permite entender que el alineamiento fue
casi completo, en una matriz de 930 *980 pares de residuos, es importante mencionar que
se alinearon 835 atomos, dando, asi como resultado que las dos enzimas son
estructuralmente homélogas, teniendo en cuenta que algunos pares de residuos no

lograron alinearse. Hojas alfa y beta se observan alineadas y el valor de RMSD lo
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confirman. La enzima tolueno 4 — monooxigenasa, se diferencia, por el sitio activo de
tipo Rieske [2Fe-2S] /mononuclear, tal como muestra en la Figura 22 (a)., donde el hierro

mononuclear es también coincidente en la enzima tolueno 2-monooxigenasa.

Figura 23
Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno dioxigenasa y Tolueno 4-
monooxigenasa

Nota: Tolueno dioxigenasa (celeste) y Tolueno 4-monooxigenasa (amarillo). a) Visualizacion del
alineamiento de las enzimas. b) Visualizacion de los sitios activos de las dos enzimas.

La Figura 23., muestra el alineamiento de las enzimas tolueno dioxigenasa y tolueno 4-
monooxigenasa, obteniendo un alineamiento minimo, pues estas dos enzimas son
diferentes en la mayoria de sus estructuras, a pesar de que esta dos se caractericen por
poseer un centro Rieske [Fe-S], estas moléculas no lograron un alineamiento y tal como
se observa los centros activos se encuentra en diferentes posiciones y muy alejados. El
valor de RDMS obtenido corresponde a 28.621, lo que es un valor alto a comparacion de
los anteriores analisis, demostrando cuantitativamente que el alineamiento se dio en pocos
pares de residuos, donde este nimero corresponde a 190 atomos, en una matriz de
512*988 pares. También podemos ver que las moléculas de los metales estan cercanas,
pero no se alinean de ninguna manera de tal, podemos decir que estas ayudan a la funcion

de las enzimas, pero no son tan similares estructuralmente.
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Figura 24
Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno 2-monooxigenasa, Tolueno
dioxigenasa y Tolueno 4-monooxigenasa.

Nota: Tolueno 2-monooxigenasa (verde), Tolueno dioxigenasa (celeste) y Tolueno 4-monooxigenasa
(amarillo). a) Visualizacion del alineamiento de las enzimas. b) Visualizacion de los sitios activos de las

tres enzimas.

Tal como se reporta en la Figura 24., se observa que las tres figuras alineadas la méas
diferente corresponde a la tolueno dioxigenasa, de manera que se podria deducir que a
pesar de cumplir funciones similares de activacion y transporte de oxigeno hacia la
estructura del tolueno, para lograr la desestabilizacion este y participar en la misma ruta,
las estructuras se diferencian, la principal razon podria deberse a que la tolueno
dioxigenasa segin Yuan Lin et al. (2012), posee los tres componentes y por ende puede
existir diferente arreglos de los residuos conservados, con esto definir como una razon de
la diferencia con las otras dos enzimas (tolueno 2-monooxigenasa y tolueno 4-
monooxigenasa), es importante mencionar que como estas tres estructuras pertenecen a
un mismo género: Pseudomonas. Se menciona a lo largo del trabajo, que la enzima
dioxigenasa cumple la oxigenacion con la adicion de dos atomos de oxigeno, mientras
que cada enzima con los centros metalicos, coordinan la transferencia de electrones desde

el centro Rieske, hacia el Fe mononuclear no hémico.
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Figura 25
Alineamiento estructural de las enzimas degradadoras de benceno y tolueno.

Nota: Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), Fenol 2-monooxigenasa (celeste), Tolueno 2-monooxigenasa

(verde claro), Tolueno dioxigenasa (plomo) y Tolueno 4-monooxigenasa (naranja). a) Visualizacién del
alineamiento de las enzimas Tolueno dioxigenasa (plomo) y Tolueno 4-monooxigenasa (naranja). b)
Visualizacion del alineamiento de las enzimas Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo) y Tolueno 4-
monooxigenasa (naranja). ¢) Visualizacion del alineamiento de las enzimas Benceno 1,2-dioxigenasa
(amarillo) y Tolueno 2-monooxigenasa (verde claro). d) Visualizacion del alineamiento de las enzimas
Tolueno 2-monooxigenasa (verde claro) y Fenol 2-monooxigenasa (celeste). €) Visualizacion del

alineamiento de las enzimas Fenol 2-monooxigenasa (celeste) y Tolueno 4-monooxigenasa (naranja). f)
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Visualizacion del alineamiento de las enzimas Fenol 2-monooxigenasa (celeste) y Tolueno dioxigenasa

(plomo).

Tabla 5
Resumen de los resultados del alineamiento de las enzimas de la ruta de degradacion
tolueno y benceno.

Alineamiento RMSD Atomos
(Codigo alineados
Figura 23.)
a 19.2006 113
b 9.175 41
c 25.318 334
d 30.741 369
e 34.791 428
f 15.006 100

En la Figura 25., se muestra los alineamientos de las enzimas que participan tanto en la
degradacién de tolueno como en el benceno respectivamente, logrando comparar cada
una de las estructuras, de donde como resumen cuantitativo del anlisis se obtuvo la Tabla
5., donde muestra que el valor mas bajo es de la Figura 25 (b)., el cual demuestra que las
enzimas poseen un alineamiento méas notorio que los demas analisis presentados, a pesar
de esto no se obtuvo alineamientos de los residuos del sitio activo. Como se analizado
anteriormente todas las enzimas son de tipo oxidoreductasas, pero los valores al alinearse
son altos, lo que lleva a demostrar que poseen secuencias similares entre si de manera
minima, por ende, a pesar de encontrarse en rutas metabdlicas diferentes estas mantiene
secuencias conservadas que contribuye a su estructura actual, estas enzimas comparten
caracteristicas y mantienen una funcionalidad muy comun entre ellas lo que explicaria

que los resultados de los alineamientos a pesar de no ser muy optimistas, si existen.
3.2.Verificacién de la hipotesis

Los estudios bioinformaticos de las bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las
enzimas presentes en la rutas metabdlicas del tolueno y benceno, se realizaron con éxito

por lo tanto la hipotesis alternativa “Los estudios bioinformaticos (Metaanalisis,
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Filogenia y Analisis estructural) de las bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las
enzimas (monooxigenasas, dioxigenasas) presentes en las rutas metabdlicas tolueno y
benceno, poseen relacién evolutiva, por tanto, es posible la similaridad estructural entre

estas” se aceptan y se rechaza la hipotesis nula.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Se analiz6 bioinforméaticamente las bacterias con capacidad de degradacion de
hidrocarburos y su mecanismo metabolico, mediante tres estudios (metaanalisis,
filogenia y alineamiento estructural); encontrando que varias bacterias son
capaces de degradar todo tipo de hidrocarburos (alifaticos saturados e insaturados
y aromaticos), debido a sus sistemas metabdlicos que les permite transformar los
hidrocarburos a compuestos méas simples, sin sufrir acumulaciéon dentro de su
organismo.

Se elabor6 una revision sistematica y extensiva de las bacterias, el metabolismo y
enzimas implicadas en la degradacion de hidrocarburos, obteniendo que existen
varias rutas metabdlicas alternativas en la degradacion de hidrocarburos, que
depende del hidrocarburo, asi como del organismo que lleva a cabo el proceso de
degradacidn, en donde varias enzimas juegan un papel fundamental en ruptura de
las cadenas carbonadas, asi como la ruptura de anillos en caso de los
hidrocarburos aromaéticos; donde las principales enzimas implicadas son las
oxigenasas.

Se identificd el origen metabdlico de las enzimas dioxigenasas y monooxigenasas
que degradan tolueno y benceno, realizando un analisis filogenético de 7 enzimas
en total de donde 5 enzimas son parte de las rutas del tolueno y 2 de las rutas del
benceno, para esto se construy6 un arbol filogenético con los resultados de un
BLAST, de cada enzima, mediante alineacion de secuencias aminoacidicas,
obtenido asi los ancestros de cada andlisis individual de las enzimas y la relacion
filogenética entre si, obteniendo que todas poseen un ancestro en comun.

Se establecio6 un analisis estructural de 5 enzimas monooxigenasas y dioxigenasas
presentes en las rutas metabdlicas del tolueno y benceno, a través de un
alineamiento estructural, usando el programa PyMOL; demostrando que existen
similitudes parciales basadas en las comparaciones estructurales de las secuencias
aminoacidicas, asi como de los residuos del sitio activo; por ende, se obtiene que
existe conservacion de secuencias entre las enzimas, por ende, se encuentran

relacionadas entre si, teniendo en algunos casos mayor relacion estructural.
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4.2. Recomendaciones

Realizar estudios in vitro, de las 5 enzimas analizadas estructuralmente, para
obtener enzimas con mayor efectividad y capacidad, en la degradacién de
hidrocarburos, a través de la biologia sintética.

Realizar mas estudio enfocados al funcionamiento de las enzimas en otros tipos

de hidrocarburos y su evolucion a través del tiempo.
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ANEXOS
Anexo 1. Resumen de bacterias degradadoras de hidrocarburos

ESPECIE

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas luteola
Sphingomonas paucimobilis
Pseudomonas fluorescens
Arthrobacter sp.
Burkholderia sp.
Methylosinus trichosporium
Novosphingobium aromati
Rhodococcus sp.
Bacillus subtilis
Alcaligenes sp.
Acinetobacter Ilwoffi
Corynebacterium sp.
Kocuria roseus
Brevibacterium aurantiacum
Aeromicrobium sp.
Mycobacterium sp.
Gordonia terrae
Aeromicrobium erythreum
Gordonia hydrophobica
Burkholderia thailandensis
tzia sp.
Brevibacterium sp.
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas alcaligenes
Staphylococcus epidermidi:
Staphylococcus aureus
Aeromonas sp.
Glutamicibacter mysorens
Bacillus atrophaeus
Bacillus megaterium
Bacillus pumilus
Brevibacillus chosl
Brevundimonas vesicularis
Burkholderia cepacia
Halomonas aquamarina
Rothia kristinae
Kocuria varians
Kurthia gibsonii
Lysobacter enzymogenes
Microbacterium liquefaciens

Micrococcus lylae
Ochrobactrum anthropi

Photobacterium sp.
Photobacterium angustum
Pseudoalteromonas nigrifaciens
Pseudomonas putida
Psychrobacter inmobilis
Rhodobacter sp
Shewamella putrefaciens
Sphingopyxis macrogoltabida
Staphylococcus hominis
Achromobacter xylosoxidans
Vibrio diazotrophicus
Vibrio fischeri
Zobellia uliginosa
Planococcus sp.
Ralstonia sp.
Alteromonas sp.
Klebsiella sp.
Chromobacterium sp.
Pseudomonas oryzihabitans
Enterobacter cloacae

us brevis
Bacillus cereus
Serratia sp.
Raoultella sp.
Citrobacter sp.
Agrobacterium sp.
Sporosarcina sp.
Azospirillum brasilense
Azospirillum lipoferum
Rhodococcus erythropolis
Achromobacter xylosoxidans
Brevundimonas diminuta
Marinomonas sp.
Azotobacter sp.
Flavobacteriaceae str.
Labrys monachus
Pseudoxanthomonas mexicana
Sphingomonas sp.
Alcaligenes defragrans
Acinetobacter bouvet
Defluvibacter lusatiensis
Klebsiella oxytoca
Raoultella terrigena
Burkholderia sp.
Cellulosimicrobium cellulans
Aeromona sp.
Nocardia sp.
Flavobacterium sp.
Lysinibacillus sphaericus
Brevundimonas diminuta
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas oleovorans
Bacillus smithii
Bacillus sphaericus
Serratia rubidae
Spirillum sp.
Xanthomonas sp.
Bacillus licheniformis
Microbacterium testaceum
Desulfatibacillum aliphaticivorans
Desulfatiferula olefinivorans
Thauera aromatica
Magnetospirillum spp.
Burkholderia xenovorans

0s y aromaticos
Alifaticos saturados
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos saturados e insaturados
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Aromaticos
Allifaticos saturados
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Allifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Alifaticos insaturados
Alifaticos y aroméaticos
Al 0s y aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Aromaticos
Allifaticos saturados
Alifaticos saturados y aromaticos
Allifaticos saturados e insaturados
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Allifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
lifaticos y aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Aromaticos
Allfallcos y aromaticos

Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Allifaticos saturados
Alifaticos y aromaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos y aroméaticos
Alifaticos y aroméaticos
Allifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos y aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Aromaticos

Alifaticos saturados y aromaticos
Alifaticos saturados y aromaticos
Ali

ifaticos saturados e insaturados

os saturados e insaturados
Aromaticos
Aromaticos
Aromaticos

Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Anaerobio
Gram + / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio

Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio

Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Anaerobio

Gram - / Anaerobio-Aerobio

PR YA
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio

Gram - / Anaerobio

Gram - / Anaerobio
Gram - / Aerobio

Gram - / Anaerobio
Gram + / Aerobio

Gram + / Anaerobio- Aerobio

Gram - / Anaerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio

Gram + / Anaerobio- Aerobio

Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio

Gram + / Anaerobio- Aerobio

Gram - / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram + / Anaerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Aerobio
Gram + / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Aerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Aerobio

Gram + / Anaerobio- Aerobio

Gram - / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Anaerobio
Gram - / Aerobio

HIDROCRABURO METABOLIZADO TINCION/METABOLISMO CITA
Al

(Ruiz et al., 2013)

(Garcia & Aguirre, 2014)

(Chaillan et al., 2004)

(Bracho et al., 2005)

(Pucci et al., 2010)

(Narvaezet al., 2008)

(Reyes et al., 2018)

(LLanco & Reategui, 2018)
(Roger & Teresinha, 2020)

(Hermandez et al., 2003)
(Severo et al., 2015)

(Acufia et al., 2010)

(Vifas, 2005)

(Napoles et al., 2019)

(Naranjo, 2017)

(Maposita et al., 2011)

(Cevallos & Nifo, 2014)
(Grossi et al., 2008)

(Arbelli, 2009)
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Anexo 2. Resultados del BLAST de la enzima Benceno 1,2-dioxigenasa

Description

benzene 1,2-dioxygenase [Sphingesinicella soli]

nuclear transport factor 2 family protein [Sphingobium sp. TB-6]
nuclear transport factor 2 family protein [Sphingopyxis...

nuclear transport factor 2 family protein [Sphingopyxis sp. H@5@]

MULTISPECIES: nuclear transport factor 2 family protein...
MULTISPECIES: nuclear transport factor 2 family protein...
benzene 1,2-dioxygenase [Sphingorhabdus sp. YGSMI21]
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...

benzene 1,2-dioxygenase [Novosphingobium sp. SCH 66-18]
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...

benzene 1,2-dioxygenase [Hyphomonas sp. BRH_c22]

benzene 1,2-dioxygenase [Alphaprotecbacteria bacterium]
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...
MULTISPECIES: nuclear transport factor 2 family protein...
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
putative toluene/benzoate dioxygenase small subunit...

benzene 1,2-dioxygenase [Erythrobacter atlanticus]

phenylpropionate dioxygenase small subunit [uncultured bacteri...

hypothetical protein EOP24_86715 [Rhizobiales bacterium]
benzene 1,2-dioxygenase [Rugosibacter sp.]

benzene 1,2-dioxygenase [Rugosibacter aromaticivorans]

nuclear transport factor 2 family protein [Parvibaculum..
benzene 1,2-dioxygenase [Rugosibacter sp.]

small subunit of phenylpropicnate dioxygenase [uncultured...
nuclear transport factor 2 family protein [Burkholderia sp. Bk]
hypothetical protein DIS23_1664@ [Paraburkholderia fungorum]
E168 [uncultured bacterium]

benzene 1.2-dioxveenase [Rusosibacter so.1

benzene 1,2-dicxygenase [Rugosibacter aromaticivorans]
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...

