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2. Abstract
The enzyme Benzoate-CoA ligase (BCL) plays a central role in the anaerobic degradation of
aromatic hydrocarbons. These compounds are present in a variety of environmental
pollutants such as petroleum derivatives, industrial chemicals, and organic waste, which pose
significant concerns for human health and ecological balance. BCL plays a key role in the
anaerobic degradation of aromatic hydrocarbons by catalyzing the conversion of benzoate to
benzoil-CoA. The anaerobic pathway is driven by a benzoyl-CoA reductase that initiates
benzoyl-CoA breakdown, after which is oxidized. In several bacteria, however, the aerobic
metabolism of aromatic acids occurs via the degradation box pathway. The pathway has been
studied both experimentally, in some Alphaproteobacteria and Betaproteobacteria, and
bioinformatically, in representative Betaproteobacteria. However, the distribution of the
benzoyl-CoA pathway and the evolutionary forces driving its adaptation beyond
representative bacteria have not been reported. In this study, we propose a series of
bioinformatic steps for recognizing benzoate-CoA ligase (BCL) in fully sequenced genomes
and metagenome-assembled genomes (MAGs) based on the recognition of protein
architectures, the preservation of genomic context, and the conservation of ungapped motifs
describing the catalytic properties of BCLs, two of which were exclusive to these enzymes.
The established rules have proven to be highly effective in accurately distinguishing BCL
from other aryl-CoA ligases involved in aerobic, anaerobic, or hybrid pathways commonly
found in Betaproteobacteria. During this research, paralogs of BCL were identified that
followed all the rules in genera belonging to the families Rhodocyclaceae, Zoogloeaceae,
and Burkholderiaceae in fully sequenced genomes, where some Burkholderiaceae have
multipartite genomes. As a result, a phylogenetic tree was constructed. The phylogenetic
analysis of BCLs classified the paralogs into distinct clades, indicating that these BCL copies
were acquired in separate evolutionary events. This distribution is replicated in multipartite
genomes where the phylogenetic tree placed the BCLs from the main chromosome in an
older clade and those encoded in a second chromosome in a second clade. The phylogenetic
distribution of BCL in fully sequenced genomes is primarily observed in the
Betaproteobacteria class, while in MAGs, it predominantly occurs in the Alphaproteobacteria
class. Similarly, paralogs of BCL were identified in the MAGs. Furthermore, it was observed
that high-quality MAGs retain a more complete genomic context due to their better assembly,
which increases the accuracy of predictions. An analysis of the isolation sites of fully
sequenced genomes exhibiting the BCL revealed that these organisms inhabit a variety of
environments, predominantly terrestrial, thus allowing the exploration of the marine
ecosystem through MAG analysis. The presence and redundancy of the BCL and benzoil-
CoA degradation pathway genes in both sequenced genomes and MAGs demonstrate the
versatility of these genomes to adapt to various environmental conditions, from terrestrial



ecosystems, ecosystems contaminated with HA, human hosts, animals, rhizosphere, to
marine ecosystems. Therefore, the developed methods, along with the obtained results,
provide information for future research related to degrader organisms.

3. Resumen

La enzima Benzoato-CoA ligasa (BCL) tiene un papel central en la degradacion anaerébica
de los hidrocarburos aromaticos. Estos compuestos, estdn presentes en una variedad de
contaminantes ambientales como los derivados del petréleo, los productos quimicos
industriales y los desechos orgéanicos, que representan una preocupacion significativa para la
salud humana vy el equilibrio ecoldgico. La BCL desempefia un papel fundamental en la
degradacion anaerobica de los hidrocarburos aromaticos al catalizar la conversion del
benzoato en benzoil-CoA. La via subsecuente implica la degradacién del benzoil-CoA y se
encuentra en bacterias que habitan en ambientes tanto anaerébicos como aerobicos, lo que
da lugar a diversas rutas de degradacion. La via anaerobica incluye a la enzima benzoil-CoA
reductasa encargada de la reduccion del benzoil-CoA. Por otro lado, en la via aerobica, se
encuentra la conocida via "Box", que ha sido objeto de investigacion tanto
experimentalmente en ciertas Alphaproteobacterias y Betaproteobacterias, como a través de
analisis bioinformaticos en Betaproteobacteria representativas. Sin embargo, la distribucion
de la via del benzoil-CoA y los factores evolutivos que impulsan su adaptacion mas alla de
las bacterias representativas aun no se han estudiado. Para abordar esta cuestion, hemos
desarrollado un conjunto de pasos bioinformaticos que permiten la identificacion de la
benzoato-CoA ligasa en genomas completamente secuenciados y en genomas ensamblados
de metagenomas (MAGS). Estos pasos se basan en el analisis de arquitecturas proteicas, la
conservacion del contexto gendmico y la deteccion de motivos que describen las propiedades
cataliticas de las BCLs. Las reglas establecidas han demostrado ser altamente efectivas al
diferenciar con precision las BCL de otras aril-CoA ligasas que participan en las vias
aerobicas, anaerobicas o hibridas comunmente presentes en las Betaproteobacterias. Durante
esta investigacion, se identificaron paralogos de la BCL que siguieron todas las reglas en los
géneros pertenecientes a las familias Rhodocyclaceae, Zoogloeaceae y Burkholderiaceae en
genomas completamente secuenciados, en donde algunas Burkholderiaceae presentan un
genoma segmentado. En consecuencia, construy6 un arbol filogenético de las BCLs que
clasifico los paralogos en clados distintos, lo que indica que estas copias de la BCL se
adquirieron en eventos evolutivos separados. Esta distribucion se replica en los genomas
segmentados en donde el arbol filogenético ubicd en un clado mas antiguo a las BCLs del
cromosoma principal y a los codificados en un cromido putativo en un segundo clado. La
distribucion filogenética de la BCL en los genomas completamente secuenciados se observa
principalmente en la clase Betaproteobacteria, mientras que en los MAGs predomina en la
clase Alphaproteobacteria. Igualmente, se identificaron paralogos de la BCL en los MAGS.
Ademas, se observd que los MAGs de alta calidad conservan un contexto gendmico mas
completo, dado su mejor ensamblaje, lo que aumenta la precision de las predicciones. Un
analisis de los sitios de aislamiento de los genomas totalmente secuenciados que exhiben la
BCL revel6 que estos organismos habitan una variedad de entornos, predominantemente



terrestres, por lo que el analisis de los MAGs permitio explorar el ecosistema marino. La
presencia y redundancia de la BCL y los genes de la via de degradacion del benzoil-CoA en
los genomas secuenciados y en los MAGs, demuestra la versatilidad de estos genomas para
adaptarse a diversas condiciones ambientales, desde ecosistemas terrestres, ecosistemas
contaminados con HA, huéspedes humanos, animales, rizosfera y ecosistemas marinos. Por
lo que los métodos desarrollados, junto con los resultados obtenidos, proporcionan
informacidn para futuras investigaciones relacionadas con organismos degradadores de HA,
asi como para la prediccion de ortologos de diferentes proteinas.

4. Introduccion
4.1 Problemética de los océanos contaminados por derrames de petrdleo

La demanda mundial de energia y productos derivados del petroleo, tales como los
combustibles, plasticos y una amplia gama de productos quimicos, ha aumentado en las
ultimas décadas debido al crecimiento demografico y al desarrollo econémico (Scoma et al.,
2017). La economia mundial consume alrededor de 30 mil millones de barriles de petr6leo
cada afio. Sin embargo, este consumo se considera insostenible ya que aumenta los riesgos
de desastres ambientales debido a las actividades de exploracion y transporte maritimo. En
los ultimos 50 afios, se han vertido méas de 5.8 millones de toneladas de petréleo en los
océanos por diferentes causas, como colisiones entre transportes petroleros, fallas de los
equipos, incendios y explosiones en plataformas petroleras, eventos climaticos, entre otros
(de Melo et al., 2022).

Algunos ejemplos de los desastres ecoldgicos asociados al petréleo son el caso Exxon Valdez
en 1989, Prestige en 2002 y, por ultimo, el desastre de Deepwater Horizon en 2010, el cual
se considera como uno de los mayores derrames de petroleo reportados en la historia. Este
ultimo tuvo lugar en el Golfo de Meéxico debido a la explosién de la plataforma Deepwater
Horizon, derramando 700.000 toneladas de petréleo en el Océano Atlantico durante 87 dias
(Scomaet al., 2017).

Los derrames de petroleo en el medio marino han sido una importante amenaza para el
ecosistema, incluida la vida oceanica y los seres humanos, (Parab & Phadke 2020). Los
hidrocarburos aromaticos (HA) componen entre el 0.2 y el 7% del petrdleo y se consideran
una clase importante de marcadores de contaminacion. La constante exposicion de los seres
humanos a los HA a través de los alimentos y en el medio ambiente, tiene efectos
genotoxicos, mutagénicos Yy carcinégenos. Ademas, se consideran potentes
inmunosupresores lo que representa un problema de salud publica (de Melo et al., 2022).

Por su naturaleza recalcitrante los HA son un grave problema ambiental, ya que pueden
permanecer décadas en el ecosistema sin poder ser degradados. Los métodos fisicos y
quimicos como la volatilizacion, la foto oxidacion, la oxidacion quimicay la bioacumulacién
rara vez tienen éxito en la eliminacion réapida de los HA en el ecosistema. Ademas, se
considera que estos métodos no son seguros Yy rentables en comparacién con la
biorremediacion microbiana. Las bacterias han sido consideradas durante mucho tiempo
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como uno de los agentes degradadores de hidrocarburos predominantes en el medio ambiente
(Dasgupta et al., 2013). La recuperacion de los océanos tras los derrames petroleros evidencia
la presencia de microorganismos especializados, los cuales degradan los HA eficientemente
al estar fisiologicamente adaptados a utilizar como fuente de energia moléculas organicas
complejas (Meckenstock & Mouttaki 2011, Scoma et al., 2017).

A lo largo de su evolucién, los organismos que habitan a grandes profundidades del océano
han desarrollado rutas metabdlicas que les permiten degradar hidrocarburos aromaticos que
se encuentran de manera natural en el ecosistema, lo que los convierte en una herramienta
ambiental para limpiar ecosistemas perturbados por derrames de petroleo (Scoma et al.,
2017).

4.1.2 Hidrocarburos aromaticos en ecosistemas marinos

Los HA son compuestos ciclicos que presentan uno o mas anillos de benceno. La presencia
de este anillo aromatico permite que el compuesto sea muy estable y que se requiera una gran
cantidad de energia para romper dicho enlace (Porter & Young 2014). Los HA estan
ampliamente distribuidos en el ambiente, comprende alrededor de un cuarto de la biomasa
de la tierra (Scoma et al., 2017). La principal fuente de HA de origen industrial es el petr6leo
y sus gases naturales asociados, los cuales son originados por procesos geoquimicos a partir
de materia organica en condiciones de alta presion hidrostética y temperatura (Heider et al.,
1998, Scoma et al., 2017). Sin embargo, los HA también se forman como producto de la
degradacidn de lignina en plantas (Porter & Young 2014).

4.1.3 Biorremediacion llevada a cabo por bacterias.

La biodegradacion es un método eficaz y rentable para degradar HA, la cual puede ser llevada
a cabo por bacterias y hongos que tienen la capacidad de utilizarlos como fuente de carbono
y energia (Kumar et al., 2018).

El estudio del fondo marino ha revelado que existe una diversidad microbiana diferente en
una zona donde la exposicién a HA es prolongada que con aquellas zonas donde no se da
esta exposicion. Por lo que se sugiere que dicha exposicion genera que algunos
microorganismos presenten la capacidad de degradar HA (Scoma et al., 2017).

Se ha documentado que algunas especies bacterianas como Alcaligenes odorans,
Achromobacter sp., Mycobacterium sp., Sphingomonas paucimobilis, Mycobacterium
flavescens, Pseudomonas sp., Arthrobacter sp., Bacillus sp., Rhodococcus sp., Xanthomonas
sp., Alcaligenes sp., y Burkholderia cepacia son capaces de degradar HA (Kumar et al.,
2018).

4.1.4 La metagendmica como herramienta para la biorremediacion

Los microorganismos como las bacterias, hongos y protozoarios, ademas de ayudar en la
biorremediacion de ambientes contaminados, son responsables de la mayoria de los ciclos
biogeoquimicos que conforman el medio ambiente de la Tierra y sus océanos. Sin embargo,
el estudiar y comprender el potencial metabolico de estos microorganismos se ha visto
obstaculizado por la incapacidad de generar cultivos en el laboratorio (Venter et al., 2004).
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Se sabe que algunas cepas son eficaces como agentes de biorremediacion, pero solo en
condiciones de laboratorio. El crecimiento bacteriano se ve limitado por diversos factores,
como el pH, la temperatura, la disponibilidad de oxigeno, la estructura del suelo, la humedad,
el nivel adecuado de nutrientes y la presencia de compuestos toxicos. Aunque los
microorganismos pueden existir en entornos extremos, la mayoria de ellos crecen en una
condicién déptima que es dificil de lograr fuera del laboratorio (Karigar, & Rao, 2011). El
estudio de las comunidades microbianas hasta hace unos afios progresaba lentamente. Sin
embargo, los recientes avances en la comprension de la ecologia de los distintos ambientes,
como es el caso de los ecosistemas marinos, se han visto facilitada en gran medida por la
creciente disponibilidad de datos metagenémicos que proporcionan informacion sobre la
identidad, la diversidad y el potencial funcional de la comunidad microbiana en un lugar y
tiempo determinados (Biller et al., 2018)

La metagendmica es un segmento de la gendmica microbiana dedicado a la secuenciacién y
andlisis del ADN proveniente del microbioma, obtenido directamente de una muestra
ambiental, utilizando tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (Aguilar & Falquet
2015). Tras el aislamiento y secuenciacion del ADN total de una comunidad microbiana, del
cual no se sabe qué fragmento de ADN corresponde a cada organismo presente en dicha
comunidad, el estudio metagenémico permite correlacionar el material genético y la posible
identidad del organismo del que proviene. Lo que permite la identificacion informatica de
varios microorganismos, en lugar de hacerlo de manera aislada en el laboratorio lo que seria
un proceso muy complejo y en algunos casos imposible de realizar. De acuerdo con Lapidus
y Korobeynikov, (2021) la metagenomica, también conocida como secuenciacion "shotgun”,
representa un enfoque utilizado para el analisis de comunidades microbianas. A diferencia
de métodos como el anélisis de 16S rRNA, que se centra exclusivamente en la secuenciacion
del gen especifico 16S rARN presente en bacterias y arqueas, la metagendmica "shotgun™ se
destaca al secuenciar y analizar todo el genoma. Esta diferencia es crucial, ya que el analisis
de 16S rRNA proporciona informacion limitada sobre las funciones metabdlicas de los
microorganismos presentes. En cambio, el enfoque "shotgun” tiene la capacidad de ofrecer
mas informacion sobre las funciones metabodlicas, al abordar todo el genoma de los
microorganismos en la muestra. Este enfoque permite explorar ecosistemas que albergan
microorganismos aun desconocidos (Prakash & Taylor, 2012).
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4.1.5 Flujo de trabajo de un proyecto metagenémico

La metagenomica “shotgun’ permite el ensamble de metagenomas con ayuda de genomas
de referencia o también puede hacerse de novo. Existen ensambladores gendmicos disefiados
para el tratamiento de datos metagendmicos, pero presentan algunas limitaciones para lograr
con éxito el analisis ya que depende de la complejidad de los datos, la abundancia de los
miembros de la comunidad, la calidad de los datos y la disponibilidad de datos
experimentales. Los principales objetivos del analisis funcional metagenomico; es
determinar cuéles son los repertorios funcionales y metabdlicos de los diferentes miembros
de la comunidad que les permiten ejercer diferentes efectos, e identificar las variaciones, si
las hay, dentro de las composiciones funcionales de las diferentes comunidades (Lapidus &
Korobeynikov, 2021).

