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RESUMEN

El descortezador de las alturas Dendoroctonus adjunctus (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) es una de las cinco plagas primarias mas importantes en ecosistemas forestales de
México, su comportamiento de dispersion y de apareamiento, estan regulados por un sistema
de comunicacion mediado por semioquimicos, cuyo conocimiento a nivel molecular tiene el
potencial para el desarrollo de herramientas y aplicaciones biotecnoldgicas. Este estudio,
representa el primer analisis del transcriptoma de cabeza de machos y hembras de D. adjunctus
y la identificacién del repertorio de genes olfativos no receptores involucrados en la percepcion
de odores y su caracterizacion funcional, mediante la busqueda de dominios proteicos, patrones
de motivos de novo y su comparacion en el analisis filogenético con OBPs, CSPs y SNMPs de
especies relacionadas, ademas del disefio de la estructura tridimensional de proteinas mediante
modelizacion comparativa y por homologia . EI ensamble de novo resultd en 44,420 unigenes
y la ontologia de genes fue similar al de transcriptomas de antenas de otras especies de insectos,
que reflejan procesos metabodlicos relacionados al olfato y transduccion de sefiales. En este
estudio, se identificaron tres familias de genes olfativos no receptores que incluyen 27
DadjOBPs, 7 DadjCSPs y 2 DadjSNMPs, cuyos transcritos se anotaron con base a la similitud-
homologia y busqueda de dominios conservados. El analisis de motivos de las proteinas no
receptoras, proporcion6 informacion clara sobre las caracteristicas distintivas de cada familia y
sus subclases, ademads, la comparacion de los patrones de motivos conservados y los arboles
filogenéticos, sugieren agrupamientos en las tres familias de proteinas con regiones distintivas
que podrian tener importancia funcional y que junto con las relaciones con proteinas homologas,
cuyos perfiles de expresion han sido estudiados, proporciona un valioso recurso para futuras
investigaciones de diferentes especies de Dendroctonus. Finalmente, las cinco estructuras
tridimensionales de DadjOBPs (2), DadjCSPs (3) y DadjSNMP1a, resultaron en modelos

precisos y de alta calidad que pueden utilizarse para estudios de acoplamiento o simulacion



molecular. Estos resultados incrementan el conocimiento sobre las bases moleculares del
sistema perireceptor para especies de descortezadores y ayudara al desarrollo de herramientas

que complementen las estrategias de manejo de estas plagas.
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IDENTIFICATION AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF NON-
RECEPTOR OLFACTORY PROTEINS IN THE TRANSCRIPTOME OF
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ABSTRACT

The round-headed pine beetle Dendroctonus adjunctus is one of the five most critical primary
pests in forest ecosystems in Mexico, whose dispersion, and colonization behavior are linked to
a communication system mediated by semiochemicals, its study at molecular level has the
potential for the development of biotechnological tools and applications. This study provides
the first head transcriptome analysis of D. adjunctus and the identification of the non-receptor
olfactory genes involved in the perception of odors. De novo assembly resulted in 44,420
unigenes and, GO annotations were similar to antennal transcriptomes of other beetle species,
which reflect metabolic processes related to smell and signal transduction. We identified three
families of non-receptor olfactory genes that includes 27 DadjOBPs, 7 DadjCSPs, and 2
DadjSNMPs, whose transcripts were annotated based on similarity/homology and searching for
conserved domains. Motif analysis of non-receptor proteins provided clear information about
the distinctive features of each family and its subclasses. The comparison of conserved motif
patterns with the phylogenetic trees suggested clusters in the three families with distinctive
regions that could have functional importance, and in addition to relationships with homologous
proteins with expression profiles that have been studied, provides a valuable resource for future
research on different Dendroctonus species. Finally, the five three-dimensional structures of
DadjOBPs (2), DadjCSPs (3), and DadjSNMP1a, resulted in accurate and high-quality models
that can be used for docking and molecular simulation studies. These results increase the
knowledge about the molecular basis of the perireceptor system for bark beetle species and will

contribute to the development of tools to complement management strategies.
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1. INTRODUCCION

Los escarabajos descortezadores son un componente integral de los ecosistemas forestales,
conservan la estructura arborea e intervienen en la renovacion y saneamiento natural de los
bosques (Coulson y Witter, 1990; Hlasny et al., 2019). Estos insectos colonizan arboles
enfermos o muertos, pasan la mayor parte de su ciclo de vida en un habitat criptico debajo de la
corteza, en niveles endémicos atacan solo arboles aislados o en grupos pequefios, sin embargo,
existen especies cuyas poblaciones bajo ciertos factores como inundaciones, sequias, incendios
y calidad nutricional de los hospederos, se tornan en epidemias, las cuales pueden durar varios

afios y afectar grandes extensiones forestales (Landaverde, 2001; Bentz, 2004).