G238 [uncultured bacterium]

MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...

benzene 1,2-dioxygenase [Oxalobacteraceaes bacterium]
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Poclaromonas sp.]
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase, beta subunit...
benzene 1,2-dioxygenase [Sphingopyxis sp. GW247-27LEB]
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit...
benzene 1,2-dioxygenase [MNovosphingobium sp. TW-4]

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Gammaproteobacteria...
benzene 1,2-dioxygenase [Rugosibacter sp.]
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta...

B287 [uncultured bacterium]

benzene 1,2-dioxygenase [Salinisphaeraceae bacterium]
Snoal-1like domain-containing protein [Myxococcales bacterium]
benzene 1,2-dioxygenase [Salinisphaeraceae bacterium]

TPA: benzene 1,2-dioxygenase [Alphaprotecbacteria bacterium]

aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [&erostic...

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Polaromonas glacialis]
benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Poclaromonas...

G118 [uncultured bacterium]

F417 [uncultured bacterium]

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Azohydromonas lata]
L63 [uncultured bacterium]

TPA: benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Gammaprotecbacter...

nuclear transport factor 2 family protein [Pseudomonas.. .
benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Sphingomonas sp. ¥57]
chlorobenzoate 1,2-dioxygenase subunit beta [uncultured...

D296 [uncultured bacterium]

nuclear transport factor 2 family protein [Pseudoxanthomonas...
benzoate/toluate 1,2-dioxygenase beta subunit/anthranilate...
nuclear transport factor 2 family protein [Immundisolibacter...

nuclear transport factor 2 family protein [Extensimonas wvulgaris]

F155 [uncultured bacterium]
benzoate 1,2-dioxygenase s=mall subunit [Kocuria marina]
hypothetical protein [Gammaprotecbacteria bacterium]

hypothetical protein A3J24_@3485 [Deltaprotecbacteria bacteriu...

MULTISPECIES: benzoate 1,2-dioxygenase small subunit...
B138 [uncultured bacterium]

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Kocuria indica]
benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Burkholderiales...

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Psychrobacter piechaudii]
nuclear transport factor 2 family protein [Immundisolibacter sp.]

C454 [uncultured bacterium]

benzene 1,2-dioxygenase [Hoeflea sp.]

nuclear transport factor 2 family protein [Polaromonas sp....
benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Aquabacterium olei]
benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Azohydromonas sp....

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Pseudomonas sp. ANT_H12B]

nuclear transport factor 2 family protein [Immundisolibacter...
MULTISPECIES: benzoate 1,2-dioxygenase small subunit...

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Kocuria indica]

benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Flavobacterium viscosus]

Max
Score
337
272
i7@
169
169
168
162
159
157
157
156
156
156
155
155
155
154
154
153
152
152
152
151
149
149
149
148
148
148
147
147
147
147

148
144

143
143
143
143
143
142
142
142
142
142
142
14@
148
139
139
139
139
139
139
139
138
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
136
137
136
136
136
136
136
136
135
135
136
135
135
135
135
136
135
135
134
134
134
134
134
134

74

Total Query

E
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337
272
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169
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168
162
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143
143
143
143
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142
142
142
142
142
1l4a
148
139
139
139
139
139
139
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138
137
137
137
137
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137
137
137
136
137
136
136
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135
135
136
135
135
135
135
136
135
135
134
134
134
134
134
134

lee%
lee%
1e8%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
a7%
lee%
97%
lee%
lee%
lee%
160%
lee%
92%
160%
lee%
lee%
160%
lee%
95%
100%
92%
97%
a7%
lee%
97%
100%
96%
96%
a5%

96%
95%

188%
95%
leak
108%
180%
93%
leak
92%
168%
93%
leak
leak
96%
96%
188%
leak
92%
92%
95%
leak
93%
leak
168%
98%
98%
4%
188%
94%
188%
92%
98%
98%
95%
92%
98%
92%
98%
99%
leak
leak
188%
98%
99%
4%
93%
98%
95%
laas
92%
94%
94%
93%
97%
92%
99%
97%

4e-117
3e-91
9e-51
le-58
2e-58
4e-58
Ge-48
2e-46
Be-46
Se-46
2e-45
2e-45
3e-45
4e-45
Se-45
Ge-45
Se-45
le-44
2e-44
Se-44
le-43
2e-43
2e-43
le-42
2e-42
2e-42
2e-42
Se-42
de-42
7e-42
le-41
le-41
le-41
2e-41
2e-48
2e-48
Je-48
de-48
4e-48
de-48
de-48
6e-48
Te-48
Te-48
8e-48
ge-48
3e-39
3e-39
6e-39
1le-38
le-38
le-38
le-38
le-38
2e-38
2e-38
de-38
4e-38
4e-38
Se-38
Se-38
6e-38
6e-38
Te-38
Te-38
Te-38
9e-38
le-37
le-37
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le-37
le-37
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2e-37
2e-37
2e-37
2e-37
2e-37
3e-37
3e-37
3e-37
4e-37
S5e-37
S5e-37
S5e-37
6e-37
6e-37
7e-37
B8e-37
Se-37
le-36
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loa.oe
76.
51.
51.
51.
51.
51.
48.
49,
48.
5@.
47.
47.
46.
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46.
5@.
46.
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46.
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46.
48.
48.
46.
45.
45,
46.
45.
46,
45.
45.
45.

44,
45,

a4,
45,
a4,
a3,
a3,
45,
43,
a5,
43,
a5,
a4,
43,
a3,
a4,
a3,
a1.
a4,
5.
a2,
a1.
43,
47.
4s.
a1.
a1.
47.
a8,
43,
8.
8.
48,
a1.
a1,
45,
a1.
a5,
a1.
5.
42,
EER
a7.
41,
5.
5.
a4,
a1,
a3,
a2,
42,
a5,
46.
46.
a2,
43,
as.
a1,

83
83
22
22
22
22
78
69
17
93
56
56
95
a5
95
33
26
14
34
34
34
41
17
36
62
62
95
62
a5
34
34
86

38
22

51
22
51
98
90
45
90
22
98
45
51
29
75
30
29
46
74
@s
95
82
23
59
67
o8
36
44
24
59
24
@5
74
98
67
10
98
10
36
@6
a7
63
59
36
86
15
87
36
31
a7
68
51
15
79
59
es
45
61

Accession

WP_184865188.
WP_169576828.
WP_185998637.
WP_@58815835.
WP_@58887215.
WP_@837557632.
WP_leee93368.
WP_@138328@6.
WP_@851528862.
WP_@88443872.
WP_@B8l8994a.
WP_@35548783.
WP_@72673784.

0DUBB243.1

WP_@@7e15973.
WP_l3@838184.

KJ1538398.1
M5P43496.1

WP_154691381.
WP_@25548174.
WP_13786541@.

ACVW31387.1

WP_g48586481.

AMK59428.1
RYE48515.1
TAJ16362.1
AJP49483.1

WP_@12118674.

TER14861.1
ADI19682.1

WP_@3eleldsl.

PZIR45748.1
ART37442.1

TBR12667.1
AJP49473.1

WP_866762537 .

ART38368.1

WP_BB8s28138.
WP_839337814.

KH543813.1
NDC1el48.1

WP_8l8891826.

MBA4215573.1
ABPE4188.1

WP_B05387747.
WP_183888335.
WP_169494258.

RLA12345.1
TAJ22815.1

WP_122129293.

ART35955.1
MAAT3S68.1
NNLBG778.1
MAAT3358.1
HAKB3B46.1

WP_126537176.
WP_829525865.
WP_811881498.

ART38732.1
ART37816.1

WP_B663399598.

ART48618.1
HAC34754.1

WP_B25167845.
WP_847169285.

AMKS5447 .1
ART36831.1

WP_122227696.

RCX18671.1

WP_B68885458.
WP_114482671.

ART38887.1

WP_298855863.

M5R13584.1
060Q52468.1

WP_BB68579844 .,

ART36176.1

WP_162228538.

0GBe1857.1

WP_877451919.

MBC7161897.1
ART36229.1
MBC7284983.1

WP_@96697594.
WP_189837588.
WP_169162979.
WP_149418786.
WP_@68584233.
WP_111498829.
WP_144997281.
WP_124898715.
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Anexo 3. Resultados del BLAST de la enzima Fenol 2-monooxigenasa

Per.
Ident

Description

2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
TPA: phenol hydroxylase [Acinetobacter nosocomialis]
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
phenol hydroxylase [&Acinetobacter pittii]

2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing

2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-2S5 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding...
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
TPA: phenol hydroxylase [Acinetobacter sp.]

2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-2S5 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
TPA: phenol hydroxylase [Acinetobacter nosocomialis]
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding..
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding...
TPA: phenol hydroxylase [Acinetobacter nosocomialis]
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding...
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing
MULTISPECIES: 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding...
2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain-containing

protein. ..

protein. ..
protein. ..
protein. ..
protein. ..
protein. ..

protein. ..
protein. ..

protein. ..
protein.
protein. ..

protein. ..

protein. ..
protein. ..

protein. ..
protein.
protein.
protein.
protein. ..

protein. ..

protein. ..
protein. ..

protein.
protein. ..

protein. ..
protein. ..
protein. ..
protein. ..

protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...

protein...

protein...
protein...

protein...
protein...
protein...

protein...
protein...
protein...

protein...
protein...

protein...
protein...
protein...
protein...
protein...
protein...

protein...
protein...

protein...

protein...
protein...

protein...

protein. ..
protein...
protein...
protein...
protein...
protein.
protein.
protein.
protein. ..
protein...
protein...

protein...

Max
Score
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188%
188%
188%
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188%
188%

1le6%
1lee%
18e%
leex
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leex
leax
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leax
1le6%
1lee%
18e%
leex
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leex
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leax
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leex
leax
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leax
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leex
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1lee%
18e%
leex
leex
leex
leax
leax
leax
1le6%
180%
180%
180%
168%
168%
188%
188%
180%
180%
180%
180%
168%
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188%
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180%
180%
180%
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98.
98.
98.
98.
98.
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98.
98.
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g98.
98.
98.
98.
98.
98.
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98.
98.
g98.
98.
98.
98.
98.
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98.
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15
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87
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43
43
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58
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15
15
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87
15
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87
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87
87
87
58
87
87
38
58
58
87
58
87
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87
87
58
58
58
e
L
58
L
58
58
EL
87
e
87
58
58
58
58
58
58
EL
58
58
87
58
58
38
58
87
EL
58
58
L
58
L
58
38
EL
a2
58
58
58
L
L
a2
58
58
58
38
38
az
a2
38
38
58
38
a1
38
a2
a2
38
58
38

Accession

WP_114219994.
WP_817393686.
WP_191811891.
WP_188191858.
WP_138118633.
WP_814286216.
WP_151748349.
WP_8as878268.
WP_151822642.

HAV16952.1

WP_831997397.
WP_817481388.
WP_868614162.
WP_822574726.
WP_839757494.,
WP_8@5132747.
WP_174743843.
WP_119685692.
WP_B817386344.
WP_151299452.
WP_B87586582.
WP_B33858554.
WP_151744511.
WP_817399432.
WP_B86394541.
WP_167563885.
WP_aea122853.
WP_B69838557.
WP_8@5383623.
WP_832863339.
WP_191815213.
WP_832852688.
WP_114271473.
WP_B57876996.
WP_813198464.
WP_831971132.
WP_151741871.

AXJ98644 .1

WP_114189995.
WP_188291232.
WP_151763515.
WP_192454921.
WP_leseas44a.

WP_181663773.
WP_B68934424 .

WP_174748166

WP_138121864.

WP_138173997

WP_191185466.
WP_174723566.
WP_869122673.
WP_167972377.
WP_@57869828.
WP_@32884@85 .
WP_832842138.
WP_125565826.
WP_151761572.
WP_eeel22e5e.
WP_@857185723.
WP_e84793684 .,
WP_839258676.

WP_@e89526482

WP_877168214.

WP_163849547

WP_184918972,
WP_191186732.
WP_ee4887997.

MP559965.1

WP_@863898441.
WP_857852319.
WP_832841269.
WP_B75382684 .

WP_84B5812973
HBUB9317.1

WP_@e69836785.
WP_174722758.
WP_151799318.

WP_@77162569

WP_831966455.
WP_151827333.
WP_@82163292.
WP_114258835.
WP_844188886.
WP_831995728.

HCU39293.1

WP_151792447.
WP_eeel22852.
WP_858862163.
WP_e4418@885.
WP_831995728.

HCU39293.1

WP_151792447.

WP_e88122652

WP_858862163.

WP_1918129856

WP_151683761.
WP_183236594.
WP_easa7s915.
WP_187882531.

WP_144733678

WP_@85495885.

WP_174758881

WP_849865248.

WP_174738776

WP_@832812865.
WP_125542414.
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Anexo 4. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno 2-monooxigenasa

pescription
MULTISPECIES: phenol hydroxylase subunit P4 [Burkholderiales]
MULTISPECIES: phenol hydrexylase subunit P4 [Pandoraea]

phenol
phenol
phenol
phenol
Phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

[Comamonas sp. SCM B5-56]

subunit P4 [Pseudoxanthomonas spadix]
[Burkholderiales bacterium g&-5]
[Rhedoferax sp.]

2-mongoxygenase [Hydrogenophaga sp. T4]

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

subunit P4 [Rhodoferax sp. OTUL]
[Burkholderiales bacterium...
[Malikia spinosa]

subunit P4 [Giesbergeria anulus]
[Burkholderiales bacterium...

MULTISPECIES: phenol hydroxylase subunit P4 [Comamonadaceae]

phenol
phencol
phenol
phencol
phenol
phencol
phenol
phencol
phenol
phencol
phenol

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

subunit P4 [piaphorobacter sp. J5-51]
[Burkholderiales bacterium PBEBS]
subunit P4 [Simplicispira metamorpha]
subunit P4 [Hydrogencphaga palleronii]
subunit P4 [Comamonas thicoxydans]
subunit [Diapheoreobacter sp. PCAR29]
subunit P4 [Acidovorax carclinensis]
subunit P4 [Leptothrix chelodnii]
subunit P4 [Comamonas testosteroni]
subunit P4 [Sphaerctilus mentanus]
subunit P4 [Comamonas sp. BIUSD]

MULTISPECIES: phenol hydrexylase subunit P4 [Comamonas]

phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

subunit P4 [Comamonas composti]
subunit P4 [Acidoverax menticela]
subunit P4 [Hydrogencphaga sp. 2FB]
subunit P4 [Acidovorax sp. HMWFE1E]
[Aquincela sp. S2]

subunit P4 [Comamonas phesphati]

MULTISPECIES: phenol hydroxylase subunit P4 [Alcaligenaceae]
MULTISPECIES: phenol hydrexylase subunit P4 [Comamonas]
phencl hydroxylase subunit P4 [Simplicispira psychrophila
phencl hydroxylase subunit P4 [Xenophilus azevorans]
MULTISPECIES: phenol hydroxylase subunit P4 [Hydrogenophaga]

phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

subunit P4 [Acidoverax sp. JHL-9]
[Burkholderiaceas bacterium]

subunit P4 [Hydregenophaga crassostreae]
[Comamonadaceae bacterium]

subunit P4 [Comamonas thisoxydans]
subunit P4 [Paraburkholderia lycopersici]
subunit P4 [Acidovorax seoli]

subunit P4 [Acideovorax carclinensis]
subunit P4 [Acidovorax sp. J1542]
[Rubrivivax sp. SCH 7@-15]

MULTISPECIES: phenel hydroxylase subunit P4 [Burkholderiales]

phenol
phencl
phenol
phenol
phenol
phencl
phenol
phenol
phenol
phencl
phenol
phenol
phenol
phenol
phenol
Fhenol
phenol
phenol
phenol
phenol
phencl
phenol
phenol
phenol
phencl
phenol
phenol
phenol
phencl
phenol
phenol
phenol
phencl
phenol
phenol
phenol
phencl
phenol
phenol

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

subunit P4 [Acidovorax sp. CCH12-24]
subunit P4 [Comamenas testesteroni]
subunit P4 [verminephrobacter eiseniae]
[Hydrogenophaga sp. BPS33]

subunit P4 [Paraburkholderia sp. DHOAS4]
subunit P4 [Paraburkholderia mimosarum]
subunit P4 [Ralsteonia pickettii]

subunit P4 [Simplicispira suum]

subunit P4 [Burkhelderia anthina]
[verminephrobacter sp. Larvaz4]

subunit P4 [Ralsteonia pickettii]

subunit P4 [Burkhelderiaceae bacterium 26]
[Betaprotecbacteria bacterium...

subunit P4 [Schlegelella thermodepolymerans]
subunit P4 [Thiomeonas sp. FB-Cd]

2-monooxygenase [Hydrogenophaga sp. T4]

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

subunit P4 [Hydrogenophaga flava]

subunit P4 [Acidovorax carolinensis]
subunit P4 [Hydrogenophaga pseudoflaval
subunit P4 [Simplicispira hankyongi]
subunit P4 [Diapherobacter ruginecsibacter]
subunit P4 [Thiomeonas sp. X19]
[Burkholderiaceae bacterium]
[piaphorobacter sp. HDW4EA]

subunit P4 [Ralstenia sp. MWFACCE1]
subunit P4 [Paraburkholderia heleia]
[Tepidimonas aquatica]

subunit P4 [Schlegelella thermodepolymerans]
[Burkholderiales bacterium...