El flujo de trabajo para la realizacién de un estudio metagenémico consiste en:
e La obtencion de la muestra ambiental a estudiar.

e La extraccion y secuenciacion del ADN utilizando secuenciadores de nueva
generacion como Illumina, que procesa secuencias cortas de 50 a 300 pares de bases,
y Oxford Nanopore, que permite procesar secuencias largas de 50 a 2 Mb (Hon et al.,
2020; Illumina, 2023; Oxford Nanopore Technologies, 2024).

e El preprocesamiento de datos una vez que se tienen las lecturas (reads), debido a que
éstos pueden presentar contaminacion por el adaptador, sesgos en el contenido de
bases y secuencias sobrerrepresentadas. Por lo tanto, se debe realizar un anélisis de
control de calidad con programas como Fastp, el cual es una eficaz herramienta que
ayuda a filtrar los datos para eliminar secuencias del adaptador, intrones y colas de
poliA y poliG (Chen et al., 2018), permitiendo obtener las secuencias de mejor
calidad para los siguientes pasos.

e EIl ensamblaje de las lecturas de mayor calidad con programas como MEGAHIT
(Dinghua et al., 2015) o meta SPADES (Nurk et al., 2017), en donde estas lecturas
son ensambladas mediante graficos de de Bruijn con el objetivo de reconstruir la
secuencia original de cada organismo. Posteriormente, para evaluar la calidad del
ensamble metagenomico se puede utilizar el programa metaQUAST (Mikheenko et
al., 2016).

e La prediccion de genes para la identificacién de secuencias de ADN de la muestra
con programas como BLAST y MEGAN (Kunin, et al., 2008).

e La anotacion funcional de genes, donde se comparan los genes predichos con

secuencias existentes previamente anotadas con el objetivo de obtener anotaciones
precisas de genes homdlogos de ser posible genes ortélogos, los cuales presentan la
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misma funcion bioldgica y son derivados de eventos de especiacion (Altenhoff et al.,
2019).

Sin embargo, cada etapa del analisis presenta dificultades debido a los problemas inherentes
de los datos metagendmicos como la cobertura incompleta del ADN, lo cual impide obtener
ensambles completos, lo que resulta en la prediccidn de genes fragmentados que no muestran
ninguna coincidencia en las bases de datos de secuencias de referencia. Asi como la
representacion desigual de los miembros de la comunidad microbiana y la presencia de
microorganismos estrechamente relacionados con genomas similares. Para resolver estos
problemas, se han creado y aplicado varios enfoques y lineas de andlisis (National Research
Council 2007, Prakash & Taylor 2012).

El enfoque mas simple y cominmente adoptado por la mayoria de los flujos de trabajo para
la prediccidn funcional se basa en la busqueda de homologia a través de diversas bases de
datos. Por ejemplo, el programa BLAST (Basic local alignment search tool) realiza una
basqueda de similitud de secuencias de proteinas predichas en las bases de datos que
contienen secuencias de proteinas de referencia (She et al., 2009); sin embargo, también se
pueden usar bases de datos de dominios de proteinas como Pfam que son utilizadas para
inferir dominios en las proteinas predichas. Por otro lado, el uso de programas como
HMMER, el cual se fundamenta en el algoritmo basado en el modelo oculto de Markov,
permite una busqueda mas sensible de perfiles Pfam (Prakash & Taylor 2012, Simon et al.,
2018).

Para solventar los problemas relacionados a la generacion de secuencias cortas que
generalmente exhiben pocas similitudes con las secuencias en las bases de datos existentes o
la presencia de especies nunca reportadas, se pueden utilizar métodos alternos para la
prediccion funcional. Por ejemplo, un enfoque basado en la busqueda de motivos o patrones
estructurales de aminoacidos que son necesarios para la estructuracion y funcionalidad
bioldgica de la proteina. Otro método para superar estas limitaciones consiste en el enfoque
basado en el contexto genético o vecindad gendmica, el cual consiste en observar la similitud
de los genes que rodean al gen de la proteina predicha. Sin embargo, debido a la escasez de
genomas completos en los conjuntos de datos metagendmicos y la falta de conocimiento
sobre el verdadero origen de las secuencias, este enfoque tiene sus limitaciones. Estos
problemas se pueden mejorar aumentando la profundidad de la secuencia, generando contigs
mas largos y mejorando la asignacion taxonomica de las secuencias (Figura 1) (Kunin, etal.,
2008, Prakash & Taylor 2012).

Posteriormente, se realiza la clasificacion y agrupamiento de lecturas en unidades
taxonomicas operacionales (OTUSs). En este proceso se da la asociacion entre las secuencias
y la identidad de las especies presentes, se trata de generar un “ensamblaje” o cierre del
cluster (Figura 1) (National Research Council 2007, Biller et al., 2018, Lapidus &
Korobeynikov, 2021).
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Figura 1. Ejemplo de flujo de trabajo para la realizacion de un andlisis metagenémico.

Se muestra el flujo de trabajo basico hasta el paso de prediccién de genes. Posteriormente, en la parte de
anotacion genomica, se observan los posibles enfoques que se han utilizado para genomas secuenciados y que
se sugiere se pueden emplear y probar para la anotacion en metagenomas. El enfoque del contexto genémico
se ha implementado en conjuntos de datos metagenémicos, (modificado de Prakash & Taylor 2012).
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4.1.6 La inferencia de ortologia es fundamental para la anotacién de los
genomas y los metagenomas.

En un estudio genético evolutivo se lleva a cabo la identificacion, dentro o entre especies, de
regiones homologas de ascendencia comun. La homologia se define como la relacion
existente entre genes que comparten un ancestro comudn. Por lo tanto, al alinear los
metagenomas secuenciados con genomas de referencia se busca comprender su historia
evolutiva. Sin embargo, los genomas experimentan cambios estructurales a gran escala, tales
como duplicaciones y reorganizaciones, por lo que la tarea de deducir su historia evolutiva
se hace méas compleja. Las relaciones evolutivas de los genomas se pueden explicar a traves
de las tres principales subclases de homologia: ortologia, paralogia y xenologia (Altenhoff et
al., 2019).

Las secuencias ortologas son homologos que divergieron de su ancestro comdn mas reciente
debido a un evento de especiacion, mientras que las secuencias paralogas son homaélogos que
divergieron del ancestro comdn mas reciente debido a un evento de duplicacion. Por otro
lado, las secuencias xendlogas son homdlogos que divergieron a partir de un evento de
transferencia horizontal. Las secuencias ortdlogas son de interés primario porque son Utiles
para aplicaciones como la prediccion de funciones y la inferencia de &rboles de especie. La
diferenciacion entre genes ortdlogos y paralogos resulta crucial para la prediccion de la
funcién génica. Los genes ort6logos, al haber sido el mismo gen en el Gltimo ancestro comuln
de las especies implicadas, se considera que probablemente desempefian funciones
bioldgicas similares. Por el contrario, los genes paralogos, derivados de duplicaciones
conservadas, suelen diferir en sus funciones (Altenhoff et al., 2019). Un método para inferir
ortologia en un grupo de secuencias dado se basa en la construccion de arboles filogenéticos,
en los cuales las divisiones se anotan como un evento de duplicacion o especiacion con base
en la filogenia de las especies relevantes (Altenhoff et al., 2019).

4.1.7 Genomas ensamblados de metagenomas

La mayoria de los estudios metagendmicos y genomicos han dependido de la disponibilidad
de genomas de referencia. Sin embargo, cuando los genomas de referencia estan incompletos
0 no existen, como en el caso de organismos nuevos, se requiere de la construccion de
genomas ensamblados a partir de los genomas ensamblados de metagenomas (MAGs
Metagenome-assembled genomes), lo cual facilita la reconstruccién de genomas de las
especies individuales de ambientes naturales (Lin & Liao 2016). Un MAG se refiere a un
grupo de scaffolds con caracteristicas similares provenientes de un metagenoma, que se
agrupan y en conjunto representan al genoma microbiano. Es decir, las lecturas obtenidas de
la secuenciacion se ensamblan en scaffolds que son secuencias mas largas que los reads y
luego éstos se agrupan en MAGs candidatos basados en frecuencias de trinucledtidos (TNFs),
abundancias, genes marcadores complementarios, alineaciones taxonomicas y el uso de
codones. Los MAGs con alta integridad y bajos niveles de contaminacion se utilizan para la
anotacion taxonomica adicional y prediccién de genes (Yang et al., 2021).
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4.1.8 Aplicacion de la metagendmica para estudiar ecosistemas marinos
perturbados

El avance en el entendimiento de los sistemas marinos microbianos ha sido facilitado por el
incremento de la disponibilidad de datos metagendmicos, los cuales proveen informacion
sobre la identidad y diversidad funcional de las comunidades microbianas (Biller et al.,
2018). Los microorganismos ocednicos desempefian un papel fundamental en los ciclos
biogeoquimicos, ya que su metabolismo colectivo tiene efectos globales en los flujos de
energia y materia en el mar y en la composicion de la atmdsfera de la Tierra (National
Research Council 2007).

Actualmente, es de gran interés investigar la distribucion de genes y organismos en los
océanos, especialmente aquellos relacionados con la degradacion de HA. Se han llevado a
cabo diversos estudios que se centran en el analisis de metagenomas marinos con el proposito
de caracterizar organismos presentes en los océanos (Venter et al., 2004). En el estudio
realizado por Venter y colaboradores en 2004, se emple6 un enfoque de secuenciacion
metagenomica shotgun en poblaciones microbianas recolectadas en el Mar de los Sargazos,
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AACY00000000.1?report=genbank). Como resultado, obtuvieron
informacion sobre el contenido genético y la abundancia relativa de los organismos presentes
en las muestras. Posteriormente, en 2007, ampliaron la expedicién y recolectaron muestras
de la costa este de América del Norte, el Golfo de México y el Océano Pacifico (Rusch et al.,
2007).

En el proyecto dirigido por Anderson (et al., 2014) realizan la colecta de muestras de agua
en cruceros GEOTRACES a través del océano global (Anderson et al., 2014; Biller et al.,
2018). Por otro lado, en la expedicion de Tara Oceans se recolectaron muestras de la parte
epipelagica y mesopelagica en el océano global, generando un catalogo de 40 millones de
genes provenientes de virus, bacterias, arqueas y protistas (Pesant et al., 2015). Este estudio
proporciond también datos fisiolégicos como el pH, la cantidad de oxigeno disponible, la
temperatura y la cantidad de clorofila, lo que permiti6 correlacionar los habitats con los
organismos que habitan en ellos.

La creciente informacion sobre microorganismos marinos generada por estas expediciones
ha permitido realizar nuevos estudios utilizando la informacion sobre los metagenomas
existentes. Tal como en el estudio realizado por Loza (et al., 2022), donde utilizan y analizan
datos metagendmicos para obtener un perfil taxonémico y el potencial metabdlico de las
poblaciones que habitan a distintas profundidades en localidades perturbadas o contaminadas
en el Golfo de México. De la comparacion de las enzimas anotadas a partir de dos muestras
de dicho estudio, contra las enzimas de referencia provenientes del proyecto de Biller (et al.,
2018), se utilizaron las enzimas que presentan abundancias muy diferentes a las de las
enzimas de referencia para realizar una reconstruccion metabolica, en la cual identificaron
como sobrerrepresentadas a un conjunto de enzimas involucradas en la degradacion de
hidrocarburos. Entre las vias metabdlicas mejor representadas se encontraron a las de
aminobenzoato, benzoato, caprolactam y tolueno.
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De manera particular identificaron una enzima clave implicada en la degradacion anaerobica
de HAs a partir de la via del benzoil-CoA, denominada benzoato CoA ligasa (BCL) (EC
6.2.1.25), la cual participa en la reaccion de transformacién del benzoato a benzoil-CoA
(Figura 2). A traves de esta via se da la degradacion de hidrocarburos monoaromaticos, como
benzoato, fenol, tolueno y etilbenceno. Sin embargo, los siguientes pasos para la conversion
del benzoil-CoA a succinil-CoA o acetil pueden proceder a través de diferentes vias. Algunas
de estas vias han sido descritas en bacterias como Thauera aromatica (T. aromatica) y
Azoarcus sp. CIB, (Porter & Young, 2014). El hallazgo de las enzimas implicadas en las vias
de degradacion de hidrocarburos indica que la distribucion de las comunidades microbianas,
dependiendo de la profundidad donde se localizan, puede ser especifica de ese sitio, es decir,
su actividad depende de las condiciones fisicoquimicas del ambiente donde habitan.

Otro gran esfuerzo por analizar los metagenomas marinos de diferentes partes del mundo fue
el realizado por el equipo de Nishimura y Yoshizawa en 2022, donde colectaron 2057
metagenomas marinos provenientes de muestras de agua de distintas profundidades, asi como
de sedimento y biopelicula. A partir de estos datos se reconstruyeron 52,325 MAGSs. Las
secuencias gendmicas resultantes fueron depositadas en el proyecto denominado OceanDNA
MAGs. Este estudio permitié descubrir linajes que participan en ciclos biogeoquimicos
importantes para el desarrollo de la vida en la tierra, asi como la caracterizacion de los
potenciales metabdlicos de especies no cultivables y la reconstruccion filogenética de
microorganismos. Cada uno de estos proyectos abre el camino a nuevas investigaciones con
el objetivo de descubrir como funcionan las comunidades de microorganismos marinos que
habitan en sitios contaminados por HAS.

4.2 La via de la benzoil CoA.

4.2.1 Enzima de interés Benzoato CoA ligasa

La enzima BCL pertenece a la clase | de la superfamilia de enzimas formadoras de adenilato
(Adenylate forming enzyme, ANL). Su funcion principal radica en catalizar la formacion de
un enlace tioéster entre compuestos aromaticos y la coenzima A (CoA o CoASH), utilizando
ATP como cofactor (Figura 2). El proceso se inicia con la reaccién en la que el oxigeno con
carga negativa presente en el benzoato ataca al grupo a-fosfato del ATP, generando asi un
producto intermedio denominado aril-adenilato y liberando pirofosfato (PPi). En una
segunda etapa, este intermediario es objeto de un ataque por parte del grupo tiol de la CoA,
lo que da lugar a la liberacion de AMP y la formacion de benzoil CoA (Figura 3) (Kawaguchi
et al., 2006, Arnold et al., 2021).

En las bacterias que llevan a cabo la degradacion de compuestos aromaticos, como es el caso
de Rhodopseudomonas palustris (R. palustris), la formacién de tioésteres CoA cumple una
funcion crucial ya que facilita la acumulacién de sustratos dentro de la célula al reducir el
gradiente de concentracion entre el citoplasma y el entorno externo. Ademas, su tamafio
voluminoso y su estructura polar evitan la retrodifusion de estos compuestos fuera de la
célula (Arnold et al. 2021).
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Figura 2. Mecanismo de accion de la Benzoato CoA ligasa. La primera parte involucra una reaccion de
adenilacion, donde el grupo carboxilo del benzoato realiza un ataque nucleéfilo al a-fosfato del ATP, liberando
fosfato y un intermediario benzoato-AMP. En la segunda parte del proceso, se da una reaccion de
tioesterificacion, donde el grupo tiol de la CoA ataca al intermediario benzoato AMP, dando lugar a la
formacion de benzoil CoA, el cual podra ingresar a diferentes vias para poder ser degradado (Modificado de
Arnold et al., 2021).

4.2.2 Catabolismo aerdhico del benzoil CoA.

La biodegradacién aerdbica de compuestos aromaticos ha sido ampliamente estudiada en las
ultimas décadas. Para llevar a cabo el catabolismo aerdbico del benzoil CoA se requiere de
la presencia de oxigeno molecular, el cual actia como ultimo aceptor de electrones y, a su
vez, como co-sustrato para activar el anillo aromatico del compuesto (Brzeszcz & Kaszycki,
2018). Las enzimas encargadas de llevar a cabo este proceso se denominan oxigenasas
(Figura 3). De manera general el mecanismo que llevan a cabo dichas enzimas consiste en la
hidroxilacién y la escision del anillo aromatico (Diaz et al., 2013). Las oxigenasas a su vez
son agrupadas en monooxigenasas y dioxigenasas de acuerdo con la cantidad de a&tomos de
oxigeno que agreguen a la reaccion (Laczi et al., 2020).

El primer paso del catabolismo consiste en la adicion de 4tomos de oxigeno y grupos
hidroxilo al compuesto aromético, generando la desestabilizacion electrénica en el anillo de
benceno provocando que se vuelva mas reactivo (Karigar & Rao, 2011). El segundo paso
consiste en la oxigenacion del compuesto aromatico, en el cual las dioxigenasas utilizan al
compuesto aromatico resultante, que cominmente es catecol, como sustrato y catalizan la
escision o ruptura del anillo mediante la adicion de oxigeno (Diaz et al., 2013). El resultado
es un compuesto alifatico que pasara por reacciones de oxidacion progresiva, terminando con
la incorporacion de los metabolitos resultantes al ciclo de Krebs (Diaz et al., 2013).
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Figura 3. Mecanismo del catabolismo aerdbico del benzoato. En el catabolismo aerdbico, las enzimas
oxigenasas y dioxigenasas llevan a cabo la hidroxilacion (activacién) y escision (desaromatizacién) del anillo
aromatico, generando como producto intermediario la molécula de catecol, al cual la enzima catecol
dioxigenasa incorpora atomos de oxigeno para llevar a cabo la desaromatizacion del anillo aromético

(Modificado de Valderrama et al., 2012).