Son pocas las especies de escarabajos descortezadores que pueden causar la mortalidad de
arboles vigorosos, la mayoria pertenecen al género Dendroctonus Erichson (Curculionidae:
Scolytinae), el cual comprende los descortezadores de mayor importancia en los ecosistemas
forestales de Norteamérica y México (Rodriguez ef al., 2010; Salinas et al., 2010). Al respecto,
en México se tienen registradas cuatro especies de escarabajos descortezadores consideradas
plagas primarias, de éstas, la mas importante en alturas elevadas es Dendroctonus adjunctus
Blandford (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), considerada la principal plaga forestal que
afecta los bosques de pinos que se encuentran por arriba de los 2,800 msnm y sus infestaciones
requieren de la aplicacion de campanas emergentes de saneamiento sobre rodales, con arboles
de edad avanzada y sometidos a incendios frecuentes (Cibrian et al., 1995; McFarlane y Witson,

2008; Fonseca, 2008; FAO, 2009).

Estos escarabajos han desarrollado un complejo sistema de comunicacién quimica guiado por
sustancias conductuales (semioquimicos), que dirigen comportamientos importantes como la
localizacion de los huéspedes, la agregacion y el apareamiento (Raffa et al., 2015; Raffa ef al.,
2016). Los semioquimicos pueden influir en la dindmica poblacional de estos escarabajos de
cinco maneras basicas, pero la mediacion de agregacion y ataque masivo a nuevos arboles, es
la de mayor relevancia, involucra la interaccion entre las kairomonas, que son moléculas propias
de la resina que produce el arbol al momento del ataque, que funcionan como atrayentes para
las poblaciones de descortezadores y las feromonas de agregacion producidas por el sexo

pionero (inician el proceso de colonizacidn al hospedero), no obstante, ambos sexos contribuyen
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al complejo de semioquimicos que intervienen en las cuatro fases del proceso de colonizacion:
dispersion, seleccion, concentracion y establecimiento (Borden, 1989; Zhang y Schlyter, 2004;

Andersson et al., 2010; Blomquist et al., 2010).

Por otro lado, las antenas son los principales sensores olfativos de los insectos, las moléculas
de olor (quimicos volatiles que tienen pesos moleculares bajos), ingresan por difusion a los
poros de los sensulos y son detectadas por proteinas que transportan estos compuestos a través
de la linfa sensillar, a receptores especificos que se expresan en las neuronas sensoriales
olfativas (OSN), en donde se transduce la sefial quimica en una respuesta eléctrica, que sera
interpretada por el cerebro del insecto y que desencadenard un comportamiento especifico
(Hansson y Stensmyr, 2011; Sachse y Krieger, 2011). El procesamiento olfativo estd compuesto
de diferentes eventos perireceptores que involucran la unidn, el transporte de los odorantes y su
degradacion, ademas de la activacion de receptores especificos y la transduccion de la sefial, los
componentes funcionales que intervienen en la ruta olfativa se pueden dividir en dos tipos de

acuerdo a su funcion: las proteinas receptoras y no receptoras (Leal, 2005; Pelosi et al. 2006).

Las proteinas receptoras se encargan de reconocer y discriminar una variedad de semioquimicos
del ambiente, incluyen proteinas transmembranales como los receptores de olores (ORs, por sus
siglas en inglés), receptores ionotropicos (IRs) y receptores gustatorios (GRs) (Leal, 2013;
Depetris-Chauvin et al., 2015; Gémez-Diaz et al., 2018). Por otro lado, las no receptoras
agrupan tres clases de proteinas: las de union a odorantes (OBPs), las quimiosensoriales (CSPs),
que solubilizan y transportan pequefios compuestos hidrofobicos del medio externo y las
proteinas de la membrana de la neurona sensorial (SNMPs), las cuales juegan un papel en la

mediacion de las interacciones entre ligandos y ORs (Pelosi et al., 2014; Benton et al., 2007).