[1decnella dechloratans]

subunit P4 [Thiomenas delicata]

subunit P4 [Paraburkhelderia kururiensis]
subunit P4 [Paraburkhelderia kururiensis]
[Diaphorobacter sp. HDW4B]

[Tepidimonas thermarum]

subunit P4 [Hydrogencphaga sp. D2P1]
subunit P4 [cupriavidus sp. BIS7]

subunit P4 [Ideconella sp. B588-1]

subunit P4 [Hydrogenophaga sp.]

MULTISPECIES: phencl hydroxylase subunit P4 [Cupriavidus]
phencl hydroxylase subunit P4 [Leptothrix meobilis]

phenol hydroxylase subunit P4 [Aquabacterium tepidiphilum]
phencl hydroxylase [Burkholderia diffusal

phenol hydroxylase subunit P4 [Burkhelderia diffusa]l
phencl hydroxylase subunit P4 [Burkhelderia anthina]
MULTISPECIES: phenol hydroxylase subunit P4 [Burkholderia]

phenol
phenol
phenol

phenol hydroxylase
phenol hydroxylase
phenol hydroxylase
phenol hydroxylase

hydroxylase
hydroxylase
hydroxylase

subunit P4 [Delftia sp. UMESE]
subunit P4 [Burkhelderia multiverans]
subunit P4 [Burkheolderia anthina]
subunit P4 [Burkholderia sp. lig3e]
subunit P4 [Burkhelderia multivorans]
subunit P4 [Burkholderia multivorans]
subunit P4 [Burkhelderia anthina]

76

Max
score
245
243
211
289
2e9
289
2e7
284
2e2
2e1
2g1
139
157
137
196
196
196
135
155
133
153
132
152
132
151
131
151
131
151
131
151
189
189
189
189
189
188
1s8
188
187
187
187
187
187
186
186
1B6
186
186
186
185
185
185
185
184
184
184
184
184
184
184
184
183
183
182
182
182
182
182
181
181
181
181
188
188
188
179
179
179
175
179
178
178
178
177
177
177
175
174
174
174
174
173
173
173
173
172
172
172
172

Total Query

E

score cover value

245
243
211
289
2e9
289
287
284
282
281
281
193
157
137
156
136
156
135
185
133
193
132
152
132
191
191
191
191
191
191
191
183
189
183
189
189
188
188
188
187
187
187
187
187
186
186
186
186
186
186
185
185
185
185
184
184
184
184
184
184
184
184
183
183
1g2
12
182
182
1g2
181
181
121
121
188
188
128
179
179
179
179
179
178
178
178
177
177
177
175
174
174
174
174
173
173
173
173
172
172
172
172

98%
98%
98%
98%
98%
9%
98%
98%
9%
9%
98%

£e-82
4e-81
2e-68
£e-68
se-68
1e-67
ge-67
Te-66
Se-65
le-64
2e-64
1e-63
3e-63
4e-53
Se-63
2e-62
2e-62
3e-62
3e-62
2e-61
2e-61
3e-61
Se-61
Se-61
1e-68
le-6@
1e-68
2e-68
2e-68
2e-68
2e-68
£e-68
1g-59
1e-53
1g-59
1e-53
2e-59
2e-53
2e-59
3e-59
3g-59
3e-59
4e-59
Se-53
7e-59
9e-53
1e-58
1e-58
1e-58
2e-58
3e-58
38-58
4e-58
4e-58
Se-5g
Se-5E
7e-58
7e-58
7e-58
92-58
1e-57
le-57
1e-57
2e-57
4e-57
4e-57
5e-57
Se-57
ge-57
1e-56
1e-56
12-56
2e-56
3e-56
3e-56
32-56
Se-5E
8e-56
98-5E
12-55
12-55
1e-55
2e-55
28-55
32-55
4g-55
Se-55
2e-54
Se-54
Se.54
£2-54
ge-54
1e-53
1e-53
12-53
2e-53
28-53
38-53
38-53
38-53

Fer.
Ident
188.88
98.31
24.75
81l.36
23.9@
82.28
28.51
88.51
78.81
79.66
79.66
77.97
77.97
77.97
28.17
88.17
78.81
76.27
78.45
78.45
77.59
76.72
76.86
75.42
76.72
76.72
74.386
77.59
76.72
75.42
75.88
75.42
75.86
75.86
75.86
75.86
75.88
73.58@
75.88
75.86
75.86
74.14
75.88
76.72
74.14
75.86
74.14
73.28
75.86
74.58
74.14
69.45
£9.49
72.73
74.14
73.28
75.28
73.55
71.98
74.14
72.88
72.83
74.14
73.28
73.28
72.41
72.41
72.41
78.34
72.41
71.55
71.87
67.88
71.55
69.48
72.41
78.34
71.1%
69.83
78.69
72.32
69.49
69.83
68.85
£9.49
69.83
6E.83
£9.49
78.69
68.97
6E.97
68.97
G68.18
78.69
67.52
68.18
£9.83
£7.52
£7.52
£8.10

Accession
WP_211516893.1
WP_823872366.1
0D593216.1
WP_814153714.1
0OJugessz.1
HNMM14511.1
EWSE5985.1
WP_114369328.1
OGBS2665.1
WP_161124861.1
WP_891456665.1
0OGBE1215.1
WF_2824538558.1
WP_847358221.1
OYUa8751.1
WP_119814785.1
WP_2866265854.1
WP_857832687.1
ACNB2857.1
WP_g94837851.1
WF_2812348364.1
WP_149356726.1
WP_1759633398.1
WP_179626528.1
WF_283868651.1
WP_827814358.1
WP_187735228.1
WP_137921331.1
WP_188499288.1
WP_173132858.1
WP_188473378.1
WP_113934787.1
WP_8485462157.1
WP_827934679.1
WP_838284578.1
WP_@6E158888.1
WP_8264345962.1
KAB2BE7621.1
WP_866885332.1
MBA42E1869.1
WP_863664242.1
WP_g91937236.1
WP_@92699297.1
WP_g86211217.1
WP_2811883678.1
CDVvesesa.l
WP_834382472.1
WP_BEETEEE59.1
WP_gE7@22882.1
WP_211818527.1
WP_159589132.1
WP_124158874.1
WP_828210916.1
WP_182557827.1
WP_186447155.1
WP_175857938.1
KABFE28846.1
WP_212438587.1
WP_845282767.1
PKO77556.1
WP_184356874.1
WP_231484585.1
EWs64921.1
WP_BE66256188.1
WP_BE86926282.1
WP_133155689.1
WF_119188274.1
WF_187535685.1
WP_112487422.1
TAM3BE8E.1
WP_l66288134.1
WP_832572726.1
WP_842259247.1
WP_144325%38.1
WP_132765125.1
DEBE34888.1
WP_151123199.1
WP_834161788.1
WP_817775857.1
WF_2842381785.1
WP_166869448.1
WP_1435983164.1
WP_177136967.1
WP_8194514565.1
WP_822979348.1
MBEBSEET9E.1
WF_2811381732.1
WP_138483844.1
WP_119157413.1
WP_151847159.1
WP_175816288.1
WP_175855189.1
WP_23e5ee774.1
WP_183817515.1
WP_111311454.1
WP_175718525.1
WP_838718719.1
WP_839222858.1
WP_886397644.1
WP_175698971.1



pescription

MULTISPECIES: xylene
MULTISPECIES: xylens
xylene monooxygenase
MULTISPECIES: xylene
¥ylene monooxygenase
xylene monooxygenase
MULTISPECIES: xylene
¥ylene monooxygenase

monooxygenase subunit XylM [Pseudomonas]
monooxygenase subunit XylMm [Pseudomonas]
subunit XylM [Pseudomonas aeruginosal
monooxygenase subunit XylM [Pseudomonas]
hydroxylase subunit XylMm [Pseudomonas. ..
subunit XylM [Pseudomonas putida]
moncoxygenase subunit XylWm [Pseudomonas]
subunit XylM [Pseudomonas sp. Ant3e-3]
xylene monooxygenase hydroxylase subunit [Pseudomonas putida]
xylene moncoxygenase subunit XylM [Pseudomonas taeanensis]
XylM [Pseudomonas migulae]

MULTISPECIES: xylene monocoxygenase subunit XylWm [Pseudomonas]
4-nitroteluene monocoxygenase hydroxylase component ntnM
xylene monooxygenase subunit XylM [Pseudoxanthomenas spadix]
xylene monooxygenase hydroxylase subunit [Halioxenophilus...
xylene moncoxygenase [Pseudoxanthomonas spadix BR-a59]

fatty acid desaturase [Speongiibacter sp. KMU-16&6]

alkane 1l-monooxygenase [Alteromonas macleodii]

alkane 1-moncoxygenase [Tepidiphilus succinatimandens]

alkane 1-monocoxygenase [Sphingomonas sp. TF3]

alkane 1l-monooxygenase [Panacagrimeonas perspica]l

alkane 1-monocoxygenase [Panacagrimonas perspical

alkane 1l-monooxygenase [Hyphemonas oceanitis]

alkane 1l-moncoxygenase [Porphyrobacter sanguineus]

fatty acid desaturase [Hyphomonas occeanitis scHES]
MULTISPECIES: alkane l-moncoxygenase [unclassified Henrdiciella]
alkane 1-monocoxygenase [Sphingopyxis bauzanensis]

alkane 1-moncoxygenase [Sphingerhabdus sp. wesMI2i]

alkane 1-monocoxygenase [Polycyclowvorans algicela]

fatty acid desaturase [Hydrogenocphaga sp. D2P1]

MULTISPECIES: alkane 1-monocoxygenase [unclassified Sphingobium]
alkane 1-monocoxygenase [Sphingeobium sp. Zea7]

alkane 1-monocoxygenase [Mowosphingobium sp. PPL1Y]

alkane 1-monocoxygenase [Polycycloverans algicola]

xylene monooxygenase [Movesphingobium sp. SON G66-1E2]
MULTISPECIES: alkane l-moncoxygenase [Sphingobium]

xylene moncoxygenase [Sphingobium sp. 32-84-5]

MULTISPECIES: alkane l-moncoxygenase [Sphingomonadaceae]

fatty acid desaturase [Novosphingobium sp. TwW-4]

alkane 1-monocoxygenase [Movosphingobium sp. PPLY]

MULTISPECIES: alkane l-moncoxygenase [Sphingomonadaceae]

alkane 1-monocoxygenase [Betaprotecbacteria bacterium]

alkane 1-monocoxygenase [Movosphingoebium kunmingense]

fatty acid desaturase [Mowvosphingobium indicum]

fatty acid desaturase [Nowvosphingobium marinum]

MULTISPECIES: alkans 1-monocoxygenase [unclassified...

alkane hydroxylase [uncultured bacterium]

alkane 1-monooxygenase [Novosphingobium guangzhouense]

alkane hydroxylase [uncultured bacterium]

MULTISPECIES: a@lkane 1l-monocoxygenase [Sphingomonadales]

alkane hydroxylase [uncultured bacterium]

alkane l-monooxygenase [Sphingobium scicnense]

hypothetical protein comiselesss_zees@ [Croceicoccus pelagius]
oxygenase component of xylene moncoxygenase [Sphingobium. ..
fatty acid desaturase [Pseudonocardia sp. CGMCC 4.1532]
putative oxygenase component of xylene monocoxygenase...
MULTISPECIES:
fatty
fatty

acid desaturase [Myceolicibacterium mucogenicum]
acid desaturase [Mycolicibacterium sp. CH2E]
fatty acid desaturase [Mycolicibacterium austreafricanum]
fatty acid desaturase [Mycocbacterium sp. ENW421]
¥ylene monocoxygenase [Salinisphaeraceas bacterium]

Tel [BTEX-degrading bacterium enrichment culture]

TPA: alkane l-moncoxygenase [Thictrichaceae bacterium]
Tol [BTEX-degrading bacterium enrichment culture]

Tol [BTEX-degrading bacterium enrichment culture]

Tol [BTEX-degrading bacterium enrichment culture]

TPA: xylene monocoxygenase [Cycloclasticus sp.]

TPA: alkane l-monocoxygenase [Cycloclasticus sp.]

El146 [uncultured bacterium]

xylene monocoxygenase [Rugosibacter sp.]

xylene monocoxygenase [Piscirickettsiacease bacterium]
*ylene monocoxygenase [Piscirickettsiaceae bacterium]
fatty acid desaturase [Sporichthya polymorphal

xylene monocoxygenase [Gammaprotecbacteria bacterium]
xylene monooxygenase [Cycloclasticus sp.]

k784 [uncultured bacterium]

»ylene monocoxygenase [uncultured bacterium]

*ylene monooxygenase [Oxalobacteraceae bacterium]
MULTISPECIES: fatty acid desaturase [Cycloclasticus]
*ylene monocoxygenase [Piscirickettsiaceae bacterium]
fatty acid desaturase [Cycloclasticus pugetii]

xylene monooxygenase [Cycloclasticus sp.]

G218 [uncultured bacterium]

fatty acid desaturase [Cycloclasticus zancles]

B188 [uncultured bacterium]

alkane 1-monooxygenase [Immundisclibacter sp.]