4.2.3 Catabolismo anaerébico del benzoil CoA

Las herramientas genOmicas han permitido un incremento en el conocimiento del
catabolismo anaerdbico de compuestos aromaticos en organismos que habitan en ambientes
anoxicos y que utilizan dichos compuestos como Unica fuente de carbono. La metagendmica
ha permitido la identificacién de organismos degradadores de hidrocarburos aromaticos
debido a que normalmente habitan en ambientes perturbados generados por la dispersion de
sustancias quimicas derivadas del petrdleo generando asi condiciones imposibles de replicar
en el laboratorio, (Laczi et al., 2020).

En ausencia de oxigeno el benzoato se puede degradar por dos vias cataboélicas alternativas,
una de ellas la llevan a cabo organismos aerdbicos facultativos y la otra, por organismos
anaerdbicos estrictos. Sin embargo, ambos metabolismos son reductivos, (méas adelante se
tratard a fondo la via hibrida). Sabemos que en la degradacion aerdbica se utiliza una gran
cantidad de energia para llevar a cabo la escision del anillo aromatico a través de la adicion
de atomos de oxigeno. En cambio, en el catabolismo anaerdbico los organismos aerobios
facultativos, fototrofos y anaerobicos estrictos utilizan un metabolismo aromatico reductor
(Fuchs, 2008). En los organismos anaerdbicos obligados el benzoil-CoA se degrada a acetil-
CoA 'y CO- después de una serie de reacciones que constituyen la via de biodegradacion del
benzoil-CoA (Carmona et al., 2009). Por otra parte, la reduccion del anillo aromético se
cataliza por la enzima benzoil-CoA reductasa utilizando una variedad de aceptores de
electrones (Figura 4, panel A). Por ejemplo, el nitrato, el sulfato, el hierro (I11), el manganeso
(1), y el selenato, cada uno conservando diferentes rendimientos de energia (Fuchs, 2008).
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4.2.4 Catabolismo hibrido del benzoato

En presencia de bajas concentraciones de oxigeno, los organismos aerobios facultativos
utilizan un tipo de metabolismo denominado hibrido en el cual hacen uso de oxigeno para
introducir grupos hidroxilo, como en la ruta aerdbica clasica. Al mismo tiempo, reducen el
anillo aromatico y utilizan tioésteres de CoA, como en el metabolismo anaerobico. En este
caso la escision del anillo tampoco requiere oxigeno. En la via hibrida aerdbica (genes box)
se inicia la activacion del benzoato a benzoil CoA por accion de la BCL. Posteriormente, una
benzoil CoA 2,3-epoxidasa (BoxAB), una benzoil dihidrodiol liasa (BoxC), y una 3,4-
deshidrogodifenil-CoA semialdehido deshidrogenasa (BoxD) son responsables de los pasos
de desaromatizacion y escision del anillo, respectivamente (Figura 4, panel B) (Valderrama
et al., 2012). Sin embargo, se conocen pocos organismos con este tipo de metabolismo.
También se ha reportado la presencia de enzimas reductasas, como la benzoil-CoA reductasa
(Bcr, gen bcr), para desaromatizar el anillo aromatico. Esta reduccion es impulsada por la
hidrdlisis de dos moléculas de ATP. En el catabolismo hibrido del benzoato ocurre una
sustitucion de los pasos dependientes de oxigeno por un conjunto alternativo de reacciones y
la formacién de diferentes intermediarios centrales. Cabe destacar que la reduccion de dos
electrones del anillo aromatico del benzoil-CoA es impulsada por la hidrdlisis de dos
moléculas de trifosfato de adenosina (ATP). El producto ciclico no aroméatico formado se
abre hidroliticamente y finalmente se oxida a tres moléculas de acetil-CoA (Fuchs, 2008).

Las especies bacterianas representativas incluyen a la bacteria fototrdpica R. palustris, y a
las bacterias desnitrificantes T. aromatica, Azoarcus evansii renombrada Aromatoleum
evansii (A. evansii), Aromatoleum sp. y Paraburkholderia xenovorans LB400 (P.
xenovorans). El rendimiento de energia (ATP) por el metabolismo en estas bacterias es alto,
en comparacion con anaerobios. Las vias dependientes de tioéster CoA pueden ser ventajosas
en condiciones fluctuantes dxicas/anoxicas, ya que permiten flexibilidad y una réapida
adaptacion a diferentes niveles de oxigeno (Fuchs, 2008, Carmona et al., 2009).
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Figura 4. Estrategias anaero6bica e hibrida para la degradacién del benzoil CoA. A) Se muestra el
metabolismo anaerdébico estricto, en el cual participan enzimas reductasas. En el catabolismo anaerobico, la
activacion de anillo aromatico es dependiente de la coenzima A (CoA), seguido de una desaromatizacion
reductiva y luego una escision del anillo hidrolitico. B) En este panel se observa el metabolismo aerébico
hibrido, en el cual participan los genes Box ABC. Esta ruta hibrida hace uso de oxigeno para introducir grupos
hidroxilo, como en las rutas aeroébicas clésicas. Al mismo tiempo, se reduce el anillo aromético y se utilizan
tioésteres de CoA, como en el metabolismo anaerdbico. La escision del anillo tampoco requiere oxigeno
(Modificado de Fuch 2008 y VValderrama et al., 2012).

4.2.5 Regiones conservadas en las CoA ligasas

El estudio de las regiones estructuralmente conservadas (RCS) consiste en el modelado de
estructuras y la alineacion de secuencias conservadas, para identificar relaciones de
homologia entre organismos que se consideran provenientes de un ancestro comdn.
Generalmente se considera que un alto nivel de semejanza entre secuencias de aminoacidos
implica homologia en una proteina. Sin embargo, la deduccidon de relaciones de homologia
mediante el uso de estructuras tridimensionales suele ser mas precisa, ya que las estructuras
tienden a ser méas conservadas que las secuencias (Huang et al., 2013). La busqueda de
similitudes es efectiva y confiable porque las secuencias que comparten similitudes
significativas pueden inferirse como homélogas (Pearson, 2013). Por otro lado, cuando las
proteinas presentan similitud en su secuencia y funcién se considera que han evolucionado a
partir de un ancestro comdn, en este caso se considera que dichos organismos son ort6logos
(Snyder & Champness 2007).

La enzima benzoato-CoA ligasa muestra una estructura de dos dominios. ElI dominio N-
terminal, el cual contiene casi todos los residuos que se unen al sustrato carboxilado y
también se une al grupo adenosil del ATP. ElI dominio C-terminal coordina a los grupos
ribosa y fosfato (Figura 7) (Thornburg, et al., 2015). Una rotacion de 140° del dominio C-
terminal permite a la enzima catalizar las dos reacciones distintas de adenilacion y
tioesterificacion. De acuerdo con el estudio de Arnold et al., 2021, se han detectado nueve
dominios conservados ampliamente distribuidos en enzimas pertenecientes a la clase | de la
superfamilia (ANL).
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5. Justificacion

En contraste con el catabolismo aer6bico de HA para el cual se dispone de mucha
informacidn, aun se sabe poco acerca de la distribucion de los genes involucrados en el
catabolismo anaerébico e hibrido de dichos compuestos en bacterias, en donde la via de
benzoil-CoA ha sido poco explorada. En bacterias marinas, de ecosistemas perturbados con
HA, se ha observado la presencia de esta via de degradacién (Loza et al., 2022). Estudios
previos de nuestro grupo sugieren la conservacién de la enzima BCL en metagenomas del
Golfo de México en donde existe una constante exposicién a hidrocarburos derivados del
petr6leo. No obstante, la degradacion de HA puede también ocurrir en sistemas no
perturbados como los yacimientos naturales donde se produce el petréleo en el fondo marino
0 en ecosistemas donde se ha dado la dispersion de los HA. En este trabajo se exploraran
genomas totalmente secuenciados de diversos ambientes y MAGs provenientes de distintas
localidades marinas del mundo, para evaluar la distribucién de las vias de degradacion del
benzoato, tomando como punto de partida a la BCL, reconocida por llevar a cabo un paso
enzimatico indispensable de estas rutas (transformacién de benzoato a benzoil-CoA). Los
resultados obtenidos nos permitiran identificar qué especies presentan el gen que codifica
para la enzima BCL, asi como las vias hibridas, aer6bicas y anaerébicas por las que procede
la degradacion del benzoil-CoA, producto de la catalisis llevada a cabo por la BCL.

6. Hipotesis

La distribucién de los genes de la BCL y los genes implicados en la via del benzoil-CoA son
determinantes en la adaptacion de diferentes linajes bacterianos a condiciones ambientales
especificas, lo que influiria en las estrategias de degradacion de sustratos aromaticos en
diversos ecosistemas.
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7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Determinar si la enzima BCL es un marcador de degradacion de HAs, en organismos
totalmente secuenciados y MAGs derivados de muestras oceénicas de agua.

7.2 Objetivos especificos

1.
2.
3.

Plantear una metodologia que nos permita identificar ortélogos de la BCL.
Identificar ort6logos de la BCL en genomas y MAGsS.

Definir la via de degradacion en funcion de los requerimientos de oxigeno (aerébico,
anaerdbico e hibrido)

Evaluar la distribucion de la enzima BCL en genomas totalmente secuenciados
(modelos).

Evaluar la distribucién de la BCL y la via de degradacion del benzoil-CoA en MAGSs
marinos.

Analizar la correlacion entre los ambientes y los organismos completamente
secuenciados y MAGs.

Evaluar la conservacion de las enzimas involucradas en la via de degradacion del
benzoil-CoA.
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8. Métodos

8.1 Busqueda de organismos que presentan la via del Benzoil-CoA

Se investigo acerca de los organismos que presentan la enzima BCL. La busqueda se realizé
en bases de datos como Google Académico, Connected Papers, KEGG (Kanehisa & Goto,
2000) y BRENDA Enzyme (Chang A. et al., 2021). Para realizar la basqueda se utilizaron
palabras clave como: metabolismo anaerébico del benzoato, via de degradacion de benzoil-
CoA, BCL y organismos capaces de degradar hidrocarburos aromaticos. Una vez
identificados los organismos, se busco a cada uno de ellos en la base de datos KEGG vy se
comprobd la presencia en su genoma de los genes que codifican para la enzima BCL,
realizando una busqueda por su numero enzimatico (6.2.1.25).

8.2 Construccién de arquitecturas de proteina

Para realizar la busqueda de ortélogos de la BCL se utiliz6 el enfoque desarrollado por
nuestro grupo (Martinez-Amador et al., 2019; Soto et al., 2021), en el que se emplea, como
primer paso para la identificacion de ortélogos, la construccion de arquitecturas de proteinas.
Una arquitectura de proteina se compone de un dominio o una combinacion de dos o mas
dominios Pfam no traslapados que al ser identificados por el programa hmmerscan presentan
un valor esperado (e) < = 0.001, y que cubren la longitud de la proteina tanto como sea
posible. Para identificar secuencias homologas de la BCL en los proteomas de bacterias, se
construy6 la arquitectura de proteina que consta de los dominios Pfam AMP-binding
(PF00501) y AMP-binding_C (PF13193), considerando a los dominios encontrados en los
organismos con evidencia experimental de presentar la via. Estas secuencias presentaron una
longitud promedio de 530 aa. En la base de datos KEGG (Kanehisa & Goto, 2000) se
identificaron los genes de los organismos modelos que contaban con un identificador de
ortologia KEGG (K04110), el cual sirvid para etiquetar a los ortélogos predichos.

Para optimizar la identificacion de ortologos, se analizd el contexto gendémico del gen que
codifica para la BCL. En este caso, varios genes vecinos codifican las vias metabdlicas que
actlan rio abajo y catalizan la transformacion del sustrato benzoil CoA. Los genes
involucrados en estas vias se organizan frecuentemente en operones (Egland et al., 1997;
Porter & Young, 2014; Arnold et al., 2021). Por esta razén, en lugar de utilizar tres genes
anteriores y tres posteriores, como se sugiere en trabajos anteriores (Soto et al., 2021,
Martinez-Amador et al., 2019), se amplid la inspeccion del contexto genémico a diez genes
anteriores y posteriores desde la posicion en la que se encontraba el gen de la BCL.
Posteriormente, se identificaron en KEGG los dominios Pfam de los diez genes presentes en
el contexto gendmico de la BCL. Las matrices de todos los dominios Pfam asociados a los
genes del contexto se descargaron de la base de datos Pfam-A (Mistry et al., 2020);
posteriormente, se construyé la arquitectura de proteina que presentaba los dominios Pfam
tanto de la BCL como de las proteinas vecinas.

25



8.3 Busqueda de homdlogos de la Benzoato-CoA ligasa en genomas
secuenciados.

La arquitectura de proteinas se empleé para escanear los 6536 proteomas bacterianos
presentes en la base de datos KEGG comprada por nuestro grupo en junio de 2022, utilizando
hmmscan de HMMR suite (Simon et al., 2018), el cual realiza una busqueda de secuencias
contra una base de datos de perfiles curados y almacenados en la base de datos Pfam-A
(Mistry et al., 2020). hmmscan requiere como datos de entrada a las secuencias de
aminoéacidos en formato fasta y las matrices Pfam de interés. Se corri6 el programa hmmscan
utilizando los pardmetros predeterminados. Se consideran homologos a todas aquellas
secuencias con un valor esperado <= -E 0.001 HMMR suite (Simon et al., 2018). Las
matrices utilizadas incluyeron a los dominios Pfam de la BCL y de las proteinas del
vecindario (Tabla Al del anexo). Con los resultados obtenidos, se reconstruyé el contexto
genomico de cada gen que codificaba para una BCL predicha que presentaba los dominios
AMP-binding y AMP-binding_C en este orden.

8.4 Identificacion de ortélogos con base en el contexto genomico

Para discernir entre homdlogos de la BCL, se seleccionaron aquellas proteinas que presentan
en su genoma genes vecinos que codifican para la subunidad de la 2,3-epoxidasa benzoil-
CoA (boxA, boxB) o todas las subunidades de la benzoil-CoA reductasa (bcr). En esta etapa,
también se incluyen las secuencias de genes de BCLs que tienen como vecinos genes que
codifican para un regulador transcripcional de la familia XRE (xenobiotic response element),
0 la 3,4-dehidrocatil-CoA semialdehido deshidrogenasa (boxD) o a la benzoil-CoA-
dihidrodiol liasa (boxC). Si existian, se asociaron los identificadores de KEGG (KO) de la
BCL vy de las proteinas codificadas en el contexto genomico (Tabla Al, anexo). Los datos
complementarios muestran los identificadores de Pfam relacionados a cada proteina, las
descripciones de los dominios y los KOs asociados disponibles (Tabla Al, anexo).

8.5 Corroboracion de ortélogos predichos por motivos conservados.

Para determinar si los genes ortdlogos de la BCL comparten motivos conservados que las
distinguiera de otras aril CoA se utilizo el programa MEME (Bailey y Gribskov, 1998). Al
programa MEME se proporcionaron las secuencias de los homélogos no redundantes de las
secuencias de BCL para construir motivos conservados, que conservaron al menos uno de
los genes vecinos encontrados en los organismos experimentalmente caracterizados. Las
BCLs no redundantes se seleccionaron ejecutando CD-HIT con los parametros
predeterminados (Fu et al., 2012). Si CD-HIT no seleccion6 una BCL caracterizada
experimentalmente en un cluster, se sustituyeron las secuencias sugeridas por CD-HIT por
aquellas reportadas experimentalmente (Tabla Al, del anexo). Se corri6 el programa MEME,
estableciendo motivos con una longitud minima de seis aminoacidos y una longitud méxima
de 30, pidiendo al menos ocho matrices. Estas longitudes, asi como el nimero de motivos
solicitados, representaron los motivos reportados encontrados en la clase I, subclase 1b de las
aril-CoA ligasas (Arnold et al., 2021; Clark et al., 2018; Muroski et al., 2022). Las matrices
resultantes fueron utilizadas por el programa MAST (Bailey & Gribskov, 1998), que escaned
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los homologos de BCL con arquitectura de proteina conservada (AMP-binding AMP-
binding_C) y el contexto genomico sugerido.

8.6 Porcentaje de GC por gen.

Se descargaron de la base de datos KEGG comprada por nuestro grupo en junio de 2022 las
secuencias de los 6536 genomas. EI GC% se calculé de la siguiente manera: Count(G +
C)/Count(A+ T + G + C) * 100%.

8.7 Obtencion de las secuencias de MAGS marinos

Se seleccionaron las secuencias de las especies representativas a partir de los MAGs marinos
obtenidos en la investigacion del grupo de Nishimura y Yoshizawa (2022), en la cual utilizan
la informacion de los metagenomas registrados en los proyectos antes mencionados y
proponen una metodologia mejorada para realizar la reconstruccion de MAGs.