H54 [uncultured bacterium]

xylene monocoxygenase [Cycloclasticus sp. 44 32 Tea]
alkane 1-monooxygenase [Paenibacillus naphthalenowvorans]
F123 [uncultured bacterium]

hypethetical protein PGA1C_8c568 [Rugosibacter aromaticiverans]
alkane 1-monooxygenase [Immundisclibacter cernigliae]
xylene monocoxygenase [Rugosibacter sp.]

alkane 1-monooxygenase [Movosphingobium resinowvorum]
TPA: xylens monocoxygenase [Gammaprotecbacteria bacterium]
fatty acid desaturase [Aromatoleum aromaticum]

»ylene moncoxygenase [uncultured bacterium]

»ylene moncoxygenase [uncultured bacterium]

fatty acid desaturase [Sphingopyxis italica]

77

@lkane l-monocoxygenase [unclassified Mycobacterium]

Max
score
753
755
753
747
746
746
745
7eg
787
783
B2
B2
E59
EG3
623
622
E132

=113
491
464
463
451
451
458
449

437
436
432
428
427
425
425
423
421
428
428
413
419
418
417
414
413
418
418
1)

392
387
3ge
384
377
379
377
3EE
357
353
249
348
348
344
338
337

326
326
333
331
325
226

325
324
323
323

223
328
215
318
217
217
316
215
315
212
388
387
287
386
285
386
383
283
zee
I8
291
258
237

E

score cover value

758
755
753
747
746
746
744
7eo
7e7
7e3
E32
632
E59
EG3

377
3EE
357
353
249
348
348
344
338
337

326
326
333
331
325
226

325
324
323
323

223
328
215
318
317
217
316
215
315
212
388
387
287
386
285
386
383
ez
Iee
Iee
231
258
237

1eei
128%
128%
1eei
128%
128%
1k
128%
128%
97%
99%
99%
128%
97%
7%
93%
98%
7%
g8%
97%
128%
128%
97%
8%
97%
97%
97%
97%
97%
967
o97%
97%
8%
98%
98%
8%
98%
7%
97%
98%
7%
97%
o97%
7%
97%
98%
53%

9%
97%
97%
98%
o97%
7%
98%
97%
98%
97%
92%
=l
7%
97%
97%
97%
o97%
8%
94X
98X
39%
393
IEBX

DD DD OO DDDD DD DDDD DD

DD DDDOIDDODDIDDDDDD DD

o

2e-171
28-168
7e-16@
2e-155
3e-155
1e-154
2e-154
28-153
Ge-15@
le-149
Se-148
3e-146
Se-146
4e-145
Se-145
2e-144
1e-143
4e-143
2e-143
Ge-143
le-142
3e-142
Ge-142
le-148
2e-148
2e-139
4e-139
28-136
2g-136
7e-135
2e-138
3e-130
Be-129
1e-126
1e-126
3e-126
2e-121
2e-118
1e-116
ge-115
1e-114
1e-114
4e-113
1e-118
2e-118
ge-11@
3e-189
3e-189
£e-189
4e-188
2e-187
2e-186
6e-106
9e-186
2e-185
Se-185
5e-185
7e-185
9e-185
7e-184
2e-183
4e-183
1e-182
2e-182
ae-182
1e-181
1e-181
1e-188
1e-99
£e-99
7e-99
2e-98
42-98
4e-98
2e-97
5e-97
7e-96
82-96
1£-95
2e-95
£e-95

Per.
Ident
lg2.88
99.19
98.92
98.11
97.84
97.84
97.84
g91.86

5E.36
57.89
55.55
55.95
55,86
57.38
55.59
55.71
55,16
55.49
56.49
55,43
55,85
56.81
57.38
55.68
56.83
55.71
95,94
55.28
94,92
55.43
93.75
52.13
55.75
51.68
48,39
5E.86
48.63
47,62
46,26
46,15
46,15
46,65
188.88
45,68
99.37
99,37
98.73
45,98
45,98
45,78
45,88
45,26
45,26
46,78
44,81
44,38
44,89
43,82
48,28
44,28
43,56
43,92
43,92
43,56
43,92
43,56
42.74
44,61
43,45
42,82
42,47
43,65
43,13
44,48
43,17
44,16
41.18
95.17
94,48
42,15

Anexo 5. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno metil-monooxigenasa

Total Query

Accession
WP_2ll2e5338.1
WP_888137674.1
WP_115759382.1
WP_884575926.1
ALPES153.1
WP_813188337.1
WP_28lle2e7e6.1
WP_828624485.1
AGTE5742.1
WP_@25167848.1
AGCTB348.1
WP_816355728.1
AAC38359.1
WP_8432598721.1
BBB42451.1
AERS7686.1
WP_168458483.1
WP_156887426.1
WP_141856724.1
WP_1258459439.1
WP_133881468.1
TDU31631.1
WP_835548765.1
WP_872673758.1
KDAB1186.1
WP_119484564.1
WP_838443831.1
WP_186893386.1
WP_829889238.1
WP_177137693.1
WP_836863843.1
WP_838189923.1
WP_813834897.1
WP_829889237.1
ODUEE261.1
WP_825548286.1
OYWEBE87.1
WP_8128831888.1
WP_169494272.1
WP_813832824.1
WP_8BEE2B14E8.1
NBS5E64377.1
WP_188868216.1
WP_15EE23E841.1
WP_179486838.1
WP_137865392.1
CCo2e294.1
WP_183838543.1
CCO962593.1
WP_866762532.1
CCo96298.1
MBB4143588.1
GGED53854.1
ABM7IEB5.1
WP_185717215.1
BACES5S44.1
WP_144952168.1
WP_882762813.1
WP_135423448 .1
WP_185387828.1
WP_182818885.1
MAAT3I359.1
AKUATTI4.1
HIF51357.1
AKUS77I6.1
AKUATF2E.1
AKUAT7F35.1
HIG79211.1
HIF18273.1
ART37428.1
TER14282.1
PCITA577.1
PCI7F1339.1
WP_834671674.1
RLASST4E.1
PH573738.1
ART42884.1
AKIZ®ele.1
RDC12141.1
WP_gl58a86783.1
PCI18838.1
WP_873823125.1
FHREE2EEZ.1
ART32348.1
WP_828932871.1
ART35882.1
MBC7168875.1
ART3BB853.1
OURB7572.1
WP_8E52486576.1
ART33855.1
AJP4B218.1
WP_B868385866.1
TER2E126.1
WP_838525232.1
HAC34813.1
WP_168954828.1
BAH18783.1
BAH18793.1
WP_167921683.1



Anexo 6. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno 4-monooxigenasa

pescription
RecHame: Full-Toluene-4-monooxygenase system, ferredoxin...
ferredoxin [Pseudomonas sp. M4(2815)]
chain A, Teluene-4-monooxygenase System Protein € [Pseudomonas...
Chain H, Teluene-4-monooxygenase system ferredexin subunit...
Chain H, Teluene-4-monooxygenase system ferredeoxin subunit...
2Fe-25 ferredoxin [Oceanospirillaceaes bacterium]

Rieske 2Fe-25 domain-centaining protein [Marinebacterium...

TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Aeromonadales bacterium]

Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Sphingobium sp. SCG-1]
Rieske 2Fe-25 domain-centaining protein [Sphingobium...

TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Acidimicrebiales bacterium]

2Fe-25 ferredoxin [Zhongshania sp. DSW25-18

Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Zavarzinia compransoris]
TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Gammaprotecbacteria bacterium]

2Fe-25 ferredoxin [Gammaprotecbacteria bacterium]

TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Thermepetrobacter sp.]

2Fe-25 domain-containing protein [0leomonas sp. K1W22B-B]
2Fe-25 domain-containing protein [Zavarzinia sp. HR-AS]
ferredoxin [Cycleclasticus sp.]
2Fe-25 domain-containing protein [Pseudomonas aeruginosal
ferredoxin [Betaproteckacteria bacterium...

ferredoxin [Burkholderiaceae bacterium]

TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Gammaprotecbacteria bacterium]

TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Thictrichaceae bacterium]

Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Thiclapillus brandeum]
Rieske 2Fe-25 domain-centaining protein [Marinebacter salarius]
2Fe-25 ferredoxin [Rhedecyclaceas bacterium]

2Fe-25 ferredoxin [Cycleclasticus sp. 44 32 Te4]

TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Cycleclasticus sp.]

2Fe-25 ferredoxin [Betaprotecbacteria bacterium...

TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Cycleclasticus sp.]

ferredoxin [Piscirickettsiacease bacterium]

Rieske
Rieske
2Fe-15
Rieske
2Fe-25
2Fe-25

2Fe-25
Rieske
Rieske
Rieske
Rieske
Rieske
Rieske

2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25

domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein
demain-containing protein

[Thauera phencliverans]
[Aromatoleum toluvorans]
[Zoogloea sp. LCSB7S1]
[Azoarcus sp. DN11]
[Zoogloea sp. G-4-1-14]
[Thauera sp. 2a1]

Toluene-4-monooxygenase system protein C [Hydrogenophaga sp. T4]
TPA: 2Fe-25 ferredoxin [Gammaprotecbacteria bacterium]

Rieske 2Fe-25 domain-centaining protein [Arcobacter cibarius]
Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Zoogloea sp.]

TmoC [Pseudomonas oleovorans]
teluene monocoxygenase system ferredoxin subunit [Rhedocyclacea...
ferredoxin [Rugosibacter sp.]

2Fe-25
2Fe-15
Rieske
Rieske
Rieske
Rieske
Rieske
2Fe-25
2Fe-15
Rieske
2Fe-215
2Fe-25
Rieske
Rieske

ferredoxin [Rugosibacter

2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25

domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein

aromaticivorans]

[Thauera sp. 27]
[Dechloromonas sp.]
[Thauera sp. &3]
[Duganella sp. LX28W]
[Azcarcus sp. DD4]

ferredoxin [Epsilenprotecbacteria bacterium]

ferredoxin [Cycleclasticus sp. Fhe_18]

2Fe-25 domain-containing protein [Azonexaceae bacterium]
ferredoxin [Rugosibacter aromaticiverans]

ferredoxin [Zoocgloea sp.]

2Fe-25
2Fe-25

MULTISPECIES:

Rieske
Rieske

2Fe-25
2Fe-25

MULTISPECIES:
MULTISPECIES:

Rieske

2Fe-25

MULTISPECIES:

Rieske
Rieske
2Fe-25
Rieske
Rieske
Rieske
2Fe-25
Rieske
Rieske
Rieske
Rieske
2Fe-25

2Fe-25
Rieske
Rieske
2Fe-25
Rieske
2Fe-25

MULTISPECIES: Rieske 2Fe-25 demain-containing protein

2Fe-25
2Fe-25

ferredoxin [Polynuclecbacter sp.]

domain-containing protein
domain-containing protein

[Pseudoxanthomonas. ..
[Rhedoferax sp.]

Rieske 2Fe-25 domain-containing protein...

domain-containing protein
domain-containing protein

[Chromatiaceae bacteri...
[Glaciimonas sp.]

Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Pandoraea]
Rieske 2Fe-25 domain-containing protein...

domain-containing protein

[Polynuclecbacter...

Rieske 2Fe-25 domain-containing protein...

domain-containing protein
domain-containing protein

[Dechloromonas Sp....
[Paraburkholderia sp. 1N]

2Fe-25 domain-containing protein [Zoogloea sp. 1C4]
2Fe-25 domain-containing protein [Aromatoleum...
2Fe-25 domain-containing protein [Thiocthrix lacustris]
ferredoxin [Betaproteckacteria bacterium...

2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25

domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein

ferredoxin [Rugosibacter sp.]
MULTISPECIES: Rieske 2Fe-25 domain-containing protein...
ferredoxin [Thermomicrobiales bacterium]

2Fe-25 domain-containing protein [Thicthrix sp.]
2Fe-25 domain-containing protein [Thiomonas delicata]
ferredoxin [Sincbacteraceae bacterium]

2Fe-25 domain-containing protein [Mevosphingebium...
ferredoxin [Betaprotecbacteria bacterium...

[Acidocella aromatica]
[Rhodoferax sp. OTUL]
[Thiothrix niwvea]
[Comamonas badia]

Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Methylibium...

2Fe-25 ferredoxin [Betaproteckacteria bacterium...
Toluene-4-monooxygenase system protein C [Hydrogenophaga sp. T4]
ferredoxin [Gammaprotecbacteria bacterium]

2Fe-25 domain-containing protein [Hydrogencphaga sp.]
2Fe-25 domain-containing protein [Tepidiphilus sp. 118]
ferredoxin [Rheodecyclaceae bacterium]

2Fe-25
Rieske
Rieske
2Fe-25
Rieske
Rieske
Rieske
Rieske
2Fe-25
Rieske
2Fe-25

2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25
2Fe-25

ferredoxin [Paraburkholaekia sp.]

domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein
domain-containing protein

[Zocgloea sp.]
[¥anthobacter sp. 128]
[Dechloromonas aromatica]
[selimonas soli]

2Fe-25 domain-centaining protein [Roseiarcus fermentans]
ferredoxin [Rhedospirillaceae bacterium]

78

Max
score
234
231
227
235
228
215
211
158
154
153
153
152
152
158
149
149
147
147

139
139
135
139
139
138
138
138
138
138
137
137
137
137
137
137
137
137
137
126
136
136
135
135
135
135
135
124
134
124
134
133
133
132
132
132
132
132
132
132
131
131
131
128
128
138
128
138
128
128
138
125
129
129
128
128
128

Total Query

E

Score cover value

234
231
227
225
228
215
211

154
153
153
152
Je4
158
143
149
147
147
144
144
144
143
143
142
142
142
142
142
142
142
142
141
141
141
141
148
148
148
141
148
148
148
139
133
139
133
133
138
138
128
138
138
137
137
127
137
137
137
137
127
137
126
136
136
135
135
135
135
135
124
134
124
134
133
123
132
132
132
132
122

132
131
131
121

128
138
128
138

128
138
125
129
129
128
128
128

128%
188
99k
o9

188%

S9e-78
le-76
5e-75
2e-74
2e-72
2e-78
le-68
1le-47
4g-48
7e-46
7e-46
1e-45
3e-45
le-44
3e-44
4g-44
1le-43
le-43
3e-42
3e-42
4g-42
ge-42
Se-42
le-41
le-41
le-41
2e-41
2e-41
2e-41
2e-41
3e-41
4e-41
Ge-41
5e-41
6e-41
9e-41
9e-41
Se-41
le-48
le-48
2e-48
2e-48
2e-48
3e-48
3e-48
4e-48
4e-48
7e-48
ge-48
Z2e-48
ge-48
1e-39
1le-39
1le-39
1lg-39
2e-39
1eg-39
2e-39
2e-39
1eg-39
3e-39
3e-39
6e-39
£e-39
2g-39
le-38
1lg-38
1le-38
le-38
2g-38
3e-38
4g-38
5e-38
Se-38
Je-38
1e-37
1e-37
1le-37
1e-37
1e-37
2e-37
1e-37
4e£-37
4e-37
5e-37
6e-37
6e-37
9e-37
9e-37
le-36
le-36
le-36
1le-36
2e-36
2e-36
3e-36
Se-36
Se-36
7e-36

Per.
Ident
1ga.88
98.21
98.20
g97.38
96.48
88.39

GL.2E
54.46
GE.93
57.83
SE.e4
GL.2E
S6.25
54,45
54.95
57.14
58.84
57.14
53.57
5E.25
G7.89
58.89
55.36
53.15
57.14
53.57
53.57
5@.89
55.26
52.68
G2.E8
52.68
G5.36
54.46
55.36
53.57
54.46
53.57
54.46
52.68
5E.25
56.25
G2.68
58.89
54.46
52.34
53.57
G5.36
51.79
52.68
G2.e8
54.85
53.57
52.68
53.57
G2.e8
52.68
459.11
53.57
51.79
G3.57
5e.88
54.46
52.68
51.79
52.68
51.79
G4.E3

Accession
0BR4CE. 2
AJOBE®1T.1
1vMI_A
API1C_H
4F1E_H
MBTE8443.1

WP_8278549323.

HFBE39234.1

WP_184955476.
WP_878156813.

HECBEE8E.1
RNL57781.1

WP_189923376.

HEGE@36E.1
RLA24582.1
HHNE7194.1

WP_119782388.
WP_189987857.

MAV3B566.1

WP_128789363.

PKO39567.1
THH43386.1
HIEBE215.1
HIF51372.1

WPF_841865999.
WP_126813278.

RTL35588.1
OURBE5711.1
HIG79189.1
PKO36344.1
HIF17289.1
PCIEE2EB5.1

WP_8E228925E.
WP_163254318.
WP_879436286.
WP_121428521.
WP_169146985.
WP_153167894.

EWSE5863.1
HHJ35513.1

WP_824774225.

KAB29EE8842.1
QCT24445.1
TAT26376.1
TBR15183.1
AJP48256.1

WP_282348347 .

KABZ915532.1

WP_e84264362.
WP_122164938.
WP_141818168.

RLAEE129.1
KXJ46487.1
NTV78324.1
AJP4E1E7.1
TXGEE456.1

WP_g814159789.

NMM13499.1

WP_82@8932956.
WP_@872119342,

nMMZE282.1

WP_823594116.
WP_811516888.
WP_8E8515237.
WP_g98439241,
WP_117683862.
WP_172317488.

TXI13631.1

WP_153168843,
WP_@18939564 .
WP_828439584,

PKOS7118.1

WP_183266373.
WP_114969366.
WP_882718689.
WP_824536981.

TER188E82.1

WP_127885773.

TXG35934.1
QLO38796.1

WF_894162189.

TAM12857.1

WP_867737116.

PKOB4125.1

WP_8528E85354.
WF_2811828416.

PKO28588.1
EW563927.1
M5R13719.1
MEEBSE867E.1

WF_142884791.

RTL51281.1
NTV11348.1

WP_824238168.
WP_811289542.
WP_@22828262.

TAME4387.1

WP_113E98811.

MBR73879.1

1

1
1

1

1
1

1

1
1

1
1
1
1
1
1

1

1

1
1
1

1

1
1

1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1

1

1

1

[T

-

T

-



Anexo 7. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno dioxigenasa

Max Total Query E Per.
pescription Score Score cover Walue Ident Accession
MULTISPECIES: 3-phenylpropiconate/cinnamic acid dioxygenase... 384 384  1868% 1e-134 120.88 WP_912852588.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta... 369 369 1@8% 9e-129 95.19 WP_887813791.1
terminal oxygenase small subunit [Ralsteonia sp. 15785] 265 265 1@8% 4e-127 93.85 CAABEY971.1
aromatic-ring-hydrexylating dicxygenase subunit beta... 361 361 188% 1e-125 91.93 WP_1313819235.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid diexygenase subunit beta... 354 354 1@e¥ 7e-123 98.37 WP_gl2258636.1
terminal dicxygenase beta subunit [Bordetella sp. IITR-82] 32 352 1@eX¥ 4e-122 29.84 ACF16829.1
terminal dicxygenase beta-subunit [Pseudomonas nitrereducens] 351 351 1@8% B2e-122 29.38 ABR2E226.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase... 358 358  188% 1e-121 98.37 WP_83248%687.1
TecA2 [Burkholderia sp.] 358 358 1@8% 2e-121 29.38 AAC4E6391.1
benzene 1,2-dioxygenase [Acinetobacter sp. RIFCSPHIGHO2_12_41_5] 348 348 1@g% Se-121 89.84 OFWES7E4.1
benzene 1,2-dioxygenase [Fandoraea pnomenusal 348 348 1@8% 2e-128 BE.77 ANC47581.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 347 347 188% 32-128 2B.77 WP_831256895.1
3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 321 321 1@g% 7e-118 B1.28 WP_115815688.1
biphenyl 2,3-dioxygenase subunit beta [Rhedococcus jostii] 314 314  1@8¥ 4e-187 79.14 WP_@11593881.1
toluene diexygenase iron-sulfur protein TebC2 [Pseudomonas. .. i Nk 21%  2e-185 199.88 AAGED489.1
3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 312 312 1@28% 2e-186 79.68 WP_135995327.1
MULTISPECIES: biphenyl 2,3-dioxygenase subunit beta [Rhodococcus] 318 318 188X 2e-185 72.87 WP_B@B5254552.1
isopropylbenzene 2,3-dioxygenase [Rhodococcus erythropolis] 387 a7 188% 2e-184 77.54 AABSER2E.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid diexygenase subunit beta... L1 3es §EX  Ge-184 BB.55 WP_149135885.1
Ntda2 [Rhodococcus sp. ZWL3NT] el g1 128k 3e-182 76.47 AFW9ESSS.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 297 297 188% 2e-18@ 75.48 WP_ls8895664.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase... 291 291 188% £e-98 72.19 WP_185416146.1
biphenyl 2,3-diecxygenase, small subunit [Janibacter sp. T¥M3221] 298 298 99%  1e-97 74.73 BAKG28284.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 281 281 1@8% £e-94 EB.98 WP_118928741.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 276 276  1@8% 3e-92 6BE.98 WP_118571668.1
hypothetical protein RLDS_@167@ [Sphingobium lactosutens DS28] 269 2E9 93% 4e-29 75.86& EQB1E75e.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase... 268 2E8 93% Ee-83 75.86 WP_831297285.1
chlorobenzene dioxygenase small subunit/benzens/toluene... 268 268 93% Be-89 75.86 SKB9E415.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 266 266 93X 3e-B2 70.69 WP_166628867.1
terminal dioxygenase, small subunit [Rhodococcus sp. M5] 258 258 93% 7e-85 6£7.82 AABE7751.1

aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Martelel... 246 245 188X 3e-28 B5.72 WP_B24786248.1
aromatic-ring-hydroxylating dicxygenase subunit beta [Rhodowul 245 245 188% B2e-28 &4.71 WP_837289943.1
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating diexygenase subunit. 245 245 1@g% 9e-38 E4.71 WP_238868268.1

MULTISPECIES: arcmatic-ring-hydrexylating diexygenase subunit... 244 244 188X 2e-79 E4.71 WP_954548786.1
iron sulfur protein small subunit [Rheodococcus aetheriverans 124] 241 241 1@8% 2e-78 E3.64 AALE1GE4.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta... 248 248  1@8% 9e-78 6£4.17 WP_@13654821.1
aromatic-ring-hydrexylating dicxygenase subunit beta [Rhizgbiu... 239 239 188% 2e-77 £2.57 WP_14718@955.1
putative aromatic hydrocarbon dioxygenase beta subunit... 239 239 1@g% 2e-77 62.57 BAKE1714.1
chlorobenzene dioxygenase, small subunit of terminal oxygenase... 239 239 1@8% 4e-77 G5B.82 EIE49956.1
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydrexylating diexygenase subunit... 238 238 188% 4e-77 GB.E2 WP_834453186.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Oceanico... 237 237 1@8% 9e-77 G5B.B2 WP_236563884.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 235 235 94% Be-76 E4.41 WP_837529251.1
aromatic-ring-hydrexylating dicxygenase subunit beta... 238 238 9% Ge-74 £2.22 WP_@43858195.1
Biphenyl dioxygenase subunit beta [Hydrogenophaga sp. T4] 231 231 9g% S5e-74 £3.53 EWSES551E.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 238 239 29X 9e-74 £4.87 WP_819752919.1
H452 [uncultured bacterium] 238 239 98% Se-74 G5O9.24 ART3IE04E6.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid diexygenase subunit beta... 229 229 9e%  1e-73 E3.53 WP_85627885E8.1
naphthalene dioxygenase beta subunit [Starkeya sp.] 229 229 188% 1e-73 G55.681 QCS37636.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 229 228  %8%  1e-73 63.53 WP_177134532.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta... 229 229 B8%  2e-73 65.66 WP_2B52348352.1
biphenyl diexygenase small subunit [Pseudomonas putida B&-2] 238 23 B9¥  2e-73 E4.87 ACNG235A.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 228 228 94%  Se-73 6l.82 WP_25234294E.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid diosygenase... 228 228 98X 6e-73 68.33 WP_P11797E217.1
TPA: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 227 227  94%  1e-72 E8.44 HIGFESSE.1
benzene 1,2-dioxygenase [Cycloclasticus sp.] 226 226 B9%  2e-72 £3.22 PHS7342E.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid diewygenase subunit beta... 226 226 92%  3e-72 62.87 WP_18238£224.1
bphA2 bphE Biphenyl dioxygenase subunit beta [Pseudomonas putida] 226 226 92X 3e-72 E2.87 PNEE3ZTE.1
biphenyl dicxygenase subunit beta [Achromeobacter sp. BP3] 226 226  B9X  Ee-72 E2.87 ACF28635.1
G452 [uncultured bacterium] 225 225 98X 7e-72 GSE.72 ART3IES88.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase... 225 225 92%  9e-72 62.54 WP_152965112.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid diewygenase subunit beta... 225 225 91%  9e-72 E£2.57 WP_1442440989.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase... 224 224 B9R  1e-71 £2.87 WP_248123816.1
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit... 224 224 BEX  1e-71 6&6.27 WP_128221952.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase... 224 224  B9%  1e-71 E2.87 WP_g83451283.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase... 224 224 B9%  12-71 £2.87 WP_854893722.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 224 224 93% 1e-71 GE.15 WP_122227253.1
dioxygenase [Pseudomonas furukawaii] 225 225 B9%  2e-71 G2.87 AAAZETS4.1
Biphenyl 2,3-dicxygenase small subunit (Bpha2) [Paraburkhelder... 225 225 29% 2e-71 £2.87 ABE37@GE.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 224 224 98X  2e-71 58.15 WP_12222758E.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta... 224 224 1@e8% 22-71 61.78 WP_884398235.1
biphenyl dicxygenase beta subunit [Pseudomenas abietaniphila] 224 224 B9¥  3e-71 E2.87 BARIE1257.1
benzene 1,2-dioxygenase [Cycloclasticus sp. 44 32 Te4] 223 223 2BX  3e-71 £3.95 OQUREI3TE.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 223 223 29% 4e-71 £2.28 WP_@35827513.1
MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit... 223 223 91%  4e-71 £2.21 WP_B845599447.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Hyphomen... 223 223 91%  5e-71 62.21 WP_851687913.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 223 223 92% Se-71 £1.49 MBC7214132.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Hyphomen... 223 223 BBX  6e-71 63.86 WP_112873753.1
terminal dioxygenase small subunit [Pseudomonas sp. Cam-1] 223 223 29%  7e-71 £1.68 AAK14722.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 222 222 91%  Be-71 68.23 WP_284154747.1
biphenyl 2,3-dicxygenase small subunit [Cupriavidus sp. SK-4] 223 223 89%  Be-71 62.28 AFCEIE43.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 222 222 B9¥ 9e-71 E1.62 WP_850489851.1
biphenyl dioxygenase beta subunit [Pseudomonas aerugincsa] 223 223 29%  2e-78 &1.688 BBI21417.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 221 221 94%  2e-7@ G57.46 WP_2174£3377.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid dioxygenase... 219 219 92%  9e-78 68.92 WP_243566691.1
biphenyl dioxygenase beta subunit Bpha2 [Acidoverax sp. KKS1e2] 228 228 92% 9e-78@ 68.92 AFUSEEEL.1
benzene 1,2-dioxygenase [Bordetella sp. SCH &68-11] 219 219 98X le-59 G52.32 ODU9E9SE.1
RecHame: Full=Biphenyl dioxygenase subunit beta; AltName:... 219 219 92%  le-g% 68.92 Q52439.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid diosygenase... 219 219 98X le-59 &8.59 WP_161124831.1
biphenyl 2,3-dioxygenase small subunit [Pseudomonas alcaliphil... 228 228 89X 2e-69 E1.68 ADD25152.1
Rechame: Full=Biphenyl dioxygenase subunit beta; Altname:... 219 219 92%  22-69 6@.34 Q46373.1
benzene 1,2-dioxygenase [Cycloclasticus sp.] 219 219 94%  2e-89 G59.56 MAV2I957.1
biphenyl 2,3-dioxygenase beta subunit [Extensimonas wvulgaris] 219 219 92%  3e-69 68.34 ROXN11984.1
3-phenylproplonate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 218 218 92% 3e-59 G59.77 WP_155187554.1
benzene 1,2-dioxygenase [Cycloclasticus sp. Phe_18] 218 218 91%  3e-89 G5E.66 KXI4S9EE8.1
3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta... 218 218 92%  3e-59 68.34 WP_113452284.1
benzene 1,2-dioxygenase [Piscirickettsiaceae bacterium] 218 218 29% 4e-89 £1.49 PCI7E175.1
beta subunit of terminal oxygenase [Xanthobacter... 218 218 1@@% 6Ee-69 G54.26 BAC9E9S7.1
aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta... 218 218 98% 1e-68 55.58 WP_229844276.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid diexygenase... 216 216 91% 2e-6E GE.66 WP_B16399GE6.1
MULTISPECIES: 3-phenylpropicnate/cinnamic acid diexygenase... 216 216 91% 2e-68 G5B.66 WP_P158@6589.1
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Anexo 8. Resultados del BLAST de la enzima Bencilsuccinato sintasa