Obtuvimos la lista de los MAGs resultantes, proporcionada en los datos suplementarios de
Nishimura y Yoshizawa (2022). Posteriormente, se extrajo del archivo original el
identificador de la base de datos de NCBI, asi como el identificador SRA (Sequence Read
Archive) de cada muestra. A continuacién, se desarrollé un script en Perl que toma como
valor de entrada el identificador de la base de datos NCBI assembly. Utilizando este dato, se
obtuvo el identificador de descarga del servidor FTP de la base de datos GENOMES
(ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/) mediante el procesamiento de cadenas de texto (parseo).
Con esta informacion, se descargaron los archivos gendmicos de la lista de especies
representativas desde el repositorio correspondiente, se descomprimieron y se organizaron
en directorios basados en el identificador Unico de MAG. Ademas, se analizaron 11 binns
(conjuntos binarios de lecturas de secuenciacién) ensamblados del Golfo de México, los
cuales se obtuvieron del material suplementario de Loza (et al., 2022). Estos binns
representan agrupaciones especificas de informacién genémica y protedmica derivadas de
secuencias metagenomicas (Mardanov et al., 2018). Es importante destacar que los
proteomas del Golfo de México incluidos en estos binns ya habian sido previamente
trabajados por miembros del laboratorio.

8.8 ldentificacion de ortélogos de la enzima Benzoato-CoA ligasa en los
MAGs

Los archivos fasta de 1526 MAGs del estudio de Nishimura y Yoshizawa (2022), ahora
almacenados en el servidor de nuestro equipo (Agora), dichos archivos fueron escaneados
usando el programa hmmscan con las matrices tomadas de la base de datos Pfam-A de los
dominios AMP-binding y AMP-binding C. Asi mismo, se usaron matrices que describen a
las arquitecturas de las proteinas del contexto gendmico. Los parametros utilizados fueron
los mismos que los utilizados para los genomas secuenciados, mencionado anteriormente.
Una vez identificadas las secuencias, se seleccionaron a todas aquellas que tuvieran para cada
dominio un valor esperado (e-value <= 0.001). El orden fue verificado usando las
coordenadas de inicio y fin reportadas por hmmerscan. Finalmente, se aplicé un ultimo filtro
usando las matrices MEME obtenidas de los genomas totalmente secuenciados para
identificar, con el programa MAST (Timothy et al., 2015), al subconjunto de secuencias que

27



conservé los motivos en el nimero y orden identificado en los genomas de los organismos
modelos.

8.9 Curacion manual de los ortélogos identificados en los MAGs.

Para seleccionar de manera manual los ortlogos mas probables dentro de los MAGs, se
realiz6 una curacion basada en que el probable ortélogo presentara el contexto genémico
identificado en los modelos antes descritos, y que éstos fueran consecutivos o ubicados a una
distancia similar a la reportada para los genes descritos en la literatura en relacion con su
posicién dentro del MAG.

8.10 Construccidn de arbol filogenético.

Las secuencias se alinearon con MUSCLE 5 (Edgar, 2022) y se recortaron utilizando los
parametros predeterminados de TRIMAL (Capella-Gutiérrez et al., 2009). Para reconstruir
el arbol, utilizamos 1Q-TREE multintcleo version 1.6.12 para Linux 64-bits (maxima
probabilidad) con correccion aLRT (una aproximacion de prueba estandar de probabilidad)
con 1000 replicas para identificar el modelo de distancia de arranque 6ptimo (Nguyen et al.,
2015). Seis secuencias fueron seleccionadas como un grupo de arboles. Las secuencias
fueron tomadas de aril-CoA ligasas utilizadas en el trabajo original de Arnold et al., 2021,
que utilizo estas secuencias para construir un arbol filogenético de secuencias de aminoacidos
de la superfamilia ANL. El arbol definitivo agrupa 148 secuencias y fue visualizado
utilizando la herramienta iTol (Letunic & Bork, 2021).

9. Resultados

9.1 Identificacion de los modelos experimentales

Con el objetivo de identificar los organismos que poseen la enzima BCL se revisaron los
trabajos de Gescher et al., (2002), Valderrama et al., (2012), Porter & Young (2014),
Thornburg et al., (2015) Arnold et al., (2021) en los cuales se reporta de manera experimental
que las especies como T. aromatica, R. palustris, Paraburkholderia xenovorans LB400,
anteriormente Burkholderia xenovorans LB400 (P. xenovorans LB400) y A. evansii
presentan a la enzima BCL en sus genomas. Estos organismos se conocen por poseer la via
de degradacién del Benzoil-CoA, por lo que se consideran como organismos degradadores
de hidrocarburos aromaticos.

9.2 Prediccion de ort6logos de la benzoato-CoA ligasa

La identificacion de los ortdlogos de la BCL se llevo a cabo mediante varios pasos. El primer
paso consistid en la basqueda de homélogos realizando la construccion de la arquitectura de
dominios Pfam que presentan las secuencias de la BCL provenientes de bacterias para las
cuales se cuenta con evidencia experimental y que comprenden dos dominios Pfam
conservados; AMP-binding (PF00501) y AMP-binding_C (PF13193) en este orden. Esta
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arquitectura de proteina se usé para escanear, con el software hmmscan, 6536 proteomas de
bacterias y arqueas completamente secuenciados obtenidos de la base de datos KEGG
(Kanehisa et al., 2017). Se obtuvieron un total de 232 secuencias que presentaron la
arquitectura de dominio propuesta. El segundo paso se baso en la identificacion de ort6logos
con base en el uso del contexto gendmico de los homdlogos, con el objetivo de seleccionar
aquellos que preservaron un contexto similar al reportado en los organismos modelo.
Después de analizar el contexto genémico de los 232 homdélogos obtenidos anteriormente, se
observ6 que 135 secuencias mostraron un contexto completo ya sea aerébico, anaerébico o
hibrido; mientras que 13 secuencias presentaron un contexto incompleto por lo que no fue
posible clasificar el tipo de metabolismo correspondiente

En el tercer paso para reforzar la prediccion de ortélogos de la BCL se busco, utilizando el
software MEME (Timothy et al., 2015), que los motivos conservados en la clase | de las aril-
CoA ligasas de la superfamilia ANL estuvieran conservados. Estos dos ultimos pasos se
explicardn mas a detalle en las siguientes dos secciones. A partir de esto, 132 secuencias
distribuidas en 118 especies mostraron la organizacion propuesta de motivos MEME, asi
como el contexto gendmico completo. Estas secuencias fueron categorizadas como FC_FM
(full context, full motifs) (Tabla A2, anexo). Por otro lado, las 13 secuencias que conservaban
la organizacion de motivos MEME, pero no contenian alguna de las subunidades boxA o
boxB, es decir, presentaban un contexto incompleto (Tabla A2, anexo), se categorizaron
como IC_FM (incomplete context, full motifs). Por Gltimo, 3 secuencias que presentaban el
contexto genémico completo, pero mostraban alguna duplicacion en los motivos MEME
predichos, se categorizaron como FC_DM (full context, duplicate motifs).

Sin embargo, una de las limitaciones del método utilizado es que, en el caso donde se
presentan dos secuencias de la BCL codificadas dentro del mismo genoma, cuyo contexto
gendmico es igual al de los modelos y que comparten los motivos encontrados por MEME,
nuestra propuesta no logra discernir cual de los homdélogos puede definirse como la secuencia
ortologa. Este es el caso de las secuencias paralogas encontradas en algunos representantes
de los géneros Cupriavidus, Aromatoleum, Thauera, y Ralstonia (Tabla A3, anexo) de la
categoria FC_FM, donde 6 secuencias presentan una copia con un contexto aerébico y otra
con un contexto anaerobico. Por otro lado, se observo un segundo grupo de pardlogos
pertenecientes a la categoria IC_FM. En estos casos se consideraron como ortélogos de la
BCL, a los genes que preservan el contexto genomico mas completo; cup-BKK80 29555,
cuu-BKK79 35510y ccup-BKK81 26760, almacenados en los genomas de Cupriavidus sp.
USMAAZ2-4, Cupriavidus malaysiensis USMAA1020 y Cupriavidus sp. USMAHM13,
respectivamente. En la tercera categoria FC_DM, la secuencia paraloga es la del gen eba-
ebA5301 contenido en el genoma de Aromatoleum aromaticum EbN1 (A. aromaticum
EbN1), que presenta una duplicacién en el Motivo BCL-3 y la cual, en el sentido estricto de
las reglas, deberiamos considerar la secuencia paraloga (Tabla 1, Figura 7). No obstante, un
estudio reciente que reporto la presencia de paralogos de la BCL en A. aromaticum EbN1,
encontrd que ambas copias son funcionales y participan en la via de degradacion del benzoato
(Suvorova & Gelfand 2019).
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9.3 Identificaciéon de ortélogos a partir del contexto gendmico

La inspeccion del contexto gendmico del gen que codifica para la BCL en organismos
modelo mostro tres tipos de organizacion genémica (Figura 5). El grupo clasificado como
cluster aerobico presenta los genes que codifican para las enzimas epoxidasas, las cuales
utilizan oxigeno para llevar a cabo la escisidn del anillo aromatico del benzoato (Figura 4B).
Estos genes también son conocidos como genes box, los cuales estan involucrados en la
degradacion hibrida aerdbica del benzoato, ya que la via incorpora caracteristicas de las vias
aerobica y anaerdébica (Valderrama et al., 2012). El cluster de las enzimas box esta
constituido por los genes boxA y boxB que codifican para las subunidades BoxA (KO:
K15511) y BoxB (KO: K15512) de la benzoil-CoA 2,3-epoxidasa, el gen boxC que codifica
para la benzoil CoA-dihidrodiol liasa (KO: K15513), el gen boxD que codifica para la 3,4-
deshidrogodifenil-CoA semialdehido deshidrogenasa, y el gen que codifica para el regulador
transcripcional del catabolismo aerdbico/anaerdbico del benzoato perteneciente a la familia
XRE (KO: K15546). Por otro lado, el cluster clasificado como anaerobico presenta los genes
que codifican para las subunidades de la benzoil-CoA reductasa (KOs: K04112, K04113,
K04114, K04115). Mientras que el cluster clasificado como catabolismo hibrido presenta
tanto los genes que codifican para las epoxidasas como las reductasas. Los clusters presentan
un conjunto de genes que codifican para los transportadores ABC, los cuales son clasificados
como sistemas de transporte de aminoacidos de cadena ramificada (KOs: K01995, K01996,
K01997, K01998, K01999) (Tabla A1, anexo). Sin embargo, no se utilizaron para elegir los
genes ortdlogos, ya que estan ampliamente distribuidos en los genomas bacterianos y no son
parte de la via metabolica rio abajo y Unicamente se utilizan en la representacion de los
clusters.

Se observo en los resultados obtenidos que la organizacién de estos genes en el genoma de
A. evansii KB740, presenta dos clusters en ubicaciones distintas en el genoma (Tabla A2 y
A3, anexo). El primero esta relacionado con la degradacion aerdbica del benzoato, es decir,
presenta en su contexto a los genes box (Figura 6). Mientras que el segundo esta relacionado
con la degradacion anaerobica del benzoato y presenta en su contexto los genes bcr de la
benzoil-CoA reductasa. Por otro lado, la bacteria T. aromatica, muestra un cluster que
presenta dos copias de la BCL, la primera copia (tak-Tharo_1132) presenta en su contexto a
los genes box y los transportadores ABC. Mientras que la segunda copia (tak-Tharo_1138)
presenta los genes bcr, los cuales estan situados a 179,207 pares de bases rio abajo de laBCL.
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Figura 5. Representacién general de clusters implicados en la degradacion de HA. Los clusters fueron
clasificados de acuerdo con la presencia de los genes en el contexto que codifican a las proteinas estudiadas. Es
decir, el metabolismo aerébico presenta enzimas epoxidasas, transportadores ABC y la enzima BCL. El
metabolismo anaerébico presenta enzimas reductasas, transportadores ABC y la enzima BCL. Mientras que en
el metabolismo hibrido se presentan tanto epoxidasas como reductasas, transportadores ABC y la enzima BCL.
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Figura 6. Organizacién de grupos de genes implicados en el catabolismo anaerdbico o/y hibrido de la
BCL. Organizacion gendmica de los clusters de la BCL encontrados en A. evanssii, R. palustris y T. aromatica.
Los genes estan representados por flechas: verde claro, genes que codifican las BCLs; verde oscuro, genes que
codifican las subunidades de las reductasas para la degradacion anaerébica; amarillo, genes que codifican la
ferredoxina; violeta, genes que codifican; rosa, posibles ortdlogos de genes de transporte ABC; azul, genes que
codifican el cluster box (epoxidasas) y gris, genes que codifican otras funciones conocidas o desconocidas. Dos
lineas diagonales indican que los genes no son adyacentes en el genoma.

9.4 ldentificacion de motivos conservados en las benzoil-CoA ligasas para
mejorar la basqueda de proteinas ortdlogas de la BCL

Para respaldar la seleccion de ortdlogos predichos, se llevo a cabo un andlisis de busqueda
de motivos conservados en las secuencias de aminoacidos utilizando el software MEME
(Timothy et al., 2015). Este anélisis resulto en la identificacion de ocho motivos altamente
conservados. Estudios anteriores de Marahiel et al., (1997), Thornburg et al., (2015), Clark
et al., (2018) y Arnold et al., (2021) han documentado la presencia de motivos MEME en
secuencias de enzimas que pertenecen a la Clase | de la superfamilia ANL. Algunos de estos
motivos exhiben residuos conservados y caracteristicas estructurales que concuerdan con los
hallazgos obtenidos en el presente estudio.
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En particular, al comparar el Motivo-BCL-1 predicho en esta investigacion con los trabajos
previamente reportados, se revela que se encuentra en la region N-terminal y esta asociado
con una estructura conocida como P-loop (Tabla 1). La secuencia consenso del motivo
identificado en las  aril-CoA  ligasas se  describe a  continuacion:
YWx(S/T)(S/T/G)G(S/T)TGxPK, correspondiente a lo reportado por Arnold (et al., 2021).
En el Motivo-BCL-1, este consenso se encuentra completamente conservado en las
posiciones Ser {181}, Ser{182}, Gly{183}, Ser{184}, Thr{185}, Gly{186}, Pro{188}, y
Lys{189}, utilizando como referencia el gen rpa:RPA066 de R. palustris BisB (Tabla 1).

El Motivo-BCL-2, ha sido observado en otras aril-CoA ligasas y desempefia un papel
fundamental en la uniéon de ATP y Mg?*. Al analizar el consenso de este motivo (X(G/W)
X(AIT)E), se destaca que los residuos Gly{327}, Ser{328}, Thr{329} y Glu{330} estan
completamente conservados en todas las secuencias de la enzima BCL (indicado con * en la
Tabla 1). En la superfamilia ANL se ha reportado un motivo que presenta a los residuos
PTIYR completamente conservados (Tabla 1), no obstante, la matriz etiquetada como
Motivo-BCL-8 obtenida a partir de las secuencias no redundantes de este trabajo, muestra
que las BCL solo conservan al residuo Pro {269} en el 100% de las secuencias, no siendo el
caso de la Thr {270} y Val {271}, que se observan parcialmente conservadas. A diferencia
de la Arg que se observa conservada en el motivo reportado para otras aril-CoA ligasas (Clark
et al., 2018), nuestras matrices muestran un sustitucion de la Arg por un residuo de Phe en la
posicién 272. Por otro lado, el Motivo-BCL-3 se asemeja al motivo Rx(D/K) x6G (Thornburg
et al., 2015), en el que se observa que los residuos Arg {421}, Asp {423}, y Gly {430} estan
completamente conservados. Como se puede observar en la tabla 1, el motivo encontrado
conserva también a la Lys {427}, la cual en R. palustris BisB5 se ha descrito que establece
contacto con el borde exterior de la cavidad de union al benzoato, facilitando su
posicionamiento en el sitio activo mediante una interaccion de carga entre el carboxilo del
benzoato y la de la BCL. Otros residuos que encontramos 100% conservados alrededor de la
Lys {427} en las secuencias analizadas, son la Asp {424}, Met {425}, y Val {428}.

El Motivo-BCL-5, localizado en la region C-terminal, conserva el residuo clave catalitico
Lys {512}, que esta involucrado en la reaccion de adenilacion que lleva a cabo la enzima,
interactuando con el alfa-fosfato durante el ataque nucleofilico al ATP. Este residuo, Lys
{512}, se encuentra altamente conservado en todas las aril-CoA ligasas (Arnold et al., 2021).

El Motivo-BCL-4 comparte el residuo conservado Asp {406} con otras aril-CoA ligasas,
mientras que el Gly {405} se conserva exclusivamente en las BCLs. Ejemplos de aril-CoA
ligasas que presentan el residuo Gly {405} incluyen a las enzimas 4-hidroxibenzoato-CoA
ligasa, 3-hidroxibenzoato-CoA ligasa en los organismos T. aromatica y R.palustris, asi como
la 3-hidroxibenzoato-CoA, aminobenzoato-CoA ligasa en A. evansii (Arnold et al., 2021).