Max Total Query E Per.
rescription score Score cover Walue Ident Accession
benzylsuccinate synthase [Desulfobulbus sp. Tol-SR] 682 682 188% e.8 18@.88 KE032693.1
glycyl-radical activating protein [Desulfosarcina owvata] c2g cag 97% 2.8 75.78 WP_1553285218.1
glycyl-radical activating protein [Desulfosarcina... 498 498 188% 3e-175 73.83 WP_8B3455427.1
glycyl-radical activating protein [Desulfosarcina ovata... 483 483 98 1e-16% 74.75 BBOSS5955.1
glycyl-radical activating protein [Desulfosarcina owvata] 427 427 SEx 2e-147 58.86 WP_155388357.1
glycyl-radical activating protein [Desulfosarcina owvata] 426 426 =144 1le-146 59.75 WP_155328638.1
glycyl-radical activating protein [Desulfobacula... 417 417 98% Se-143 £1.42 WP_214955878.1
BssD [Thauera sp. DNT-1] 488 488 6% Be-136 57.23 PBACE5499.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum... 392 392 =1 2e-133 56.25 WP_159256949.1
MULTISPECIES: [benzylsuccinate synthase]-activating enzyme... 389 389 SEx Ee-132 55.31 WP_858417933.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum... 3BT 3BT =1 2e-131 55.88 WP_169138895.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Azoarcus sp. DN11] 384 384 SEx 42-138 55.31 WP_121438777.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfosarcina... 384 384 93% Se-138 55.78 WP_15538E8557.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum... 384 384 =11 Se-138 54.59 WP_159119533.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum... 384 384 SEx 7e-138 55.88 WP_1£9199228.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum... 384 384 97% 9e-138 55.11 WP_157886581.1
4-isopropylbenzyl-succinate synthase activating enzyme [Thauer... 324 384 9ax S9e-138 57.64 AIS2I7EeE.1
Benzylsuccinate synthase activating enzyme [Aromateleum... 382 382 SEx 2e-129%9 55.82 CAI87157.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum. .. 382 382 9%  3e-12% 55.88 WP_248395829.1
benzylsuccinate synthase subunit delta [Desulfobacteraceae... 382 382 =1 3e-129 59.87 OPX32963.1
TutE [Thauera aromatica] 382 382 SEx 12-128 55.35 AAC38452.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum... 379 379 =1 4e-128 55.88 WP_l69286342.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Magnetospirillum... 375 375 943 Se-127 55.18 WP_89:5788837.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Herminiimonas sp... 375 375 SEx 1e-126 54.868 WP_8225917848.1
putative benzylsuccinate synthase activating enzyme... 374 374 = 2e-126 54.78 BADS2364.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Thauera aromatica] 374 374 99% 2e-125 52.89 WP_178118819.1
Rechame: Full=Benzylsuccinate synthase activating enzyme... 371 371 SEx Se-125 53.75 OE7941.2
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Thauera... 7e 378 =144 2e-125 53.12 WP_875147768.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Aromatoleum... 378 378 SEx 1e-124 55.94 WP_876684493.1
glycyl-radical activating protein [Desulfosarcina ovata] 369 369 94%  32-124 54,66 WP_155321818.1
glycyl-radical activating protein [Gecbacter daltonii] 358 358 943 1e-119 57.85 WP_812647522.1
glycyl-radical activating protein [Gecbacter bremensis] LTS 356 97% Ee-119% 55.21 WP_826842287.1
glycyl-radical activating protein [Desulfosarcina... 351 351 6% 2e-117 52.68 WP_854833345.1
glycyl-radical activating protein [Gecbacter daltonii] 347 347 SEx 2e-115 55.14 WP_212847532.1
glycyl-radical activating protein [Gecbacter argillaceus] 332 332 943 2e-18% 51.92 WP_145823188.1
hypothetical protein APF21_25218 [Desulfesporosinus sp. BRH_c27] 327 227 94 Se-188 58.32 KUO7e8s62.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Geobacter... 328 328 943 1e2-187 55.18 WP_2284511525.1
[benzylsuccinate synthase]-activating enzyme [Desulfosporosinu... 327 327 943 1e-187 49.88 KUO73789.1
benzylsuccinate synthase subunit delta [Deltaprotecbacteria... 323 323 93% 1e-186 49.68 RLBEZEE5.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfallas gibseoniae] 324 324 91% 1e-186 51.49 WP_88E524E859.1
Glycyl-radical enzyme activating protein family... 2@ 328 94%  Be-185 45.98 KUKE3984.1
TPA: benzylsuccinate synthase subunit delta [Desulfotomaculum... 328 328 943 2e-184 42.9¢ HBY@5122.1
hypothetical protein WRE6_15799 [Peptococcaceas bacterium... 318 318 SEx 2e-184 45.88  KIS4z128.1
hypothetical protein WRE6_28855 [Peptococcaceas bacterium... 318 318 6% 4s-184 45.8% KIS47215.1
hypothetical protein JL57_12745 [Desulfosporosinus sp. BICA1-9] 316 316 943 2e-183 S28.88 KISE2835.1
hypothetical protein 2Tes_es945 [Desulfosporosinus sp. Tol-M] 315 315 SEx Se-183 43.77 KEP7E181.1
Glycyl-radical enzyme activating protein family... 3132 313 94 4e-182 47.94 KUK53EGE.1
TPA: benzylsuccinate synthase subunit delta [Desulfotomaculum... 328 328 943 2e-184 42,98 HEYS5123.1
hypothetical protein vREE6_1579@ [Peptococcaceae bacterium... 318 318 SEX 2e-184 45,88 KIS48188.1
hypothetical protein vREE6_28855 [Peptococcaceae bacterium... 318 318 SEX 4g-184 49,89 KIS47219.1
hypothetical protein JL57_12745 [Desulfosporosinus sp. BICA1-9] 316 316 943 2e-183 58.88 KISES835.1
hypothetical protein JT@5_es945 [Desulfosporosinus sp. Tol-M] 315 315 SEX Se-183 48.77 KGP7E181.1
Glycyl-radical enzyme activating protein family... 313 313 943 42-182 47.94 KUKS3E58.1
TPA: benzylsuccinate synthase subunit delta [Desulfotomaculum... 312 312 943 Se-182 47.94 HAU31726.1
hypothetical protein DSCOOX_88288 [Desulfosarcina ovata subsp.... 318 318 75X Se-182 5£.92 BEOBES4E.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Meorella glycerini] 318 318 97% 4g-181 45.79 WP_178291874.1
hypothetical protein DSCO23_ee8248 [Desulfosarcina ovata subsp.... 385 385 75X 2e-188 S56.13 BBEO79458.1
TPA: hypothetical protein [Candidatus Atribacteria bacterium] 384 RS 943 2e-99 45,95 HEYS7499.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfallas gibsoniae] 3e1 381 93%  9£-98 47.42 WP_@9s524669.1
hypothetical protein APFES1_88518 [Desulfosporosinus sp. BRH_c37] 296 298 943 Se-95 45,33 KUOT72244.1
benzylsuccinate synthase subunit delta [Firmicutes bacterium... 295 295 943 2e-95 45,88 PKMEE38S.1
putative benzylsuccinate synthase Bssk [Clostridia bacterium... 293 293 943 9e-95 45,25 ADJ93S32.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Deltaprotecbacteria... 289 289 93% 3e-93 46,58 RLELl834.1
Glycyl-radical enzyme activating protein family [Atribacteria... 286 286 29% le-91 45,45 KUKSE785.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfosarcina owvata] 281 251 2% Se-82 42,72 WP_155389492.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfatibacillum 258 258 S3% 1e-88 41.77 WP_873475849.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfatibacillum 256 258 21% 3e-88 45,82 WP_2812518859.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfatibacillum... 256 258 21% 7e-88 45,45 WP_873472228.1
hypothetical protein w47_le3828 [uncultured Desulfobacterium sp.] 255 255 93% 2e-79 42,86 CBEX29481.1
putative naphthyl-2-methyl-succinate synthase activating enzym... 255 255 93% 3e-79 42,85 ADBS4295.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfatibacillum... 254 254 21% 3e-79 45,45 WP_828315532.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfatibacillum... 254 254 93% Se-7% 41,45 WP_215945978.1
TPA: glycyl-radical enzyme activating protein [Candidatus... 252 252 25X Se-79 44,86 HECI2E99.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfoglaeba... 253 253 93% 1e-72  39.18 WP_137424349.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfoglaeba... 252 252 93% 2e-73 38.54 WP_137425332.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfobacteraceae... 249 249 2% Se-77 39.87 RIP38439.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Firmicutes bacterium] 248 248 2% 1e-7& 48.13 HNLY38516.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfoglaeba... 247 247 93% 1le-7& 38.14 WP_137425329.1
hypothetical protein VRES_84565 [Peptococcaceae bacterium... 2485 245 93% 2e-7& 39.38 KISeleal.1l
glycyl-radical enzyme activating protein [Clostridium... 246 245 93% 3e-76 41.94 WP_829162773.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Desulfobacteraceae... 2485 245 93% 4g-75 37.66 RIPS4131.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Actinobacteria... 245 245 2% Ee-7& 48.85 NPVE9199.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Dehalococcoidia... 245 245 29% 1e-75 42,71 TET14439.1
glycyl radical-activating protein [Desulfobacterales bacterium... 244 244 2% 2e-75 39,18 PIP37942.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clestridium... 244 244 91% 2e-75 48.73 WP_185152845.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Cleostridia bacterium] 243 243 91% 2e-75 43,38 WP_178478267.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clostridium fallax] 243 243 92% 2e-75 48.33 WP_872897848.1
glycyl radical-activating protein [Syntrophobacterales bacteri... 244 244 2% 3e-75 39.55 PIP@7768.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clestridium... 243 243 91% 3e-75  48.73 WP_184489157.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clestridium... 243 243 91% 3e-75  41.39 WP_1158483397.1
putative naphthyl-2-methyl-succinate synthase activating enzym... 245 245 95% 3e-75 38.58 SPD74E32.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Protecbacteria... 244 244 s8R 4g-75 44,49 RIK93G666.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Candidatus... 243 243 29% Se-75 42,83 PDM2E119.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Candidatus... 243 243 29% Ee-75 42,83 RISE35E4.1
TPA: glycyl-radical enzyme activating protein... 243 243 2% Ee-75 38.14 HBN2EZE2.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clostridium sp. CL-2] 242 242 2% 2e-75 38.83 WP_832118223.1
TPA: glycyl-radical enzyme activating protein [Anaerclineae... 242 242 92% 1e-74 48.85 HIE39828.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clostridium... 241 241 91% 1e-74 41.86 WP_929452368.1
TPA: benzylsuccinate synthase subunit delta [Desulfotomaculum... 241 241 81% le-74 44,18 HAG11748.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clostridium sporegenes] 241 241 92% 1e-74 39.34 WP_1£53253456.1
4-hydroxyphenylacetate decarboxylase activating enzyme. 241 241 9% 2e-74 3B.36 SCKE45E3.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Actincbacteria... 241 241 92% 2e-74 48,32 MBLCT7253279.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Clostridium drakei] 241 241 93% 2e-74 48,97 WP_B32876337.1
glycyl-radical enzyme activating protein family [Candidatus... 241 241 94% 2e-74 3B.14 O0OLS13187.1
MULTISPECIES: glycyl-radical enzyme activating protein... 241 241 92% 2e-74 39.82 WP_9283489312.1
glycyl-radical enzyme activating protein [Drancourtella sp.... 241 241 93% Ie-74 48,45 WP_BS7281768.1
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Anexo 9. Arbol general de las enzimas que participan en la ruta de degradacion del Benceno

WP_191106732.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding c i ining protein|. b seifertii]

WP_114271473.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domai ining protein [ b m ialis]
WP_174738776.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acnetobacter oleivorans]
HCU3293 1 TPA: phenol hy droxylase [Acinetobacter nosocomialis]

WP_031995725.1 2Fe-2Siron-sulfur cluster binding domai ining protein [Adinetobacter cal icus/baumanii complex]
WP_004857997.1 2Fe-2Siron-sulfur cluster binding domai ining protein [Ad ter]
WP_0S7606502.1 2Fe-25 iron-sulfuer cluster binding domai irg protein [Ack ter cal icus/b i comples]
WP_151761572.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding d i ining protein|. bacter seifertii]
o WP_174755501.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domai ining protein [ acter olei 1
WP_151744611.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding d i ining protein|. ter cal icus]
WP_031966455.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding d protein]. bacter i)
2 WP_108008449.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acnetobacter pittii]
WP_046512073 1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domai ining protein bacter pittii]
WP_075382604.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Acinetobacter pittii]
WP_101663773.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding d i protein| bacter pittii]
o0, VP151827333.1 2Fe-2Siron-sulfur luster binding domat ining protein [ Dbacter ]
WP_191012905.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding d i protein| b seifertii]
0.001 WP_174722758.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding d protein [A tobacter seifertii]
MPS599651 Fe-251 lfus cluster binding domai ining protein [Ack sp)
WP_130121864.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding d protein [Acinetobacter pittii]
WP_151799318.1 2Fe-25 iron-sulfur dluster binding doma ining protein | b ialis]
WP_013108461.1 2Fe 25 iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Ac ]
WP_000520482 1 2Fa-25 iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Adi
WP_032012066.1 2Fe-25 tron-sulfur cluster binding c protesn [ ’ plex]
2 WP_151763515.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding i protein[.
WP_032041260.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Ac icus/b id complex]
WF_004793604 1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acinetobacter]
T "5 WEP_O77165214.1 2Fe-25 tron-sulfur cluster binding ck proten [. 1
0003 | s WP_151792447.1 2Fe 25 iron-sulfur cluster binding doma ining protein [Aci seifestii]
WP_086405885.1 2Fe-05 i Ifur luster binding domai ining protein [Adi seifertii]
WE. 1 benzene 12-dioxyz: sphing: soli]

ART33531.1 H32 [uncultured bacterium]
ART38360.1 G230 [uncultured bacterim]

ATP40473.1 benzene 12-dioxys: [Rugosib icivorand]

ART374421 E160 [uncultured bacterium]
ART40070.1 K690 [unculture d bacterivm]

ART36220.1 C454 [unculture d bacterium]

KJS35300.1 benzene 1,2-cioxygenase [Hyphomonas sp. BRH_22]
WEP_048856451.1 benzene 12-cioxygenase [Erythrobacter atlanticus]

HAC347541 TPA: berzoate 1,2-dioxy genase small subunit [G: ap teria b

WP_122227606.1 suclear transport factor 2 family protein [Poeudo xanthomenas spadis]

WP_126537176.1 ic-ring- T dro vy lating dioxys subunitbeta [Aerosticea soli]
MBA42155731 benzoate 1,2-clio xy genase small subunit [Polaromonas sp.|

WP_096697594.1 nuclear transport factor 2 family protein [Polaromonas sp. AER1SD-145]
RCX10671.1 berzoate / toluate 1,2-dioxygenase beta subunit /anthranilate 1,2- dioxygenase ( deaminating, decarboxylating) small subunit [Extensimonas vulgaris]

‘WP_114482671.1 nuclear transport factor 2 family protein [Extensimonas vulgaris]

0029




MAAT3356.1 benzene 1,2- dioxy genase [Selinisphac racear bacte riwm]
MBD3732575.1 berzene 1,2-cioxygenase [Sphingopyxis sp.]
WP_054735150.1 hypothetical protein [Sphingopyxis macrogol tab:da]
WP_005357747 1 benzene 1,2-dioxygenase [Sphingopyxis sp. GW247-27L8|

0101
NDC10140.1 benzene 1,2- dioxy genase [Oxal bactesitem]

NNL86770.1 Snoal-Like domai ining protein [My bacterium]

RYE48515.1 hypothetical protein EOP24_06715 [Rizobiales bacterium]

WP_169102979.1 benzoate 1,Z-dioxygenase small subumt [Azohydromonas sp. G-1-1-14]
0.109
WP_06 1b 1,2-dioxyg small subsnit [Azohydromonas lata]

WP_109037585.1 benzo ate 1,2-dioxygenase small subenit [Aquabacterium olei]
OGE01857.1 benzoate 1,2- dioxy ge nase small subunit [Burkholderiales bactesium RIFCSPHIGHO2 12 FULL,_63_20]
WP_077451919.1 benzoate 1,2-dioxygenazm mmall subunit [Psyclrobacter piechaudii]

WP_149418786.1 benzoate 1,2-dioxygenase small subunut [Pseudomonas sp. ANT _HI2B]

0.207 WP_11149802¢ 1 benzoate 1,2-diovygenase small subunit [Marinobacter]

WP_047169285.1 benzoate 1, 2-dioxygenase small subunit [Sphirgemonassp. Y57]

T MAA73360.1 benzene 1,2 dioxy genase [Selinisphae saceas bacte sium]

0,018 WP_144733670.1 2Fe-25 iren-sulfur dluster binding i protein[Acine tobacter ]

-0.001
0001
0.006
-0.001

WP_057062319.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding d protein][. ter pitty]

WP_044100886.1 2Fe-2S iron-sulfur custer binding domair-containing protein[ Acinetobacter pittii]
WP 12Fe-25 Ifess clucter binding domai ining protein[ Adinetobacter sp. AKBSI6]

WP_017309432.1 2Fe-2Siron-sulfur cluster binding domain-containing protein [Acinetobacter]

I__{: WP_191015213 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding dom. protein [/ b seifertii]
0.004

WP_039250676 1 2Fe-25 iron-sulfux cluster binding domai ining protein [Acine obacter b 5]

0
0.003
0.001
IW WP_003303623 1 2Fe-25 iron-sulfux cluster binding domai ining protein [Acine ob sp. NIPH 5]

—E WP_191105466.1 2Fe-2S iron sulfix cluster binding do protein [Actne tobacter seifertii]
0.002 Soos WP-077162569.1 2Fe-25 tron-sulfux cluster binding do protein [Acne tob EC%)|

0.002 i WP_000122053 1 2Fe-25 iron-sulfix cluster binding dom, protein [Acineob b ii]
0.004 o WP_123565026 1 2Fe-25 iron sulfur cluster binding domai ining protein [A b b ii]
WP_163049547 1 2Fe-251 dfur cluster binding do: protein [A b b ]
WP_174723566 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding do: protein [Acine ob pitti]
HBUS9317.1 TPA: phenol hy droxylase [Adnetobacter sp]

WP_100291232 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Acine ob seiferti]