Por ultimo, también se identificaron los motivos BCL-7 y BCL-6, los cuales se localizan en
la region N-terminal de la proteina (Figura 7). La funcién de estos motivos aun no se ha
determinado. Sin embargo, se observd que el motivo BCL-6 exhibe una region altamente
conservada con la secuencia (FA/..YGLGN), mientras que el motivo BCL-7 presenta la
conservacion de un residuo de acido aspartico, como se muestra en la Tabla 1, figura 7.

33



MNAAAVTPPPEKFNFAEHLLRTNRVRPDKTAFVDDISSLSFAQLEAQTRQLAAALRAIGV

Motivo BCL- 7
HPVLKAALTKSDHEVQRVIVSRPAAPLEPGEVDFAEFVGAQVPLEKPAATQADDPAFWLY.

Motivo BCL- 8
SAGEALPAEIGQRFQRHFGLDIVDGIGSTEMLHIFLSNLPDRVRYGTTGWPVPGYQIELR
Motivo BCL- 2

Motivo BCL- 5
Dominio AMP-binding

Dominio AMP-binding C

Figura 7. Motivos BCL y dominios Pfam de las BCL de R. palustris CGAQQ9 (rpa-TX73_003425). Se
muestra la ubicacion de los ocho motivos MEME identificados en este estudio en la secuencia de la BCL de R.
palustris CGA009, asi como la longitud de los dominios Pfam, AMP-binding (area gris) y AMP-binding_C

(area amarilla).
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Tabla 1. Motivos conservados en los ortologos predichos de la Benzoato-CoA ligasa. Los
ortélogos predichos para la BCL presentan ocho motivos conservados. De los cuales, cinco
motivos interactlan con la molécula de benzoato y el sitio activo de la enzima. Un asterisco
en el logo muestra los residuos consistentes con motivos encontrados en otros trabajos

(Marahiel et al., 1997, Thornburg et al.,

2015, Clark et al.,

2018, Arnold et al., 2021), o

dichos motivos se encuentran resaltados en negrita. "W", aminoacido aromatico (F, Y, H o
W); "Q", aminoacido alifatico (A, V, L, I o M); x, cualquier aminoacido.

Del N al Motivo MEME Funcién Motivos reportados (Aril- Refere
C- CoA-ligasas ncia
terminal
Motivo Funcion | ====--—-——-
BCL-7 desconocida Este
AD (propuesta del N trabajo
L2 L terminal
Motivo P-loop; regula la | W¥x(S/T)(S/T/G)G(S/T)TGx
BCL-1 interacciéon  y | PK Arnold
l A union del fosfato etal.,
A TR TR con el GDP 2021
Motivo Mutantes Ala227
BCL-6 indican un Este
funcion en el trabajo
. reconocimiento
““““““““ del sustrato
Motivo Pro278; Clark
BCL-8 L A Posicionamiento | (I/L)(E/Q)K(Y/E)(K/R)(V/DNT | etal.,
de ATP y union | x(L/F) 2018
F,E et de Mg21 XG(VIA)PTIYR(F/A)L(L/A)(
' K/Q)
Motivo Posicionamiento | Q(G/W)X(A/T)E Arnold
BCL-2 FI.SN@ de ATP y unién etal.,
R de Mg 2021
| LY %e #
Motivo Funcién (S/IT)GD Clark
BCL-4 Q desconocida etal.,
| & 2018,
Arnold
etal.,
2021
Motivo Posicionamiento | Rx(D/K)x6G (Lys427) de Thorn
BCL-3 del ATP, | R. palustris burg et
unién/interaccio al.,
-“”““Hg n 2015
Motivo Interactia en la | Px4GK¥x(R/K) (Lys512) Arnold
BCL-5 conformacién de et al.,
adenilacion. 2021
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9.5 Los ortdlogos de la benzoato-CoA ligasa y la via del benzoil CoA
funcionan como un marcador que sugiere el tipo de requerimiento de oxigeno
durante el catabolismo.

El andlisis del contexto gendémico demostré ser una herramienta efectiva para la
identificacion de posibles ortlogos de la enzima BCL y, al mismo tiempo, permitio
determinar si la presencia de reductasas y/o epoxidasas en las proximidades era indicativa de
reacciones subsiguientes en la catalisis del compuesto benzoil-CoA a través de una via
aerobica, anaerébica o hibrida. Con los resultados obtenidos se establecieron las tres
categorias anteriormente mencionadas, que son FC_FM, IC_FM y FC_DM.

En la categoria FC_FM, se presentaron un total de 132 probables ortélogos de la BCL (POs),
de los cuales 124 (94%) pertenecian a la clase Betaproteobacteria (Figura 8). De estos, 111
POs albergaban genes relacionados con la via aerébica (box), 7 presentaban genes asociados
a las vias anaerobicas (brc) y 6 poseian genes de ambas vias, caracterizado aqui como
catabolismo hibrido. Adicionalmente, se detectaron 6 POs dentro de la clase
Alphaproteobacteria, y todos ellos presentaban genes vinculados al catabolismo aerébico
(Figura 8 y 9). Por ultimo, las clases Delta y Gammaproteobacteria presentaron un PO cada
una, ambos con genes implicados en la via aerdbica (Figura 8 y 9).

La categoria FC_FM engloba un total de 32 géneros, que albergan 29 proteinas distribuidas
principalmente en la clase Betaproteobacteria. Dentro de esta clase, varios géneros se
destacan por presentar la mayoria de los POs identificados. En particular, los géneros
Bordetella (6, 4.55%), Hydrogenophaga (6, 4.55%), Achromobacter (8, 6.06%), Azoarcus
(9, 6.82%), Pandoraea (13, 9.85%), Paraburkholderia (16, 11.35%), y Cupriavidus (20,
13.64%), como se muestra en la Figura 9.

El género Thauera presenta cuatro POs de la BCL, dos de ellos asociados con vias aerobicas
y los otros dos estan asociados a vias hibridas. EI género Ralstonia muestra dos POs, con un
contexto gendmico que indica una posible degradacién aerdbica del benzoil CoA (Tabla A2,
anexo). El género Azoarcus, presenta nueve POs que representan el 6,82% de las secuencias
totales analizadas, exhibi6 diversos contextos gendmicos: cinco proteinas con un contexto
aerobico, tres con un contexto anaerébico y una con un contexto hibrido (azi-AzCIB_4632),
(Tabla A2, anexo). Cabe destacar que tres genomas de Azoarcus (aza, azi y azd) muestran
dos copias de la BCL, lo que se predijo como proteinas paralogas indistinguibles ya que todos
los POs poseen uno de los contextos gendmicos propuestos. Especificamente, las cepas
Azoarcus sp. KH32C, Azoarcus sp. DN11 y Azoarcus sp. CIB han demostrado que cada una
posee un PO de la enzima BCL con un contexto anaerébico completo. Estos POs se
identifican como  aza-AZKH 2151, azd-CDA09 12090 vy azi-AzCIB_1616,
respectivamente. Sin embargo, es importante sefialar que el gen azd-CDA09 22715 de
Azoarcus sp. DN11 tiene en su contexto a los genes box y presenta Unicamente las
subunidades bcrB (K04112) y berC (K04113) del cluster anaerdbico. En contraste, el gen
azi-AzCIB_4632 de Azoarcus sp. CIB exhibe tanto los genes aerébicos como una copia del
regulador transcripcional boxR, junto con un conjunto completo de genes relacionados con
la degradacién anaerobia (Tabla A2 del anexo). También se observaron pardlogos
indistinguibles de la BCL en los genomas de ciertas bacterias de los géneros Cupriavidus,
Thauera, Ralstonia y Aromatoleum (Tabla A3, anexo).
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Los dos grupos que no se adhieren a las reglas propuestas, IC_FM y FC_DM, presentan un
total de 13 y 3 genes, respectivamente (Figuras 8 'y 9). En la categoria IC_FM, se encuentran
los posibles ortdlogos que poseen un contexto genético menos conservado, pero ain
presentan todos los motivos esenciales. En esta categoria, se destaca la presencia de la cepa
Ferrovibrio terrae K5, que pertenece a la clase Alphaproteobacteria. Ademas, se han
identificado 12 bacterias pertenecientes a la clase Betaproteobacteria, distribuidas en los
géneros Cupriavidus, Pandoraea, Paraburkholderia, Polaromonas, Ramlibacter y Thauera
(Figura 9, Tabla A2, anexo). Es relevante sefialar que el andlisis del contexto genético de los
genes en esta categoria ha revelado la falta de algunos genes box.

Por otro lado, en las cepas Cupriavidus malaysiensis USMAA1020, Cupriavidus sp.
USMAAZ2-4 y Cupriavidus sp. USMAHM13, se ha identificado unicamente la presencia del
regulador transcripcional bdzR/boxR en su contexto (Tabla A2, anexo). En contraste, los
genes encontrados en la categoria FC_FM, especificamente cup-BKK80 29555, cuu-
BKK79 35510 y ccup-BKK81 26760 en Cupriavidus malaysiensis USMAA1020,
Cupriavidus sp. USMAAZ2-4 y Cupriavidus sp. USMAHM13, respectivamente, muestran la
presencia de los genes relacionados con la via aerébica completa. Por lo tanto, estas proteinas
han sido clasificadas como ortélogas de la enzima BCL.

Las secuencias pertenecientes a la categoria FC_DM exhibieron un contexto genémico
completamente conservado, pero presentaron motivos MEME duplicados (Tabla A8, anexo).
Dentro de este grupo, destaca Aromatoleum aromaticum EbN1, que presenta dos copias
funcionales de la enzima BCL (Arnold et al., 2021). Una de estas copias, eba-ebA2757,
mostré una duplicacion del Motivo BCL-8 en la region N-terminal para la union de ATP y
Mg?*, aunque este motivo presentd una conservacion deficiente, la prolina catalitica Pro
{269}, se conserva en esta secuencia. Por otro lado, el gen shd-SUTH_01659 de Sulfuritalea
hydrogenivorans exhibié una una duplicacién del Motivo-BCL-2. Por (ltimo, snn-
EWH46 00425 de Sphaerotilus natans subsp. sulfidivorans D-507 mostrd una duplicacion
del Motivo BCL-3 en la proximidad de su regién N-terminal, (Tabla A8, anexo).
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| Alphaproteobacteria
. Betaproteobacteria
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Aerébico Anaerébico  Hibrido Indefinido Aerébico  Hibrido

Via inferior predicha

Figura 8. Organizacién de los POs de la BCL y vias rio abajo predichas en clases. Se observa el nimero
de POs de la BCL predichos y su distribucidn en cada clase filogenética dentro de las categorias consideradas
en este estudio. Basado en la prediccién de ort6logos de las vias rio abajo. En la categoria FC_FM se observa
la presencia de los pres tipos de catabolismos. Para la categoria IC_FM no se puede definir un tipo de
catabolismo. En la categoria FC_DM se muestran Unicamente los catabolismos aerébico e hibrido. FC_FM
(full context_full motifs), IC_FM (incomplete context_full motifs) y FC_DM (full context_ double motifs).
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Figura 9. Distribucion a nivel género de los POs de la BCL y vias rio abajo predichas para cada categoria.
Representacion de la distribucién y abundancia de las proteinas implicadas en las vias aerobias, anaerobias e
hibridas de la degradacién del benzoil-CoA dentro de las categorias establecidas. FC_FM (full context_full
motifs), IC_FM (incomplete context_full motifs) y FC_DM (full context_ double motifs)
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9.6 Distribucién filogenética de los POs con metabolismo aerobico,
anaerodbico e hibrido.

Dada la dificultad para distinguir entre ort6logos y paralogos en ciertas especies, se opto por
la construccion de un arbol filogenético con el proposito de evaluar si los parélogos se
agrupaban en clados separados. Para llevar a cabo este analisis, se emplearon las secuencias
pertenecientes a las tres categorias previamente mencionadas (FC_FM, IC_FM y FC_DM),
junto con un grupo externo compuesto por otras aril-CoA ligasas de la clase I, subclase Ib,
tal como se definio en el estudio de Arnold (et al., 2021). Los miembros de estas categorias
se organizaron en grupos de familias, y se observd que las familias Burkholderiaceae y
Comamonadaceae se destacaron como las mas abundantes en este analisis filogenético. El
arbol fue dividido en 12 clados, (Figura 10).
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Figura 10. Distribucién filogenética de ort6logos y paralogos de la BCL. El &rbol se divide en doce clados
marcados con numeros romanos. Los perfiles filéticos (puntos) que describen a los fenotipos (estrellas) rodean
el arbol. Las BCLs dentro de los géneros se indican mediante figuras geométricas en cada punta de las ramas.
La barra al lado de los nombres de los genes codificando a las BCL indica las clases filogenéticas Beta, Alfa,
Gamma y Deltaproteobacteria. También se muestran los BCLs agrupados en FC_FM, IC_FM y FC_DM.

9.7 Distribucion filogenética de los paralogos

La clasificacion basada en el contexto genémico y la presencia de motivos reveld una
separacioén notoria del grupo FC_FM, que comprende 16 proteinas paralogas procedentes de
diversos géneros, como Aromatoleum, Azoarcus, Cupriavidus, Paraburkholderia, Ralstonia
y Thauera, (Tabla A3, anexo), (Figura 10).

El arbol filogenético propuesto muestra que las proteinas de la categoria IC_FM,
pertenecientes al género Cupriavidus (cuu-BKK79 19345, cup-BKK80 12955 y ccup-
BKK81_12740), se ubicaban cerca de la raiz del arbol, sugiriendo un origen ancestral. Estas
proteinas exhiben en su perfil filético los genes que codifican para el regulador
transcripcional boxR/bzdR y para el grupo de transportadores ABC. Adicionalmente, se
identificd otro grupo de estas copias, posicionadas cerca de la punta del arbol en el clado X,
compuesto por cuu-BKK79 35510, ccup-BKK81_ 26760 y cup-BKK80_ 29555, debido a la
presencia del cluster de proteinas Box. Es relevante mencionar que los genes que codifican
estas copias de la BCL se encuentran en cromosomas secundarios mas pequefios, conocidos
como cromidos putativos (Dicenzo et al., 2019), (Figura 11, Tabla A3, anexo).

Otras copias pertenecientes a los géneros Cupriavidus y Ralstonia, clasificadas como
FC_FM, también se localizan en un cromido putativo (Figura 11). La especie P. xenovorans
LB400 presenta dos copias de la BCL, una ubicada en cromosoma principal (bxe-
Bxe A1419)y la siguiente ubicada en el cromido putativo. En el caso del grupo IC_FM, una
de las copias se sitla adyacente a la raiz del arbol filogenético (clado I1), mientras que las
segundas copias se encuentran en el clado X, en las ramas exteriores, (Figura 10). Las
proteinas del clado Il muestran un perfil filético que sugiere su participacion en el
catabolismo aerdbico, y esta caracteristica se repite en el perfil observado en el grupo X (I11A).

Por otro lado, los clados I11C y 111D1 albergan un segundo conjunto de paralogos, en el cual
las copias se encuentran en un solo cromosoma. Ambos clados engloban bacterias de los
géneros Aromatoleum y Azoarcus (Figura 11). Los POs de las BCLs agrupadas en el clado
I11C presentan un perfil filético compuesto por un conjunto completo de reductasas y un
grupo de transportadores ABC, lo que sugiere que estas enzimas estan involucradas en la
transformacion de benzoil CoA mediante el catabolismo anaerdbico.

Por otro lado, el clado 111D1 incluye dos copias (eba-ebA2757 y abre-pbN1_17360) capaces
de metabolizar el benzoil CoA a través de la via aerdbica (box). Es importante destacar que
el PO eba-ebA2757 exhibe una duplicacion del Motivo-BCL-8 en su region N-terminal. El
perfil filético en las copias restantes del clado I1ID1 sugiere un metabolismo hibrido en el
que se encuentran presentes los genes de las proteina Box, y las subunidades de la benzoil
CoA reductasa. Esto se refleja en los perfiles de azi-AzCIB_1616 y are-WP_169125304. Por
otro lado, el perfil filético de azd-CDAQ9 22715 y apet-ToN1 26720 carece de las
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subunidades D y A de la benzoil-CoA reductasa codificadas en los genes bcrD/badG y
bcrA/badF, lo que sugiere un metabolismo aerébico. Las copias de la BCL encontradas en
Thauera se dividen en dos subclados, una de las copias muestra un perfil filético hibrido y la

otra un perfil filético aerébico, ya que ambas comparten los genes box en su contexto
gendémico, (Figura 10, Tabla A2 anexo).