WP_049065248 1 2Fe-25 iron-sulfux cluster binding dom. i protein [A b seifertii]
WP_000122050.1 2Fe-2S iron-sulfur duster binding do: protein [A b ]
WP_000122052 1 %25 iron-silfix duster binding domai ining protein [Ac ]
WP_1235482414.1 2Fe-251i: alfr cluster binding domai ining protein [/ b b ii]
WP_002163202 1 2Fe-2S iron-silfux duster binding do & protein [ bacter]
WP_0316711321 2Fe-2S ironsulfux cluster binding dom ining protein [ bacter b 1
WP_114£2588351 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding dom. ining protein [Acine tob b i]
WP_005132747 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding do: ing protein [/ b b i]
WP_014206216 1 2Fe-25 iron-sulfux cluster binding dom. protein [A b pitai]
WP_032004003.1 2Fe-251 lfixr cluster binding dom, & protein [/ L sp. 150444]
WP_069122673 1 2Fe-2Siron-sulfx cluster binding domai ning protein [Acine obacter pithi]
WP_057069820 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding dom, ining protein [Acine ob pitti]
WP_069030557 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding do: g protein [/ b pithii]
WP_191011091 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter seiferti]
WP_003076915.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domaincontaining protein [Acine tob acter pittii]
WP_063095441 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding dom ining protein [A b acter pittii]
WP_057105723.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter lactucae]
WP_114189995.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<containing protein [Acine tob acter bmmannii]
WP_017386344.1 2Fe-25iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Adnetobacter]

osL



0011 ALJ90644 1 phenol hydroxylase [Adnetobacter pittii]
0005 FAVIS521TPA: phenol hydroxylase [Adnetob ialis]
0.002 T!T% WP_031997397.1 2Fe-2S iron-sul fur duster binding domai ining protein [A b l cus/b i comples]
bommgTTTT WPL017393686.1 Fe2Siron-sulfur duster binding domat ining protein [Acnetob 1
o ] o001 —E S5R08645.1 phenol 2-monoosygenase [Acine tob acter nosocomialis]
0005 5 WP_1142199941 2Fe-2S iron-sulfuwr cluster binding domai ining protein [Acine b act ialis]
¢ WP_17:740166.1 2Fe-25 ironsulfir chuster binding domai ining protein [Acine obacter seifertii]
WP_107972377.1 2Fe-25 ironsulfiw chuster binding domai ining protein [Acine obacter seifertii]
WP_107882531 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter oleivorans]
0 o001 WP_151741871 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter seifertii]
WP_039757494 1 2Fe25 won-sulfir duster binding domat ing protein [Adnetob 1 icus/b ii comples]
I WP_104918972 1 2Fe-25 ironsulfur cluster binding domai ining protein [Acine b act iali]
0 WP_15129945 1 2Fe-25 ironsulfur cluster binding domai ining protein [Acine b acte ialis]
WP_005070268.1 2Fe-25 iron-sul fur duster binding domai ining protein [ bacter]
0.003 : Ir':é" WP_119685692 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter pittii]
) 0.005 Som~ WP_130173997.1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Acineobacter pittii]
0006 WP_069036785.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter pittii]
0.003 IT WP_130118633 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Acine tob acter pittii]
o WP_174743843 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domaincontaining protein [Acine tob acter oleivorans]
00 WP_100191838 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<containing protein [Acine tob acter seifertii]
WP_017481380.1 Fe-2S iron-sulfur duster binding domas ining protein [Adnetob L icus/b ples
WP_032042130 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter sp. 1578504]
WP_032063339.1 Fe-2S iron-sulfur duster binding domai ining protein [Acnetob il icus/b ii comples]
0 WP_086394541 1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domai ining protein [Acine tob acter pittii]
WP_0658934424 1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domai protein [Ack b seifertii]
WP_167363885.1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domain<ontaining protein [Acine tob acter pittii]
WP_022574726 .1 2Fe-25 iron-sulfur cluster binding domai ing protein [Acine b ialis]
0 WP_0320526801 2Fe-2Siron-sulfur cluster binding domai ining protein [Ad b 1! icus/b i ple ]
WP_151683761 1 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding dom protein [A b seifertii]
o WP_151740349 1 2Fe-25 iron sulfur cluster binding domaincontaining protein [Acine b acter nosocomialis]
5 WP, 12Fe-25i Ifur cluster binding doma protein [Acine b acter sp. 526659
WP_15182621 Fe-2Siron-sulfir cluster binding domai ing protein [4 b 3]
0 [Gom WP-057076996.1 2Fe-25 tron sulfur cluster binding domat ining protein [Acine tob acter pithi]
0.003 L wWP_068614162 1 2Fe-25 iron sulfur cluster binding domai ining protein [Acine obacter pittii]
o {m:_mzmq_vu 2Fe-Siron-sulfur cluster binding domai ining protein [Acine tob acter oleivor as] )

Nota: Las enzimas parte de las rutas para la degradacion del benceno se marcan de amarillo y el recuadro celeste pertenece al ancestro de la Fenol 2-monooxigenasa.
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Anexo 10. Arbol general de las enzimas que participan en la ruta de degradacion del Tolueno

ase proteinc ex)

1TPA: 2Fe-25

HFB63934 1 TPA: 2Fe-2S ferred oin [Asromenadales bacterizm]

Joooy VVP-092699297.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Acidovorax sali
et W WP_026434962.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Acidovorax sp. JHL-3]
oo "P-086911017.1 phenal hydrovylase subunit P4 [Acidovorax carclinensis]
0.028 lm WP_086926252.1 phenal hydraxylase subunit P4 [
o WP-119105274.1 phenol hydroxylase subunit P4 P yongi]
WP_106447155.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Simplicispira suum]
— SgeT— WP-027994675.1 phenol hydraxylase subunit P4 [Simplicispira psychrophila]
35— WP-113934707.1 phenal hydraxylase subunit P4 [l ]
oo WE-L19014755.1 phenal hydraxylase subunit P4 P P
s s WP_091456665.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Giesbergeria anulus]
WP_187595605.1 phenol hydraxylase subunit P4 [Diaph ruginosibacter]
WP 1 phenal hydroxylase [Diap cter sp. HDW4B]
| 001 WP_166300134.1 phenol hydraxylase [Diaphorobacter sp. HDW4A]
= Ts—— WP-183017515.1 phenol hydraxylase subunit P4 [Delftia sp. UMESS]
o7 WE-179626525.1 phenol hydraxylase subunit P4 [C sp. BYUSD)]
0.002 5~ WP_057092657.1 phenol hydraxylase subunit P4 [C ydans)
0.009 Jor WP-063664242.1 phencl hydraxylase subunit P4 [C ydans]
_F"ﬂ; WP_046462197.1 phenal hydraxylase subunit P4 [C
) --- WP_003066651.1 phenal hy subunit P4 [C )
WP_149356726.1 phenol hydraxylase subunit P4 [C testosterani]
WP_087052002.1 phenal hydraxylase subunit P4 [C i)
— WP_027014350.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Ci composti]
'”T lw WP_(9409705 1.1 phend hy sabunit P4 [,
005 L@ WP_647351221.1 phendl hydroxyiase sxbunit P4 [Diaphorobacter sp. 5-51)
"y 0.002 WP_224538555.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Comamonad ace 2¢)
01 WP_153266379.1 Rieske 2Fe-2S domais- ontaini) otein [Acidocella aromatic a)( Tolue ne-4-
0022 Im TAMG13071 2Fe 25 deria sp ) Toluene-4. genase protem camplex)
0001 WP_126513270.1 Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Marinobacter salarius]
Bl WP_126701963.1 Rieske 26 25 domuai ing protei ginosa)(Teluene4 3
0039
2095 HHB55131 TPA:2Fe-2S P
WP_641065999.1 Rieske 2525 doy ining protein [Thiclap (Tolvene-+ B
MSRI37191 2Fe 25 p
MER730791 2Fe 25 P
| 1TPA: 2Fe25 in [Thermop spl
10.029

s WP_24774225.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [ Arcobacter cibaries)(Tcluene-4-

protein camplex)

Bobeavh

RLA®1291 2Fe-25

RLAMS0812Fe-25

P Bpheny}

RNLS77011 2Fe-25

HEC05608 1 TPA: 2Fe-2S feredoxin [Acidimicrobrales hacterum]

clnese-4 monooxygense profein complex)

0343

sp. DSW25-10)(Tal

+ protein complex)



WF_020932934.1 Rieske 2Fe-25 d ining protein [C icus) Tolvene-4 protein complex)
PCI6285.1 2Fe-26 ferve dovin [Pistirickettsiaceae bacts rium] (Tolvene)
MAV30346.1 1Fe-25 ferredoxin [Cyelodasticns sp.]
oy KO #4571 225 ferredaxin [Cieloclasticns sp. Phe_13](Taluexo)
T 0.092 HIGP109 1 TPA: 2Re-25 ferred min [Cyd slasticns sp]
o OURSS71L.1 2Fe-25 ferredoxin |Cydodasticns sp. H_32_To4)(Hydrocarbons)
0009 — HIFIT209.1 TPA: 2Fe-25 farredoxin [Cyeleclastions sp.]
pose ,01__ WP _104955475.1 Rieske 2Fe-25 domain<antaining protein Sphixgbinat sp. SCG-1] Talueme4 genase prolein comple
0 L WF_(70156813.1 Rieske 2Fe-15 domail i i p i Td 4 Y P
o WP _119732333.1 Rieske 2Fe-26 domai i protein sp KIW22B9) Telnene 4 genase prctein complex)
05 . WP _109907357.1 Rieske 2Fe-15 domain<outaining protein [Zawerzinia sp. HR-AS}(Td nene-+ protein camp
638 - WE_109923375.1 Rieske 2Fe-15 domai ing protein | Z2varzinia compransric) Tolnere-4 genase proten campl
WEF_(27834929.1 Rieske 2Fe-15 domail i i i L 4 protein complex)
0.047 - MBTI0443.1 2Fe-26 ferredoxin |Oceancspirillaceze bucterim]
i 5| Q00453.2| TMOC_PSEMER: s gease systeu, fectedonin caxponent; Short=TIMO; AltName: Full-Toluene-4 manoxcygera
AAAZHUL1 toluene-+
e AJO63017 1 ferredavin P ra— 15
pdb] IVAD| A Chaim &, Tdnene4-momooxygenase Syslem Profein €
pdb| #P1B]H Chain K, Tolnens-+-menooxygenase system: ferred oxin subunit
B pb| 471 | Chain H, Teluene-+ mazomvygeauase syslem ferredod subuait
WP_1175057731 Rieske 2Fe-25 domain-ccntaining protein [Hydrogenophaga](Telue ne-+ Vi profein camyl
MBEO333678.1 Rieske 2Fe-2 S domain-containing protein [Hydrogenopha gz sp J{Methane -iron)
== PKO24500.1 2R-26 ferredoxin [Betaprote cbacteria bacterinm HGW-Bataprot: chacteria-9) (Td uene-4-menooxygenase profein complex
L EW563927.1 Tolnene-4 i protein C [Hydrogenophaga p. ]
0071
5 WP_1133900111 Rieske 2Fe-25 domain< ontaining protein [Rosei  Toluene-4 B proeincanplex)
WP_0142801601 Rieske 2Fe-25 domain-antairing protein [Yanth obacter sp.126](Toluene4 monooxygenase pratein complex)
0012 004 -
T TXGS5934 1 2R-26 ferred oin [Th icrobi i 4 i protein complex)
051 RTL512011 2Fe-25 ferredexin [Rhodocyd aceae bacterium]
™ TBRI519 1 TFe-25 ferredodn Rugosibacter sp ] (Toluene 4 moncoxygerase protein complex)
0177 lm AJPISIST1 2Fe 25 ervedoxin [Rugesi fverans] Aromatic polycydic by
T WP_1§2164930.1 Ri¢ske 2Fe-25 domain-< ontzining protein [Duganella sp. LX20W)(Tolnens-+-monooxygenass protein comples)
WP_I7T2317408.1 Rieske 2Fe-25 & ing protei ia sp. 1N} Tolvene-4 3 profein complex)
WP 0304352411 Rieske 2Fe-2§ domain< ntaining protein Tolnene-4 ygenase protein campl
QCT244451 TmoC [Psend Tolnene-4 TE proteincampl
WP_094162191 Rieske 2Fe-2S domain< ontairing protein [ Thiomonss delicatz)(Tanene-+ mencorygenase protein complex)
o WP_024336901.1 Ritske 2Fe-25 domain-tontaining protein [Comzmonas budia) Toluene-+monooxygenase protein camplex)
WP 0113234161 Rieske 2Fe-15 domain-ontaining protei inm pefrdeiphi o 1 ygenase prolein complex)
TAMI12857.1 2Fe-25 ferredoxin [Si inm](Tdusne-4 E protein complex)
TBR10082 1 TFe-25 ferredodn [Rugosibacter sp ] (Toluene 4 menooxygerase protein complex)
0.031 AJP48187.1 2Fe-25 ferre dovin [Rugosibacter aromaticiverans)( Aromatic polycydic hydrocarbons) L

PKO841251 1Fe-15 ferredoxin [Betaprofe chacteria bacterinm HGW'Betaprote chacteria-11]] (Td uene-4-moncoxygenase protein complex)

T WP_01830262 1 Rieske 2Fe-25 domuain< ontairing p It sali){ Toluene-4 5 protein compley)
oy WPSSLNT1 Riske 615 donaine laring prein| ach polifanus](Tolue ne-4 genase protein compl
0132 TAI33L1 2Fe 25 ferredorin ]henes genase pretein conplex)
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0012

86

[0.006 WP-169146905.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [Zocgloea sp. G-4-1-14)( Toluene-4 monooxygenase protein complex)
L Im KAB2918343.1 Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Zoogloea sp.] Toluene)
WP_153160043 1 Rieske 2Fe-25 domain<antaining protein [Zocgloea sp. 1C4](Tolnene-4-monocxygenase protein compiex)
WP _153167094.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [Thauera sp. 2A1)( Toluene-+ monooxygenase protein complex)
WP_07%436236.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [Zocgloea sp. LCSB751](Toluene-4-monooxygenase protein complex
poxs| a2 RTL35508.1 2Fe-25 ferrs doxin [Rhodocyclace ae bacterium]
WP_028439504.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [Thiothrix lacustris]
0033 QLQ30796.1 Rieske 2Fe-25 domain-confaining protein [Thiothrix sp.]
052] WP_002710609.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [Thiothrix nivea) (Tauene4-manoaxygenase proteir complex)
WP_073119342.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [Chromatiaceae bacterium 21 41T STBD.0c.01a) (Toluene-4-mon ooxygenase |
T s TXG88456 1 2Fe-25 ferredoxin [Zoogloea sp ) (Toluene-4-monooygenase protein complex)
008 TXH43%06.1 2Fe-25 ferredoxin [Burkholderiaceae bacterium] (Teluene-4 monoaygenase protein complex)
o ooy PKOIIA1 22 in (Betaproteobacteria bacterium HGW-Betaprote obacteria-6)(Toluene 4 ygenase protein cemplex)
T 2 ]W PKO3%67.1 2R-25 i (Betaprote obacteria bacterinm HGW-Betp ia-4]] Tolnene-+ monooxygenase protein complex
"5 WP_1428047911 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein [Tepidiphilus sp. J16](Toluene-4-monooxygenase protein complex)
| - WP_114969366.1 Rieske 2Fe-25 domain<antaining protein sp. OTUL}(Toluene-4 ygenase protein camplex)
i T NMM23282 1 Rieske 2Fe-25 domain-containing protein [Glaciimonas sp.}(Lithogenic hydrogen - Sulfate)
“"lﬁﬁ EWS65369.1 Toiuene-4-manocwygenase systemprotein C [Hydrogenophaga sp. T4]
0007 T3 TXT26376.1 toluene ygenase system in subunit [Rh
T WP_117609062.1 Rieske 2Fe-25 domain<ontaining protein sp. HYN0O 4] (Toluene-4-monooxygenase peotein complex)
7 WP_062085394.1 Rieske 2Fe-25 domain. ining protein [Burkhol deriace ae] (Toluene 4 ygenase protein complex)
- 045! o WP_011516080.1 Rieske 2Fe-2S domain-containing protein [Burkhol deriaceae]
: T T WP_023594116.1 Rieske 2Fe-25 domail ining protein [P Toluene-4 Xygerase protein complex)
s WP _014159709.1 Rieske 2Fe-25 comain<onfaining protein spadix|(Toluene-4 prolein camplex)
T3 WP _011239542.1 Rieske 2Fe-25 i ining protein [D aromatica] (Tolene-4 5 Jrotein complex)
" \m NTV324.1 Rieske IFe-25 domain-containing protein [Azarexaceae bacterizn]
po7s| (5905 WE-169254915.1 Rieske 2Fe-25 comain< anlaining protein [ Talvene- genase proteiz complex)
e h WP _121428521.1 Rieske 2Fe-25 domain-canfaining protein [Azoarcns sp. DNL1]
T e WP _141018163.1 Rieske 2Fe-25 domain-anfaining protein [Azoarcns sp. DD2) Tolvere-+mencoxygerase protein canplex)
0.029 0013 WP _004264362.1 Rieske 2Fe-25 domai: ining protein [Thanera sp.63)(Tal 4 y protein camplex)
0036 I"yo0s " WP.002940947.1 Rieske 2Fe-25 & g protein [Thavera sp.27){Toluene-4 ygenase pretein cample)
<] 089 PKO57113.1 2Fe-25 ferredoxin p ia bacterinm HGW-Betap ia-21])(Tol 4 S protein complex)
L% om:‘j_’ﬁ' KAR915532.1 Rieske 1Fe-25 d omair-containing protein [Deckl sp](Taluene)
0132 NTVI11340.1 Rieske IFe-25 domain-containing profein [Zeogloa sp)
0119 NMMI4499.1 Rieske 2Fe-25 domain- ontairing protein [Rhedeferax sp ] (Lithogenic hydrogen - Salfate)
0134 WP _067737116.1 Rieske 2Fe-25 domain< antaini i phingobium naphthal eniverans)  Tolaene-4 profein camplex)
0.143 WP_015939564.1 Rieske 2Fe-25 domain<onlaining protein [ Aromaloleum toiuclasticum)(Tolnene-4monoocygenase profein complex)
T E HIFE1572.1 TPA: 2Fe-26 ferre davin [ Thiotrichaceae bacterium]
0171 HIES6115.1 TPA: 2Fe-25 ferre dovin [Gammaprotechacteria bacterium)
o2 WP _068309256.1 Rieske 2Fe-25 ¢omainanfaining protein [Thanera phenali Tolnene 4 menase profein compley)
nu:“z WP_177134592.1 3 phenyi propicnate/cinnamic acid dioxyy bunit beta [Hydrogenophaga sp. D2PI] ]
0.057 E"_""f'. EWS65513.1 Biphenyl dicxygenase subunit bela [Hydrogencphaga sp. T3]
OM7 e 05627085313 prenyipropi ic acid dioxygenase subuni beta [ydiogenophag p. Rool20¢]
0,008 w WP_039400051.1 3 i il ic acid di subunit beta [P inosa
0