El andlisis del porcentaje de GC en los genomas que albergan copias paralogas de la BCL
(Figura 12) revela que los POs ubicados en el cromosoma tienden a mostrar una mayor
similitud en el contenido de GC en comparacion con aquellos que residen en cromidos
putativos. Sin embargo, existen excepciones a esta tendencia, como las copias cti-
RALTA _A1325 (ubicada en el cromosoma) y cti-RALTA B1617 (ubicada en el crémido
putativo) de Cupriavidus taiwanensis, que presentan un contenido de GC similar. Es
importante sefialar que estas copias pertenecen a la categoria FC_FM, lo que significa que
poseen un contexto gendmico similar a los propuestos y los ocho motivos predichos, a
diferencia de las copias agrupadas en el clado | del género Cupriavidus, que carecen de las
proteinas Box (Tabla A3, anexo). Por otro lado, en el caso de especies como Cupriavidus
necator NH9 y Cupriavidus necator H16 (anteriormente conocida como Ralstonia eutropha
H16), el porcentaje de GC de los POs sin genoma segmentado se encuentra dentro del rango

intercuartilico, lo que sugiere que los POs estan adaptados de manera mas eficiente a cada
genoma del hospedero (Figura 12).
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Figura 11. Perfil filético de paralogos de la BCL y sus ubicaciones dentro y fuera de genomas
multipartidos. A) Distribucion de las BCLs asociadas a una via aerébica o catabolismo indefinido en los
géneros Cupriavidus y Paraburkholderia. B) Distribucion de BCLs asociadas con vias aerobicas, anaerdbicas
e hibridas en el género Azoarcus. C) Distribucién de BCLs asociadas con catabolismo aer6bico, anaerébico e
hibrido en el género Aromatoleum D) Distribucién de BCLs asociadas con una via aerébica o hibrida rio abajo
en los géneros Ralstonia y Thauera.
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Figura 12. Distribucion del %GC en copias paralelas. Se mostré la distribucion del %GC de cada gen,
destacando la posicion del BCL %GC en la distribucidn. Los puntos anaranjados representan genes en el
cromosoma principal, el plrpura representa genes en los cromidos putativos, y las BCLs en puntos verdes estan
presentes en genomas con un cromosoma.
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9.8 Distribucion filogenética de la BCL en genomas con una sola copia del
gen.

De las 132 proteinas clasificadas en la categoria FC_FM, 101 se codifican en una Unica copia
del gen de la BCL, lo que sugiere que estas proteinas son ortologas de la BCL seguln las
predicciones obtenidas en esta investigacion. Los clados Il y Il agrupan principalmente
proteinas paralogas (Figura 10). En particular, el Clado 11 estd compuesto por tres proteinas
pertenecientes al género Cupriavidus (cpau-EHF44 15385; Cupriavidus pauculus
FDAARGOS 614, rme-Rmet_1224; Cupriavidus metallidurans CH34 y reu-Reut_ A1327;
Cupriavidus pinatubonensis JIMP134), cuyos genes se ubican en el cromosoma | y todas ellas
presentan un perfil filogenético aerobico.

Los ortélogos ubicados en el clado 11ID2 pertenecen al género Azoarcus y forman un
subclado pequefio que guarda una estrecha relacién con los POs del género Thauera. Dos de
estos ortélogos son de la misma especie (aoa-dgs_3186; Azoarcus olearius azo-azo3052;
Azoarcus olearius BH72), mientras que la tercera proteina, azr-CJ010_18885, pertenece a la
especie Azoarcus sp. DD4. Los tres ortologos predichos exhiben un perfil filético de tipo
aerobico.

Los ortologos pertenecientes a la familia Alcaligenaceae y agrupados en el clado 1V
comprenden proteinas de los géneros Achromobacter (8 ort6logos), Bordetella (6 ort6logos),
Pusillimonas (2 ort6logos) y Castellaniella (1 ortélogo). Cada género presenta un perfil
filético caracteristico (Figura 10, Tabla A2, anexo). Es importante sefialar que la proteina
axx-ERS451415 de Achromobacter xylosoxidans NCTC10807 carece de las subunidades C
y D del cluster Box, mientras que la proteina pus-CKA81 01040 de Pusillimonas
thiosulfatoxidans carece de la subunidad D del cluster Box. En consecuencia, el perfil filético
de estas especies no sigue el patron observado en los representantes tipicos de sus respectivos
géneros. Sin embargo, es destacable la ausencia de la subunidad D en pus-CKA81 01040
que es una caracteristica compartida con las proteinas predichas del género Achromobacter,
(Figura 10, Tabla A2, anexo).

El primer grupo de ort6logos pertenecientes a la familia Burkholderiaceae se ha agrupado en
el clado V junto con un representante del género Chondromyces y doce del género Pandoraea
(Figura 10). En ambos géneros, se encontrd un cluster de proteinas Box completo en sus
perfiles filéticos. Sin embargo, la treceava proteina en este clado (pand-DRB87 15915;
Pandoraea sp. XY-2) carece de la subunidad A de la 2,3-epoxidasa benzoil-CoA (BoxA),
por lo que no se considera como ortloga. Cabe destacar que este clado incluye el Unico
ortélogo predicho de la clase Deltaproteobacteria, que pertenece al género Chondromyces:
Chondromyces crocatus Cm c5.

Un segundo grupo de ortlogos encontrados en la familia Burkholderiaceae se agrupa en el
clado VI. Este clado esta representado por miembros de los géneros Paraburkholderia (18
ortlogos), Burkholderia (3 ortdlogos), Mycetohabitans (1 ortélogo, brh-RBRH 00494;
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Mycetohabitans rhizoxinica HKI 454, anteriormente Burkholderia rhizoxinica HKI 454) y
Pandoraea (ptx-ABW99 07645; 1 ort6logo). La proteina ptx-ABW99 07645, al igual que el
resto de las proteinas en el clado VI, comparte un ancestro comun con las proteinas del clado
V, (Figura 10). Sin embargo, en el clado VI se identificaron tres proteinas no ortélogas (bxe-
Bxe A1419; P. xenovorans LB400, pcj-CUJ87_05105; Paraburkholderia caledonica
PHRS4 y pcaf-DSC91_004077; Paraburkholderia caffeinilytica CF1). En los genomas de P.
xenovorans LB400 y Paraburkholderia caledonica PHRS4, no se encontraron ortdlogos de
las subunidades benzoil-CoA 2,3-epoxidasa (BoxA y BoxB), respectivamente. Por otro lado,
el ortdlogo de Paraburkholderia caffeinilytica CF1 carecid de ambas subunidades de la
benzoil-CoA 2,3-epoxidasa. Los clados V y VI conservaron el cluster Box, y el 99,05% de
las especies carecen del cluster de los transportadores ABC en el contexto gendmico.

El clado VII estd compuesto por tres miembros de la familia Alcaligenaceae (Tabla A2,
anexo), con dos bacterias clasificadas en el género Advenella y una del género
Pigmentiphaga. Todas estas bacterias presentaron un perfil filético aerdbico en el que se
observa la presencia del cluster de transportadores ABC.

El clado VIII agrupa a ocho representantes de la familia Comamonadaceae, incluyendo
organismos clasificados en los géneros Hydrogenophaga (6 ortdlogos) y Limnohabitans (2
ortélogos), todos con un perfil filogenético aerdbico. El ortdlogo de Hydrogenophaga sp.
BPS33, hyn-FOK07_05860, mostré un cluster Box completo y un cluster que incluye a los
transportadores ABC en el contexto gendmico. Sin embargo, los ort6logos hyc-E5678 00680
y |lim-L103DPR2_00827, encontrados en Hydrogenophaga sp. PAMC20947 vy
Limnohabitans sp. 103DPR2, respectivamente, carecen de la subunidad BoxD del cluster
Box, (Figura 10, Tabla A2, anexo).

La familia Comamonadaceae comprende bacterias de los géneros Variovorax (5), Delftia (4),
Diaphorobacter (3), Comamonas (2), Acidovorax (1) y Verminephrobacter (1), ubicados en
el clado IX. Al igual que en otros clados, los miembros de cada género muestran un perfil
filético aerdbico. Este perfil se conserva a nivel de género, con la excepcién de la proteina
drg-H9K76_0416 de Diaphorobacter ruginosibacter DSM_27467, que presenta un cluster
Box completo. Por otro lado, los ortélogos daer-H9K75 07735 (Diaphorobacter aerolatus
KACC_16536) y dih-07735G7047_17790 (Diaphorobacter sp. HDW4A) carecen de la
subunidad BoxD del cluster Box (Figura 10).

Los clados X1y XII comparten un ancestro comun reciente, aunque fueron separados en dos
clados para facilitar la explicacién. El clado XII alberga ort6logos de la BCL pertenecientes
a la clase Alphaproteobacteria. En cambio, el clado XI incluye cinco especies de la familia
Comamonadaceae, un ortélogo predicho en la familia Thiotrichaceae y otro en la familia
Neisseriaceae, de la clase Betaproteobacteria. También se encuentran dos ortologos de la
BCL no asociados a una familia en particular, pero pertenecientes a los géneros Leptothrix y
Thiomonas. Destaca en este clado el udnico ortélogo relacionado con la clase
Gammaproteobacteria (Candidatus Thiothrix singaporensis SSD2), perteneciente al género
Thiothrix. Todas las BCLs en el clado XI muestran un perfil filético aerobico. Ademas, en
este grupo se identifica a Sphaerotilus natans subsp. sulfidivorans D-507, la tercera especie
con un motivo duplicado (snn-EWH46 00425) (Figura 10, Tabla A8, anexo).
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Como se observa en el arbol, muy pocas BCLs muestran un perfil filético anaerdbico. Los
ortélogos de la BCL de R. palustris se encuentran presentes en el clado XII y exhiben esta
caracteristica. De estas R. palustris CGAO009, es la Unica BCL experimentalmente
caracterizada (Geissler et al., 1988). Dentro del clado XII, se observan dos perfiles filéticos
distintos. R. palustris BisB18 y R. palustris BisB5 muestran todas las subunidades de la
benzoil-CoA reductasa. Por otro lado, los perfiles de cuatro Rhodopseudomonas muestran
las subunidades BoxC y BoxD (Figura 10).

9.9 Distribucion filogenética de las secuencias consideradas ortélogas no
probables.

Se observa que los clados I11A y I11B agrupan tres y una secuencia, respectivamente, con un
perfil filético que carece de una o ambas subunidades BoxA/BoxB de la benzoil-CoA 2,3-
epoxidasa (Figura 10). Se considera que las enzimas que carecen de una subunidad no
podrian catalizar la reaccion correspondiente, y dado que esta reaccién es la primera de la
via, se opto por un enfoque conservador, que sugiere que estas secuencias no son ortélogas.
Un caso particular es el de fer-FNB15_18620, encontrado en el genoma de Ferrovibrio terrae
K5, clasificado como Alphaproteobacteria, el cual se agrupa en el clado IIB junto a la
secuencia shd-SUTH_01659 presente en la especie Sulfuritalea hydrogenians, clasificada
como Betaproteobacteria. Esta Ultima presenta una copia duplicada del Motivo-BCL-2 en el
extremo amino-terminal de la proteina, (Figura 10, Tabla A8, anexo).

9.10 Distribucién filogenética de los probables ortologos del regulador
transcripcional de la familia XRE.

En esencia, todos los clados que muestran la presencia del cluster Box presentan un PO del
regulador transcripcional BdzR/BoxR (K15546), independientemente de su clasificacion en
las categorias FC_FM, IC_FM y FC_DM. Sin embargo, se encuentran algunas excepciones;
el perfil filético de la proteina cgd-CR3_3376 de Cupriavidus gilardii CR3 ubicada en el
clado X, es el tnico ortologo de la BCL que carece de un ortologo probable de BdzR/BoxR.
Otras BCLs agrupadas en el clado XII, en el que todas las bacterias pertenecen al género
Rhodopseudomonas, tienen un conjunto completo de reductasas que carece de un regulador
BdzR/BoxR. Sin embargo, se ha documentado que el factor de transcripcién BadM regula al
operon bad involucrado en la degradacion anaerdbica del benzoato en R. palustris. Este
regulador esta presente en el contexto de todas las BCLs del clado XII, (Hirakawa et al.,
2015). Por otro lado, cuatro Rhodopseudomonas tienen POs de BoxD y BoxA que no
deberian ser funcionales de acuerdo con las reglas propuestas ya que carecen de la subunidad
B de benzoil CoA 2,3-epoxidasa codificada por el gen BoxB. Estas bacterias también carecen
de BdzR/BoxR, (Figura 10). En la Figura 10, se observa que las BCLs que se presentan en el
perfil filético BdzR/BoxR pueden estar ubicadas dentro de los grupos FC_FM, IC_FM o
FC_DM.
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9.11 Las bacterias que degradan los hidrocarburos aromaticos a través de la via del
benzoil CoA no se limitan a un entorno especifico.

Los organismos con evidencia experimental de presentar la via de degradacion del benzoil
CoA incluyen a la especie R. palustris CGA009, la cual se aisl6 de aguas y sedimentos
marinos aparentemente no contaminados, pero también de lagunas de desechos porcinos,
excrementos de gusanos de tierra y agua de estanque (Larimer et al., 2004). Por otro lado,
los genomas restantes con ortélogos y paralogos predichos se aislaron mayoritariamente de
ambientes terrestres no marinos. Concretamente, 57 de ellos se obtuvieron de muestras de
agua, suelo o sedimentos aparentemente no contaminados (agua/tierra), mientras que 37 se
aislaron de organismos o de sus secreciones (Figura 13A, Tabla A4, anexo). A partir de estos
genomas, se identificaron diez bacterias con un PO de la BCL que fueron aisladas de sitios
contaminados con hidrocarburos derivados del petréleo, mientras que otras 25 se aislaron de
sitios contaminados con otros tipos de contaminantes, como metales (Figura 13A). Los
géneros Paraburkholderia, Pandoraea, Bordetella y Achromobacter destacan como los mas
representativos.

Cabe sefalar que no se encontraron especies de Pandoraea aisladas de sitios contaminados
con hidrocarburos del petréleo. Sin embargo, Achromobacter, Azoarcus, Paraburkholderia y
Cupriavidus cuentan con al menos un representante encontrado en un sitio contaminado por
hidrocarburos. Estos géneros también estan asociados con sitios de aislamiento reportados
como no contaminados o vinculados a un organismo. De estos géneros, Cupriavidus es el
que presenta copias de la BCL en crémidos putativos (Figura 13, Tabla A3, anexo). Se
observa que un porcentaje significativo de los géneros tiene menos de 6 miembros, lo que
dificulta la evaluacion estadistica. No obstante, las observaciones sugieren que las vias de
degradacion de hidrocarburos estan ampliamente distribuidas entre las diferentes especies
estudiadas.

Dada la preocupacion por la contaminacién generada por la extraccion y el transporte de
petréleo en el suelo y el agua, asi como por derrames como el ocurrido en la plataforma
Deepwater Horizon en el Golfo de México, se esperaba encontrar una mayor cantidad de
organismos en muestras oceanicas contaminadas por hidrocarburos. Sin embargo, debido a
los pocos ortologos predichos de la BCL en ambientes marinos en las secuencias
inspeccionadas, se decidié ampliar la basqueda y explorar genomas ensamblados a partir de
MAGs marinos para evaluar la presencia de la BCL y las vias descendentes en ecosistemas
marinos, (Figura 14).
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9.12 lIdentificacion de ortdlogos de benzoato-CoA-ligasa en genomas secuenciados de
MAGs.

Se utilizaron las matrices de arquitectura Pfam de la BCL, asi como las matrices generadas
por MEME, para escanear los proteomas de 1553 MAGs del catalogo OceanDNA MAG
(Nishimura & Yoshizawa 2022) y en 11 binns ensamblados del Golfo de México derivados
del estudio de Loza (et al., 2022). En el transcurso de esta busqueda exhaustiva, se logré
identificar un total de 53 POs de la BCL Unicamente del proyecto OceanDNA, como se
detalla en la Tabla A6 del anexo.

Los POs de la BCL identificados, presentan en su contexto genémico al menos una de las
enzimas aerobicas 0 anaerobicas propuestas, como se detalla en la Figura 13 y la Tabla A5
del anexo. En contraste con los genomas secuenciados, donde la mayoria de los POs
pertenecen a la clase Betaproteobacteria, en los MAGs, la clase Alphaproteobacteria es la
que presenta la mayoria de los POs, abarcando un 77.3%. Las clases Delta y
Betaproteobacteria tienen proporciones iguales de POs, cada una con un 7.5%, mientras que
Gammaproteobacteria contribuye con un tnico PO, y la clase Epsilonproteobacteria, que no
se observOo en genomas completamente secuenciados, presenta un PO en este conjunto
(Figura 14).

Se lograron identificar siete POs en MAGs que cumplen con estandares aceptables,
distribuidos entre las clases Alfa (4), Beta (2) y Gammaproteobacteria (1). Estos MAGS
tienden a mantener un perfil filético bien conservado, a excepcién de un par de paralogos
encontrados en RI1183223.1|GCA_003576595 y RII83731.1|GCA 003576595, ambos
presentes en Pusillimonas maritima (P. maritima), una Betaproteobacteria de la familia
Alcaligenaceae. No obstante, en el proteoma de P. maritima se identifico un tercer paralogo
con un cluster Box completo (R1184310.1|GCA_003576595), lo que sugiere que podria ser
el ortélogo de la BCL siguiendo las reglas propuestas.

Asimismo, la proteina ALD92563.1|GCA_001281465, encontrada en el proteoma de
Cupriavidus gilardii CR3, exhibe un cluster Box completo y pertenece a la familia
Burkholderiaceae (Betaproteobacteria), (Figura 14, Tabla A5). Otros MAGs de alta calidad
también presentan el cluster Box, aunque carecen de la subunidad BoxD. Estos genes fueron
clasificados en las familias Roseobacteraceae, Rhodobacteraceae y Alcanivoracaceae. Al
igual que en algunos de los genomas completamente secuenciados, se encontraron paralogos
en los MAGs. Todos estos paralogos, excepto los de GCA_ 003576595 (Alcaligenaceae) y
GCA _002715265 (familia no reportada ND; Alphaproteobacteria), se predijeron en la
familia Rhodospirillaceae. Estas copias mostraron una conservacion parcial de las proteinas
Box, y en el caso de los proteomas de GCA_ 002725625 y GCA 002690215, se predijeron
POs de las subunidades de la benzoil CoA reductasa (Figura 14).

Es importante sefialar que los POs de las subunidades de la benzoil-CoA reductasa en los
MAGs explorados no siempre estuvieron codificados en el contexto gendmico. No obstante,
en el genoma completamente secuenciado de T. aromatica, se ha informado que los ortélogos
de las subunidades de la benzoil CoA reductasa no estan adyacentes a la BCL en el genoma
(Carmona et al., 2009).
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Respecto al proteoma etiquetado como GCA 002687515, se detectaron siete POs
relacionados con un contexto anaerébico. Sin embargo, se debe considerar con precaucion la
interpretacion de estos resultados. En siete perfiles predichos en la familia Rhodospirillaceae
y en un grupo de genes encontrados en MAGs de una familia no determinada (ND), se
identificé la presencia del regulador transcripcional de la familia XRE (BzdR/BoxR).
Nuevamente, en Rhodospirillaceae, se identificaron dos POs que presentan en su contexto
tanto las proteinas Box como reductasas o subunidades. En ambos proteomas
(GCA _002724505y GCA _002720855), se predijeron paralogos que sugieren un catabolismo
anaerdbico del benzoil CoA. Es importante mencionar que la identificacion de estos POs en
los MAGs represent6 un desafio significativo, principalmente debido a la calidad deficiente
de varios de estos MAGs, que presentaban problemas de contaminacién e integridad. Esta
limitacion, en efecto, tuvo un impacto notorio en las predicciones realizadas, lo cual se refleja
en la baja conservacion del contexto gendmico y, por consiguiente, en la variabilidad de los
perfiles filéticos observados (Tabla A6, anexo).
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Figura 14. Distribucion de los POs identificados en genomas ensamblados de metagenomas. Panel A)
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subunidades de la benzoil CoA reductasa, no siempre se encontraron dentro del contexto genémico.
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10. Discusion

En este estudio, se investigd la distribucién de la enzima BCL y sus vias metabdlicas
asociadas a la degradacion del benzoil CoA, en un conjunto de 6536 genomas completamente
secuenciados y en 1526 MAGs marinos. Las rutas metabolicas predichas se emplearon para
categorizar el catabolismo en aerdbico, anaerdbico o hibrido segun la presencia o ausencia
de los genes involucrados en dichas vias. Para llevar a cabo este analisis, se realiz6 una
prediccion de ortélogos basada en el empleo de una serie de técnicas bioinformaticas
centradas en la conservacion de los dominios de proteinas y la preservacién del contexto
gendémico. Estos métodos, utilizados por nuestro equipo y otros grupos, han demostrado ser
eficaces en la prediccion de marcadores gendmicos para otros procesos bioldgicos, como los
involucrados en diversas etapas del proceso de endoesporulacion en Firmicutes (Davidson et
al., 2018; Kelly y Salgado, 2019; Martinez-Amador et al., 2019; Soto-Avila et al., 2021).
Recientemente, esta estrategia, complementada con técnicas de aprendizaje automatico, se
aplicaron para identificar proteinas de la familia de enzimas formadoras de adenilato (ANL)
para definir las principales clases funcionales (Robinson et al., 2020). Estas clases comparten
los motivos (Y/F)(G/W)X(A/T)E y (S/T)GD criticos para la unién y catalisis del ATP
(Arnold et al., 2021; Clark et al., 2018; Marahiel et al., 1997). Las clases de la superfamilia
ANL predichas en el estudio de aprendizaje automatico se utilizaron para construir un arbol
filogenético de maxima probabilidad, revelando que el grupo de las aril CoA-ligasas estaba
mas estrechamente relacionado con subfamilias de proteinas distintas que con aquellos
dentro de ellas.

Otro estudio reconstruy6 un arbol filogenético que aline6 374 secuencias de proteinas de la
superfamilia ANL, de las cuales 49 eran aril-CoA ligasas; estas proteinas conservaron cinco
aminoéacidos en todos los grupos: Glu328, Gly384, Asp418, Arg433, y Lys524 (Arnold et
al., 2021; Clark et al., 2018). Estos residuos se encontraron principalmente alrededor del sitio
activo de las enzimas que contienen los sitios de unién a AMP y CoA en lugar de la superficie
de la proteina. La reconstruccién filogenética de las 374 secuencias revel6 nueve clados que
exhibieron la conservacion de diez motivos especificos del grupo, nueve de los cuales se
pueden encontrar en la superfamilia ANL (Gulick, 2009; Marahiel et al., 1997). Al igual que
el estudio presentado por Robinson (et al., 2020), en este trabajo enfrentamos desafios en la
clasificacion precisa de las BCLs, destacando la naturaleza no trivial de la prediccion de
ortologia en la familia de las enzimas ANL. Sin embargo, en este estudio también nos
basamos en la presencia de los motivos y residuos especificos caracteristicos de esta familia
de enzimas para realizar una identificacion computacional de ortélogos mas precisa.

Nuestro analisis de los motivos revel6 ocho motivos conservados, de los cuales dos no
estaban previamente reportados. Dichos motivos denominados BCL-7 y BCL-6, se
identificaron en el extremo N de los ortlogos predichos de la BCL. La inspeccion detallada
de la composicion del motivo BCL-6 reveld la presencia del residuo Ala227. En el estudio
de Thornburg (et al., 2015) se realizaron mutaciones, entre ellas la de Ala227Gly en la BCL
(BadA) de R. palustris. Dicho estudio arrojo resultados significativos: la mutante Ala227Gly,

51



disefiada para reducir el choque estérico durante la union del sustrato y la rotacion al formar
el intermediario benzoato-AMP, demostrd un aumento notable en la actividad de BadA en
relacidn con los orto-sustratos. Esto lleva a la conclusion de que el Motivo BCL-6 desemperia
un papel crucial en el reconocimiento del sustrato. Por otro lado, para el Motivo BCL-7, no
se encontraron procedimientos experimentales que arrojaran luz sobre su funcién especifica.
Por lo tanto, se requieren estudios adicionales para comprender a fondo la funcion de sus
residuos. Es importante destacar que los motivos BCL-6 y BCL-7 rodean al Motivo BCL-1
en la secuencia primaria. El Motivo BCL-1, a su vez, alberga al motivo P-loop, que regula la
interaccion y unidn del fosfato con el GDP. En el dominio N-terminal, se encuentran
presentes practicamente todos los residuos que se unen al sustrato carboxilado y al grupo
adenosil del ATP. En contraste, los residuos del dominio C-terminal se encargan de coordinar
los grupos ribosa y fosfato, (Thornburg et al., 2015). Adicionalmente, el estudio de
Thornburg también destacé que Lys427 desempefia un papel esencial en la reaccion de
tioesterificacion, y se identificd que esta completamente conservado en el Motivo BCL-3 de
esta investigacién. Como se mencion6 previamente, los motivos restantes estan relacionados
en el reconocimiento y la conversion de sustratos.

La incorporacion de estos motivos mejord fuertemente el reconocimiento de las BCLs de
otras aril-CoA ligasas. Sin embargo, identificamos que un pequefio grupo de genomas
codifica paralogos de la BCL, algunos de los cuales presentan un contexto genémico
incompleto (IC_FM) o una duplicacion de un motivo en el N terminal (FC_DM). Dichos
paralogos se presentaron principalmente en las familias Burkholderiaceae, Zoogloeaceae y
Rhodocyclaceae. Por otro lado, aquellos paralogos de la BCL que presentaban un contexto
incompleto no se asignaron inicialmente como ort6logos ya que carecian de una 0 mas
subunidades de una enzima, lo que indica que la via de degradacion del benzoil CoA no debe
ser funcional. Sin embargo, ambos preservaron una copia del factor de transcripcion
BzdR/BadR en su contexto gendmico, lo que puede asegurar su transcripcién. No se ha
determinado la razon por la cual ciertas bacterias conservan estas copias funcionales. Algunas
hipdtesis sugieren que estas vias redundantes pueden reflejar una estrategia biol6gica para
aumentar la aptitud celular de los organismos para sobrevivir en ambientes sujetos a
concentraciones de oxigeno cambiantes (Valderrama et al., 2012).

Un fenémeno de gran importancia observado en los paralogos de la familia Burkholderiaceae
es la presencia de un genoma segmentado en organismos de los géneros Cupriavidus y
Ralstonia (Dicenzo & Finan., 2017; Dicenzo et al., 2019). Los cuales poseen un cromosoma
y un cromido putativo, en donde el Gltimo contiene genes esenciales para la supervivencia
del organismo y, por lo tanto, exhibe caracteristicas tanto de cromosoma como de plasmido.
En la familia Burkholderiaceae, se ha informado que las copias de las enzimas oxigenasas
involucradas en la biodegradacién de HAs se encuentran en diferentes cromosomas. Una
copia reside en el cromosoma principal, mientras que la segunda se ubica en el cromido
putativo (Pérez-Pantoja et al., 2012). Los resultados de esta investigacién sugieren que en
algunos casos las subunidades de la benzoil CoA 2,3-epoxidasa (Box) pueden estar
distribuidas en un cromosoma adicional (cromido putativo). Se han propuesto dos teorias
para explicar el origen de los cromidos putativos: la hipotesis de la division (Schism), que
plantea la escision del cromosoma en dos replicones, dando como resultado un cromosoma
y un cromido putativo con una distribucion de genes esenciales casi idéntica. Por otro lado,
la hipétesis del plasmido sugiere que el cromido putativo se formo a partir de un mega
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plasmido adquirido mediante transferencia horizontal, (Dicenzo & Finan., 2017; Dicenzo et
al., 2019). El arbol filogenético propuesto en este estudio revela que la BCL encontrada en
el cromosoma de las especies de los géneros Cupriavidus y Ralstonia, agrupados en los
clados I y 11, se encuentra cerca de la raiz o base del &rbol, lo que sugiere que las enzimas en
el cromosoma son ancestrales en comparacion con las que se encuentran en el cromido
putativo (clado X), (Figura 9). Se ha observado que los POs presentes en el clado X poseen
un conjunto completo de proteinas Box que no se encuentran en el clado I. Estos resultados
sugieren que la incorporacion de la via aerdbica rio abajo es un evento posterior que podria
atribuirse a la transferencia horizontal de genes. Al comparar el contenido de GC (%GC)
entre la BCL en el cromido putativo y el %GC en el cromosoma principal, se observa que las
BCL en el cromido putativo presentan valores atipicos, aunque no se alejan
significativamente del rango intercuartilico.

En el caso particular de P. xenovorans LB400, se identificd la presencia de parélogos de la
via Box, donde una copia esta codificada en un megaplasmido no considerado como un
cromido putativo y la segunda copia en el cromosoma. Esta configuracién es Unica, ya que,
en otras especies, dichos paralogos suelen ubicarse en un cromosoma y un cromido putativo
(Bains & Boulanger 2007). La conservacion de estas copias es un elemento fundamental para
la adaptacion a entornos caracterizados por fluctuaciones en los niveles de oxigeno, lo cual
puede inducir la activacion de vias catabolicas tanto aer6bicas como anaerébicas.

Se observo que la mayoria de los POs de la BCL, que presentan, en su contexto, ortélogos
de los genes box también incluyen al regulador transcripcional BzdR/BoxR perteneciente a
la famlia XRE. De acuerdo con Valderrama (et al., 2012), la presencia del gen boxR es una
caracteristica comun en los clusters box. Observamos que, en el caso de los POs de la BCL
pertenecientes al género Rhodopseudomonas agrupados en el clado XII, presentan en su
contexto genes relacionados con el catabolismo anaerdbico del benzoil CoA, pero no
incluyen al regulador transcripcional BzdR/BoxR. Sin embargo, Hirakawa (et al., 2015)
reportaron experimentalmente la regulacion de la degradacion anaerobia del benzoato en R.
palustris. En su estudio, demostraron que el operon bad, relacionado con la benzoil CoA
reductasa, estd controlado por el factor de transcripcion BadM. Esto concuerda con nuestros
resultados, ya que el regulador badM esta presente en el contexto de los POs pertenecientes
al género Rhodopseudomonas (Figura 9).

Una hipétesis alternativa propone que la preservacion de copias paralogas puede funcionar
como una estrategia bacteriana, que pudiera permitir concentraciones variables de enzimas
durante diferentes fases de crecimiento. Este fendmeno se detectd en P. xenovorans LB400,
donde el analisis protedmico reveld que las proteinas Box son abundantes en el cromosoma
durante la fase de crecimiento cuando el bifenilo y el benzoato se utilizan como fuentes de
carbono. Simultdneamente, las proteinas Box en el megaplasmido se detectaron solo en
presencia de benzoato durante la transicion a la fase estacionaria (Denef et al., 2005). Otro
estudio plante6 la hipotesis de que la eficiencia catalitica de la BCL seria diferente para
sustratos especificos (Bains & Boulanger, 2007). Estos resultados fueron inconsistentes con
los de un estudio protedmico en el que la BCL presente en el cromido putativo fue un 60%
mas eficiente en la degradacion del benzoato que la BCL codificada en el cromosoma (Bains
& Boulanger, 2007). Los autores argumentan que una posible explicacion para la elevada
actividad catalitica de la BCL codificada en el cromido putativo puede ser que la maquinaria
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de transcripcion/traduccion es probablemente menos activa por lo que para compensar de
una enzima mas eficiente para metabolizar el mismo nivel de sustrato aromatico. Sin
embargo, ninguna de las hipdtesis presentadas aborda completamente por qué algunos
organismos tienen dos copias de estas enzimas. El analisis realizado en este trabajo revelo
que la copia en el cromosoma de P. xenovorans LB400 pertenece al grupo IC_FM, en el que
esta ausente el PO de la subunidad BoxA, lo que sugiere un impedimento para la degradacién
posterior a través de esta via. Considerando este resultado, suponemos que la ausencia de
BoxA en el cromosoma puede imponer una presién selectiva sobre la copia codificada en el
megaplasmido, que posee un cluster Box completo capaz de metabolizar el benzoil CoA. De
esta manera, las copias en el megaplasmido podrian complementar la ausencia de BoxA en
el cromosoma. El cluster Box completo cerca de la BCL codificada en el megaplasmido
podria explicar por qué esta es mas eficiente pero menos abundante que la BCL en el
cromosoma, considerando que los pasos siguientes en la reaccion pueden ser co-transcritos,
incluso para esta via en la que boxABC y boxR estan organizados de manera divergente con
respecto a boxD y al gen de la BCL, tal como observamos en el contexto gendmico. Se ha
sugerido que un aumento en la unién de la ARN polimerasa en una orientacién reduciria la
transcripcion en la direccion opuesta en secuencias promotoras con una organizacion
divergente (Warman et al., 2021). Esta organizacion gendémica podria indicar que el cluster
boxABC sera transcrito de manera mas eficiente en condiciones especificas que el boxD,
dejando mas enzimas libres para complementar la via codificada en el cromosoma.

Nuestros datos también mostraron que tres especies de Cupriavidus exhibian una BCL en el
cromosoma donde la via inferior estaba notoriamente ausente. Este hallazgo sugiere que la
degradacion efectiva del sustrato a través de esta via requiere la expresion de productos Box
codificados por el crémido putativo. Al igual que la de P. xenovorans LB400, la organizacién
cromosémica de las BCLs en unidades separadas también indica que la eficiencia de la
degradacion del sustrato esta significativamente influenciada por la afinidad de cada enzima
y su concentracion.