. BEJ01417.1 biphenyl dioxygenase tefa subunit [Fsendomonas aeruginosa]



pony

poy|

WP_054093722.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Psendomonas]
BBJ01297.1 biphenyl dioxygenase beta subunit [Pseud omanas abietaniphila)
WP_003451003.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Psendomonas]

055 AAKI14752.1 terminal dioxygenase small subunit [Psendomonas sp. Cam-1}(Polychlorinated biphenyl)

pas7|

0.009

ACF20635 1 bipheny] dioxygenase subunit beta [ Achromobacter sp. BP3)

ADD25152.1 biphenyl 2, 3-dioxygenase small subunit [Psendomonas alaliphila JABL]
AAATHI1 I [Psend ii)(Poly i bipheny]

Y6 P

WP_040123616.1 3-phenylpropi innamic acid di

P Y5+

subunit beta [Burkholderiaceae]

ABE37053 1 Biphenyl 2 3-dioxygenase small subunit (BphA2) [Paraburkholderia xenovorans LB400)

[ WP_035827513.1 3-phenyipropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Cupriavidus sp. SK-4]

ARCS9843 1 biphenyl 2 3-dioxygenase small subunit [Cupriavidus sp. SK-4]

WP_019752919.1 3-phenyl propionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Psendomonas putida)
ACN62350.1 biphenyl dioxygenase small subunit [Pseudomonas putida B6-2]

WP_ 13-pl i

yiprop ic acid dioxygenase subunit beta [Streptomyves sp. GC420]

AAB07751.1 terminal dioxygenase (small subunit) [Rhodococeus sp. M5)(Bip henilk hlorobiphenyl)
WP_037529251.1 3-phenyl propionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Sphingomonas sp. Ant20]

I ABQ79011.1 Tolmene dioxygenase [Psendemonas putida Fl]
016 AAG09409.1 toluene dioxygenase (iron-sulfur protein TobC2 partial) [Pseud omonas putida)

04

0.363

0252

_ fm

0069 -
001

WP_149135065.1 3-phenyl propionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Cupriavidus campinensis)
WP_112073753.1 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Hyphomonas sp. GM-$F]
WP_045699447.1 : aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Hyp homonas)
WP_051607913.1 aromatic-ring-hydroxylating diaxygenase subunit beta [Hyphomanas sp. L-53-1-40]
WP_084154747.1 3-phenyl propionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [P alycyclovorans algicola)

WP_161124081.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Comamonadaceae]

WP_152965112.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Burkholderiales]
WP_144244909.1 3-phenyl propionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Comamanas testosterani]
WP_114432204 1 3-phenyl propionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Extensimonas wilgaris]
WP_102886224.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Psendomonas putida)
MBCT7214152.1 3-p i innamic acid di subunit beta [Burkhol deriaceae bacterium]

PP Y5

025 WP_043566691.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Burkholderiales]

0.146

0197

0345

m

0.083

87

i EQBISTS0.1 hypothetical protein RLDS 01670 [Sphingobi D520 (He:

5p1Q52439.1| BPHA2_PSES1 RecName: Full=Biphenyl dioxygenase subunit beta; AltName: Full=Biphenyl 2 3-dioxygenase
AFU468511 biphenyl dioxygenase beta subunit BphA2 [Acidovorax sp. KK5102]

PNGS3976.1 bphA2 bphE Biphenyl dioxygenase subunit beta [Psendomonas putida]

RCX11904.1 biphenyl 2,3 dioxygenase beta subunit [Extensimonas vl garis]

sp|Q46373.1| BPHE_COMTE RecName: Full=Biphenyl dioxygenase subunit beta; AltName: Full=Biphenyl 2 3-dioxygenase
ODU96956.1 benzene 1,2-dioxygenase [Bardetella sp. SCN 65-11]

WP_017463377.1 3-phenyl propionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Dyella ginsengisoli]

WP_031297205.1 : 3-p i ki ic acid di subunit beta [Sphi daceae]

i o ol ot g

SKB95415 1 chlorobenzene dioxygenase small subunit/benzene/toluene dioxygenase beta subunit [Sphingopyxis flava)

Y



0.037

0.02

boss|

[005]

ooz

0.056

002 WP_015006589.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Cycloclasticus]
WP_016390586.1 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Cycloclasticus]
OURS9370.1 benzene 1,2-diaxygenase [Cycloclasticus sp. 44_32_To4]
""""""" KX}49850.1 benzene 1,2-dioxygenase [Cycloclasticus sp. Phe_18]

005 MAV29957.1 benzene 1,2-dioxygenase [Cyclodlasticus sp.)

__jm PCI0175.1 benzene 1,2-dioxygenase [Pisciricketisiaceae bacterium]
P72}

0.084

5565 PHS73425 1 benzene 12-dioxygenase [Cycloclasticus sp]

T om3  HIG789501 TPA: 3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Cycloclasticus sp]
lo1re WP-120221952.1 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Sphingomonadaceae]

1742

IW WP_062346352.1 aromatic-ring-hydraxylating dioxygenase subunit beta [Novosphingobium sp. CCH12-A3]

0128

WP _062342948.1 3-phenyipropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta [Novos phingobium sp. CCHI2-A3]

033

1818

L

(0.146

WP_155187554.1 3-p acid di subunit beta

YIpEop VB! Lo o

p.CAP-1]

WP_103098543.1 alkane 1 Eme N

phingobium guangzhouense] )

G5 WP-084671674.1 fatty acid desaturase [Sporichthya polymarpha]

Tasbeianad

HAC34013.1 TPA: xylene

VE { 'P

ART38853.1 H54 [uncultured bacterium)(Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos)

e WP_066762532.1 alkane 1 ygenase [Sphing dales]
GGD53854.1 hypothetical protein GCM10010989_30030 [Croceicoccus pelagius]

BAC65444 1 putative oxygenase comp t of xylene ase sp.R2

y&* PRIRG

s €C09294.1 alkane hydroxylase, partial [uncultured bacterium)

0067 g CAC86327.1 xyiM (plasmid) [Psendomonas putida] (Toluene-methyl manooxigenase)

A CCO96290.1 alkane hydroxyiase, partial [uncultured bacterium]

Y S €C096293.1 alkane hydroxylase, partial [uncultured bacterinm]
Do BAHI0783.1 xylene monooxygenase, partial [uncultured bacterium]
007 0005 BAHIL0793.1 xylene monoaxygenase, partial [uncultured bacterium]

003 AKU47735.1 Tol, partial [BTEX-de grading bacterium enrichment culture]

0.026 Dom AKU47736.1 Tol, partial [BTEX-de grading bacterium enrichment culture]

!
Mufﬁiz- AKU47738.1 Tol, partial [BTEX-de grading bacterium enrichment culture]

OGB52665.1 phenol hydroxylase [Burkholderiales bacterium RIFOXYD12_FULL _59_19]

OGBS1215.1 phenol hydroxylase [Burkholderiales bacterium RIFOXYC12_FULL_60_6]

WP_161124061.1 phenol hydroxylase [Malikia spinosa)

NMM14511.1 phenal hydroxylase [Rhodoferax sp.]

0076

WP_114969328.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Rhodoferax sp. OTU1]
0% WP_014159714.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Pseud oxanthomanas spadix]

0.029

88

|m EWS65905.1 Phenol 2-manooxygenase [Hydrogenophaga sp. T]

ITH WP_023372366.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Pandoraea]

1
027 WP_011516093.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Burkholderiales]
'--_-ofo-o-l'" ABRS210.1 toluene ortho-monoaxygenase P4 protein (tolnene ortho-monoaxygenase P4 companent)
o 0JU90892 1 phenal hydroxylase [Burkhalderiales bacterium 66-5]

0

e # 0DS93216.1 phenol hydraxylase [Comamanas sp. SCN 65-56)



0009)

0119

MBA4261069.1 phenol hydroxylase [Comamonadaceae bacterinm]

D0g3 YWP-012343364.1 phencl hydroxylase subunit P4 [Le ptothrix cholodnii]
F‘; TAM33008.1 phenal hydroxylase [Burkholderiaceae bacterium]

0015

D051 OYU99751.1 phenol hydroxylase [Burkholderiales bacterium PBBS]

0028 =2
0113 ODV06650.1 phenal hydroxylase [Rubrivivax sp. SCN70-15]

000 WP _177136967.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Hydrogenophaga sp. D2P1]

011 MBE0535795.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Hydrogenophaga sp.]

OGB34000.1 phenol hydroxylase [Burkholderiales bacterium RIRCSPLOWO2_02_FULL_66_35]

0.017

59

0025

0.03

00 0.044

WP_066085332.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Hydrogenophaga crassosireae]

0082

WP _175857993.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Burkhalderia anthina]

7377 WP-034382472.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Burkholderiales]

WP_133155609.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Hydrogenophaga pseudofiava)
WP _066256100.1 phencl hydroxylase subunit P4 [Hydrogenophaga flava)

S5 WW-066756359.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Acidovorax sp. CCHI2-Ad)
""147561' WP_011503675.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Acidovorax sp. 542)
WP_108499255.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Acidovorax sp. HMWR15]
WP_066160083.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Hydrogenophaga]

o ACN62957.1 phenal hydroxylase subunit [Diaphorobacter sp. PCA039] |

T WP_187735220.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Acidovorax monticola]

p107 o KAB2887621.1 phenal hydroxylase [Burkholderiaceae bacterium]

T WP _035204575.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Xenophilus azovorans]

o WP _011810527.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Verminephrobacter eiseniae]
ﬁ; KAB7628346.1 phenol hydroxylase [Vermine phrobacter sp. Larva24]

0428 T3 FKO77556.1 phenol hydroxylase [Betap cteria bacterium HGW-Betaprote obacteria-15]
0042 EWS64921.1 Phenol 2 ygenase [Hydrogenophaga sp. T3]
0.009

"~ WP_182557827.1 phenal hydraxylase subunit P4 [Ralstonia pickettii]

‘WP _092972726.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Ralstonia sp. NFACCO01]

WP _019451465.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Cupriavidus sp. BIS7]

WP _011301792.1 : phenal hydroxylase subunit P4 [Cupriavidus]

o WP _179633398.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Sphaerotilus montanus]

001 WP _132765125.1 phenocl hydroxylase subunit P4 [Schlegelella thermodepolymerans]
WP _1043565874.1 phencl hydroxylase subunit P4 [Schlegelella thermodepolymerans]
05 VP-159589132.1 phenal hydroxylase [Hydrogenophaga sp. BPS33]

WP _173132050.1 phencl hydraxylase [Aquincola sp. S2]
WP_137921331.1 phenal hydroxy subunit P4 [Hy

genophaga sp. 2FB]

WP_066266354.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Hydrogenophaga palleronii]

079 WP_1758551389.1 phencl hydroxylase subunit P4 [Burkhclderia anthina]
poL|
0,037 WP_175718525.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Burkholderia anthina)

0.024

W“’P_IJS”MLI phenal hydroxylase subunit P4 [Burkholderia anthina]

WP _096500774.1 phenol hy ylase subunit P4 [Bur ia)

0003



'56; WP_175718525.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Burkhaolderia anthina]
WP_175690971.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Burkhaolderia anthina)

WP_096500774.1 phenol hy

subunit P4 [ 1a)

WP_175816230.1 phenal hy:

subunit P4 [Burkholderia diffusa)

y

0.003 WP_151047159.1 phenal hydraxylase [Burk holderia diffusa]
WP_111311454 1 phenol hy subunit P4
WP_039222855.1 phendl hydraxylase subunit P4
WP_006397644 1 phenal hydraxylase subunit P4 (Toluene4 Ve
WP_038710719.1 phenal hydraxylase subunit P4 sp.1ig30)
2415 i
[7os "WP-124150874.1 phenal hydroxylase subunit P4 [P sp. DHOAO4]
L wP_091997236.1 phenal hydrovylase subunit P4 deria lycopersi
0.057
So7 'WP-042255247.1 phendl hydraxylase subunit P4 deria heleia)
O13L__ wP_025210916.1 phenol hydroxylase subunit P4 d
0025
o VP-042301705 1 phencl hy subunit P4 d
0066/ WP_017775857.1 phenal hydroxylase subunit P4 d

WP_031404585.1 phenol hydroxylase subunit P4 [Thiomonas sp. FB-Cd]

WP _112457422.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Thiomonas sp. X19]

WP_094161750.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Thiomonas delicata]

WP_143903164.1 phenal hydraxylase [Tepidi

WP _151123199.1 phenal hydroxylase [Ideonella dechloratans]

WP_022979340.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Ideonella sp. B508-1]

0017

0.
L
0.097
WP_144325930.1 phenol h se [Tepidimonas aquatica)

=y 59301 pi ydroxylase [Tepi aquatica]
L_
0.039

004
0.02

0

23
WP_130433344 1 phenol hydroxylase subunit P4 [Leptothrix mobilis]

0.009] WP_119157413.1 phenal hydroxylase subunit P4 [Aquabact: pidip
WP _158473370.1 phenal hydraxylase subunit P4 [C

0.028

Nota: Las enzimas parte de las rutas para la degradacidon del benceno se marcan de amarillo y los recuadros corresponden a los ancestros de las enzimas: celeste (Tolueno
metil-monooxigenasa), verde claro (Tolueno 2-monooxigenasa), rojo (Tolueno 4-monooxigenasa) y morado (Tolueno dioxigenasa).

90

protein complex)
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