Un analisis del potencial de biodegradacion de compuestos aromaticos en Burkholderiales,
centrado en la degradacion aerdbica que involucra la activacion del anillo aromatico
mediante oxigenasas (Pérez-Pantoja et al., 2012), sugiere que, en este orden, el habitat podria
desempefiar un papel mas relevante que el origen filogenético en la configuracion de la
versatilidad catabolica aroméatica. No obstante, se debe abordar esta observacion con
precaucion. Nuestro estudio, revel6 que el 81% de las proteinas Box predichas, es decir, las
proteinas implicadas en la degradacion aerdbica identificadas estan codificadas en genomas
pertenecientes a Burkholderiales aislados de diversos nichos, que abarcan desde hospederos
humanos, animales, rizosfera, nédulos radiculares del suelo, pasando por aguas residuales,
lodos y sedimentos (Tabla A4, anexo).

Algunos organismos de la familia Burkholderiales, se han aislado de una variedad de
entornos, que incluyen suelos, cuerpos de agua y areas contaminadas con hidrocarburos
derivados del petroleo, metales o aguas residuales industriales y agricolas. Los resultados
obtenidos en este estudio indican que las cepas de Burkholderiales que poseen un PO de la
BCL fueron aisladas no solo de lugares con contaminacion por hidrocarburos de petréleo u
otros contaminantes, sino también de sitios aparentemente no contaminados, asi como de
organismos como plantas, animales/humanos o sus secreciones. Ademas, investigaciones
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previas realizadas por Pérez-Pantoja (et al., 2012) han revelado que las cepas de
Burkholderiales aisladas de patégenos humanos y zoonoéticos presentan el potencial para
catalizar la biodegradacién de compuestos aromaticos mediante oxigenasas. En ese mismo
estudio, se identificaron multiples oxigenasas que degradan HAs en los cromidos putativos.
El anélisis realizado en el presente estudio revela que las vias de degradacién aerdbica
relacionadas con el cluster Box, encontrado en géneros como Cupriavidus, Ralstonia y
Paraburkholderia, también se encuentran en los cromidos putativos. Este hallazgo sugiere
que la acumulacion de genes asociados con la degradacion de HAs responde a la adaptacion
a diferentes ambientes.

La distribucion observada de bacterias con genomas segmentados en diversos entornos
parece estar relacionada con el tamafio del genoma, lo que permite la expansion de este a
través de la adquisicion de nuevas funciones alojadas en el cromido putativo (Pérez-Pantoja
et al., 2012; Dicenzo & Finan, 2017; Dicenzo et al., 2019; Riccardi et al., 2023). Estudios
recientes comparando el tamafio del cromosoma y del cromido putativo en genomas
segmentados de Alfa, Beta y Gammaproteobacteria sugieren que los cromidos putativos
estan implicados en el proceso de ganancia/pérdida de genes, probablemente influenciado
por la seleccidn evolutiva en respuesta a la adaptacion a diferentes hospedadores y nichos
(Riccardi et al., 2023; Dranenko et al., 2023). En su conjunto, estos estudios, junto con las
conclusiones de este analisis, sugieren que las especies de Burkholderiales muestran
maultiples estrategias de degradacion de hidrocarburos y una notable versatilidad para
colonizar diversos nichos ambientales.

Las especies que carecen de genomas segmentados también presentan paralogos de la BCL
en bacterias pertenecientes a los géneros Azoarcus, Aromatoleum y Thauera. Estas copias se
encuentran organizadas en diversos subclados dentro del Clado I, lo que sugiere su
adquisicion en eventos evolutivos independientes (Figura 8). Aquellas copias que se hallan
mas cercanas a la raiz se agrupan en el clado II1C, exhibiendo un perfil filogenético
anaerdbico. Por otro lado, las copias reunidas en los clados I1ID1 y 111D2 fueron adquiridas
en un evento posterior, dado que algunos de sus paralogos comparten un contexto genetico
enriquecido con proteinas pertenecientes al cluster Box (como Azoarcus sp. DN11, Azoarcus
sp. CIB y T. aromatica K172), las cuales se ubican especificamente en el clado 11ID2. Esta
caracteristica les otorga a estas bacterias la capacidad de adaptarse a una amplia diversidad
de condiciones ambientales. Estas observaciones concuerdan con el analisis genomico previo
realizado en Azoarcus sp. CIB y Aromatoleum aromaticum, donde se evidencio que estas
bacterias presentan un numero significativamente elevado de elementos mdviles y una
distribucion genética aleatoria para la degradacién de compuestos aromaticos tanto en
condiciones anaerobicas como aerdbicas (Fernandez et al., 2014). Esta propiedad muestra la
alta plasticidad adaptativa de los organismos pertenecientes a los géneros Azoarcus y
Aromatoleum en lo que respecta a la degradacion de hidrocarburos aromaticos.

Nuestra investigacion revelo que el 87% de las BCLs analizadas y sus vias inferiores estaban
codificados como copias individuales en sus respectivos genomas. Este fendmeno provoca
que ciertas bacterias mantengan solo una copia para degradar el benzoato y los compuestos
relacionados en condiciones de bajos niveles de oxigeno o agotamiento. Nuestros hallazgos
destacan una mayor prevalencia del cluster Box, lo que lleva a considerar la redundancia
observada en la degradacion aerébica de hidrocarburos monoaromaticos dentro de las
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bacterias estudiadas. Esta consideracion se deriva de la distribucion observada de la clasica
via de degradacidn aerdbica del benzoato en las bacterias, que se basa en la hidroxilacion del
anillo aromatico para producir catecol, que posteriormente se escinde por una dioxigenasa,
como se documenta en varios estudios (Lykidis et al., 2010; Pérez-Pantoja et al., 2003, 2012).
Se confirmd la presencia de genes que codifican tanto vias aer6bicas como anaerdbicas en
siete cepas pertenecientes a Burkholderiales, entre ellas P. xenovorans LB400. Cabe destacar
que las vias de benzoato/catecol y box de estas cepas exhiben una expresion diferencial en
diversas condiciones fisioldgicas, como durante la fase de crecimiento (Denef et al., 2006).

En cuanto a los sitios de aislamiento encontrados en genomas secuenciados se encontrd
Unicamente un organismo aislado de ambientes marinos. Un analisis de los sitios de
aislamiento de los genomas depositados en la base de datos KEGG mostré que 258 de los
6536 genomas se aislaron de ambientes marinos. Para evitar este sesgo, se siguio la
metodologia propuesta para encontrar ortélogos en 1526 genomas ensamblados a partir de
metagenomas tomados del catalogo OceanDNA MAG (Nishimura et al., 2022) y en 11 binns
ensamblados del Golfo de México, para los que no se cuenta con medidas del contenido de
hidrocarburos (Loza et al., 2022). Los MAGs pertenecientes al catalogo OceanDNA MAG
presentaron diferentes niveles de completitud y contaminacion, algunos de ellos de baja
calidad (Tabla A6, anexo). En contraste, los del Golfo de México presentaron altas calidades
(Tabla A7, anexo), (Loza et al., 2022). La aplicacién del método en los MAGs permitid
identificar 53 POs de la BCL, los cuales tienen en sus vecindades al menos una de las enzimas
aerdbicas o anaerdbicas del contexto gendmico propuesto. La distribucion de las enzimas
contextuales se vio afectada por la calidad del genoma fragmentado. Lo que significa que los
MAGs que tienen baja calidad y poca completitud presentan un contexto menos conservado.
El 17.5 % de los MAGs tomados del catalogo OceanDNA se ensamblaron de agrupamientos
de muestras recogidas en diferentes profundidades en la misma regién geografica. Esta
aproximacion ayudd a los autores a obtener genomas fragmentados a expensas de un
resultado méas limpio, lo que explica la poca conservacion del perfil filético. Los MAGs
provenientes del Golfo de México tienen alta calidad e incluyen bacterias con capacidades
degradantes de hidrocarburos, como Parvibaculum lavamentivorans, Pseudomonas
aestusnigri, bacterias del género Kineosporia, Sulfitobacter sp. y una
Actinobacteria_SGB36491 no clasificada (Loza et al., 2022). No obstante, la inspeccién de
estos MAGs utilizando el método propuesta mostré que las BCLs conservaba los dominios
Pfam, AMP_binding y AMP-binding_C, pero carecia de las proteinas del contexto genémico
propuesto y de un conjunto completo de los motivos MEME, lo que las clasifica como
homologos de las aril CoA ligasa, pero no como ortélogos de la BCL. Este resultado, es
importante, ya que indica que los métodos de anotacion actuales usados masivamente pueden
ser imprecisos y que es necesario mejorar los métodos de anotacion usando aproximaciones
como las presentadas en este trabajo.

Un resultado llamativo mostr6 que el 80% de los MAGs predichos corresponden a la clase
Alphaproteobacteria. Sin embargo, el 82.2% de estos presentd bajas calidades. En cambio,
las enzimas Box se identificaron en binns de alta calidad, clasificados como Cupriavidus
gilardii CR3, Pusillimonas maritima, Antarctobacter heliothermus, Sulfitobacter sp.
HI10040, Planktotalea frisia y Alcanivorax xenomutans, distribuidos en las clases Beta, Alpha
y Gammaproteobacteria. Cabe destacar la prediccion realizada en Cupriavidus gilardii CR3,
que ya se ha aislado y cultivado y que aparecid entre genomas completamente secuenciados,
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se aislo de un depdsito natural de asfalto (Wang et al., 2015). El identificador de este MAG
aparece dentro de los MAGs marinos, sin embargo, esto es un error en los metadatos ya que
su localzacion es terrestre. Finalmente, podemos decir, que la calidad de los MAGs fue un
factor critico en la deteccion de la BCL y las vias rio abajo. Esta investigacion muestra que
los MAGs de alta calidad son mas propensos a conservar un contexto genémico conservado.
Este hallazgo enfatiza la importancia de obtener genomas completos y de alta calidad.

11. Conclusiones.

En este estudio, se emplearon varias estrategias para predecir a los ortdlogos de la BCL. A
partir de la metodologia empleada se logro distinguir especialmente a las enzimas BCL de
otras aril CoA ligasas debido a la exploracion de los motivos conservados, de los cuales, dos
estaban localizados en el extremo N y eran compartidos por las benzoato CoA ligasas, pero
no por otras aril CoA ligasas, y uno de los motivos BCL propuestos jug6 un papel en el
reconocimiento del sustrato.

El contexto gendmico fue una herramienta Gtil para la prediccion de ortlogos, asi como para
definir la via de degradacion del benzoil. En este paso, se considerd que la presencia del
cluster box y las subunidades benzoil-CoA reductasa definian una via aerdbica, anaerobica o
hibrida. La conservacion del contexto generalmente proporciona una fuerte evidencia para
predecir un gen como un ortologo. Sin embargo, en el conjunto de datos utilizado, algunos
casos mostraron la presencia de dos copias de la BCL en el mismo proteoma, tales copias
conservaban los contextos gendmicos propuestos, mostrando que la prediccion de ortélogos
sigue siendo complicada. También se demostré que el uso de mdltiples pasos mejora la
prediccion de ortologia. Tal aporte ayudo en la exploracion de genomas ensamblados a partir
de metagenomas, aunque en este caso resulta mas complejo ya que algunos MAGS no eran
de alta calidad y se pudo observar que el contexto no estaba muy conservado en algunos
casos. De manera que es importante la obtencion de MAGs de alta calidad para observar una
mayor conservacion del contexto gendmico y de esta manera mejorar las predicciones.

El analisis de las distancias filogenéticas entre las BCLs predichas y su distribucion en mas
de un cromosoma mostré que las copias localizadas en el cromosoma fueron adquiridas en
el primer evento evolutivo, mientras que las copias localizadas en los cromidos putativos
fueron adquiridas posteriormente en otro evento evolutivo. En este estudio se observo que
algunas especies que presentaron a la BCL estaban asociadas con otros organismos parasitos
o0 simbiontes, algunos fueron aislados de sitios contaminados con hidrocarburos arométicos
0 algun otro contaminante. Ademas, el anélisis de los MAGs permiti6 explorar el ecosistema
marino, y la identificacion de enzimas Box en diferentes clases, como Beta, Alpha y
Gammaproteobacteria, muestra la diversidad de los organismos que poseen estas enzimas y
su potencial para la biodegradacion de hidrocarburos. Estos resultados sugieren que la
capacidad de degradacion de hidrocarburos se encuentra distribuida en una variedad de
linajes microbianos y ambientes. Lo cual indica que los hidrocarburos arométicos estan
ampliamente distribuidos en distintos ecosistemas y las bacterias han desarrollado diferentes
estrategias para degradarlos. El progreso en la identificacion bioinformatica de estas vias ha
incrementado nuestro conocimiento de la distribucion de enzimas que degradan los
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hidrocarburos en condiciones aerobicas o anaerdbicas. Sin embargo, actualmente los estudios
experimentales son limitados por lo que se deben realizar esfuerzos futuros para confirmar
las predicciones obtenidas en especies distintas de las estudiadas experimentalmente. Tal
como lo demuestra la presencia de Cupriavidus gilardii CR3 en los MAGs analizados, un
organismo previamente aislado y cultivado (Wang et al., 2015), lo que permitio validar dicha
prediccion de esta especie como degradadora de hidrocarburos aromaticos. Por lo que los
estudios de organismos aislados ayudan a validar y expandir la comprension de la
biodegradacién de hidrocarburos.

De manera general, los hallazgos presentados proporcionan una vision mas completa de la
distribucion de enzimas BCL en la naturaleza, se destaca la importancia de la calidad de los
MAGs, la filogenia de los organismos y la anotacion funcional precisa. Estos resultados
pueden ser fundamentales para futuras investigaciones sobre la biodegradacion de
hidrocarburos y la ecologia microbiana en ambientes marinos y terrestres.

12. Perspectivas

o La validacion experimental es esencial para confirmar las predicciones obtenidas en
especies distintas de las estudiadas experimentalmente. Se pueden llevar a cabo
experimentos para verificar la actividad de las enzimas BCL en diferentes organismos
y condiciones, lo que contribuiria a una comprensién mas sélida de la biodegradacién
de hidrocarburos.

» Profundizar en la caracterizacion funcional de las enzimas BCL y su interaccion con
otros genes y proteinas en el contexto gendmico, especialmente el regulador de la
transcripcion BdzR/BoxR. Esto podria incluir estudios de expresion génica y
regulacién para comprender mejor cdmo estas enzimas contribuyen a la degradacion
de hidrocarburos.

o Desarrollar métodos y técnicas mejoradas para obtener MAGs de alta calidad, lo que
permitiria obtener una mayor conservacién del contexto genémico y, por lo tanto,
mejorar las predicciones de ortologia.

« Investigar la coevolucion de genes relacionados con la degradacion de hidrocarburos
y las enzimas BCL podria proporcionar informacién valiosa sobre las adaptaciones
microbianas a diferentes entornos contaminados.

« Utilizar los conocimientos derivados de esta investigacion para desarrollar estrategias
de biorremediacion de ambientes contaminados con hidrocarburos. Esto podria
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incluir el desarrollo de biotecnologias que aprovechen la enzima BCL vy las vias rio
abajo para la biodegradacién de contaminantes.
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14. Anexo

TABLAS: Las tablas descritas a continuacion se presentan en la siguiente liga
https://docs.google.com/spreadsheets/d/147J0C lolqogDBBjgtMyD527uQ6NPwR3X/e
dit?usp=sharing&ouid=100425136616765459611& rtpof=true&sd=true

Tabla 1A. Arquitectura Pfam de las proteinas del contexto contenidas en organismos
modelo. Se muestra la composicion de los dominios Pfam presentes en cada proteina
perteneciente al contexto gendmico en los organismos con evidencia experimental de
presentar la enzima BCL.

Tabla 2A. Perfil filético de la enzima Benzoato CoA ligasa y las proteinas de su contexto
genomico. Se presentan los POs de la BCL, 132 pertenecientes a la categoria FC_FM, 13
pertenecientes a la categoria IC_FM y 3 pertenecientes a la categoria FC_DM. Se denota con
un namero 1 la presencia de la proteina y con un 0 la ausencia.

Tabla 3A. Proteinas paralogas de la BCL. Se presentan aquellos organismos que
presenten dos copias de la BCL en sus genomas, asi como el contexto gendmico. Los
organismos que pertenecen a distintas categorias son separados entre si.

Tabla 4A. Sitios de aislamiento de los POs obtenidos. Se muestra la descripcién del sitio
de aislamiento u muestreo del cual las secuencias analizadas fueron obtenidas.

Tabla 5A. POs en genomas ensamblados de metagenomas. Se muestra el perfil filético de
los 58 POs obtenidos a partir del analisis de los MAGs, los cuales estan organizados de
acuerdo con la presencia de las proteinas del contexto genético

Tabla 6A. Calidad de los MAGS tomados de OceanDNA MAGs. Se muestran las
calidades de los 58 MAGs que presentan los POs de la BCL.

Tabla 7A. Calidad de los MAGS pertenecientes al Golfo de México. Se muestran las
calidades de 11 bins del Golfo de México.
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