Las OBPs y CSPs representan un grupo complejo de polipéptidos solubles de tamafio pequeno
(12—18 kDa), que poseen una cavidad de union hidréfoba hecha principalmente de dominios a-
helicoidales plegados en dos patrones diferentes (Tegoni et al., 2004; Pelosi et al., 2005). Las
OBPs estan conformadas por tres puentes de disulfuro entrelazados con cisteinas (Cys) y de
acuerdo al numero de Cys conservadas, se dividen en cinco subclases, las clasicas, que incluyen

las PBPs (proteinas de union a feromonas) y GOBPs (Proteinas de union a odores generales),



C-minus, Plus-C, dimeras y atipicas (Zhou, 2010). Por otro lado, las CSPs poseen un motivo de
cuatro Cys conservadas, que forman dos enlaces disulfuro inter-helicoidal con dos pequefios
bucles, formando una cavidad rigida hidréfoba y en contraste con las OBPs forman un grupo

mas homogéneo (Sanchez-Gracia et al., 2009; Kulmuni y Havukainen, 2013).

Inicialmente, las funciones de las OBPs y CSPs se restringieron a mecanismos de
quimiorecepcion, ya que se describieron principalmente en antenas, érganos bucales y otras
estructuras quimiorreceptoras (Pelosi ef al., 2018). Sin embargo, en los ultimos 10 afios, se han
reportado y caracterizado en diferentes 6rganos no sensoriales; lo cual ha sugerido que ambas
clases de proteinas pueden desarrollar funciones fisiologicas alternas, en la deteccion y
liberacion de feromonas de glandulas especializadas al medio externo, como acarreadoras de
nutrientes, e incluso en secuestrar y enmascarar moléculas toxicas de insecticidas en diferentes
partes del cuerpo (Nagnan-Le et al., 2000; Dani et al., 2011; Gu et al., 2013; Bautista et al.,
2015; Zhang et al., 2015; Liu et al., 2016; Zhu et al., 2016).

Las SNMPs comprenden un subclado de genes de insectos, homologos con la familia CD36 de
mamiferos que transportan 4cidos grasos y colesterol (Rogers et al. 1997, Nichols y Vogt, 2009).
Actualmente, se han caracterizado dos subfamilias (SNMP1 y SNMP2) en diferentes 6rdenes
como Diptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Orthoptera y Coleoptera (Vogt et al., 2009; Jiang et
al.,2016). La SNMPI se ha descrito asociada a receptores de neuronas olfativas especificas de
feromonas, lo que ha sugerido un rol central en la deteccion de feromonas; mientras que, la
SNMP2 se ha identificado expresada en células de soporte de sensillas sensibles a feromonas,
en patas y alas de dos especies de dipteros y su expresion en tejido no olfativo, podria sugerir

un papel miltifuncional en insectos (Zhang et al., 2015; Jin et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Dado el impacto ecoldgico y econdomico que ocasionan las especies del género Dendroctonus a
nivel mundial, en los ultimos afios se ha incrementado la investigacion de los genes y las
proteinas involucradas en la percepcion de semioquimicos, debido a que el conocimiento sobre
la fisiologia y biologia molecular aplicado en el procesamiento de sefales, tiene el potencial

para el desarrollo de herramientas y aplicaciones biotecnologicas, que puedan integrarse al



esquema de manejo fitosanitario de los descortezadores plaga (Zhou et al., 2010; Venthur y

Zhou, 2018).

Ademas, el reconocimiento olfativo de los insectos difiere de acuerdo a su ambiente e historia
evolutiva, por lo que es necesario investigar otras especies de escarabajos descortezadores para
tener un mejor entendimiento de las proteinas olfativas periféricas involucradas en los eventos
perireceptores. Es por ello que en este estudio se identificd y se realizd la caracterizacion
funcional del repertorio de proteinas olfativas no receptoras en el transcriptoma de cabezas de
machos y hembras del descortezador de las alturas D. adjunctus, debido a que su identificacion
tiene el potencial para el desarrollo y aplicacion de herramientas basadas en los procesos de

reconocimiento olfativo.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Dendroctonus adjunctus

El limite altitudinal de Dendroctonus adjunctus Blandford (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) se ubica entre los 1,300 y 3,940 msnm, con un intervalo preferente entre los 2,500
y 3,000 msnm. La distribucion se extiende del suroeste de los Estados Unidos de América hasta
Nicaragua, con presencia en climas semifrios a una temperatura media de 12°C vy
precipitaciones medias anuales de 850 a 1,500 mm. Esta especie estd presente en 17 estados
(Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal, Durango Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México,
Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas) y se
distribuye en todos los sistemas montafiosos, excepto en la Sierra de Baja California (Wood

1982; Salinas-Moreno ef al., 2010a).

Se han reportado 18 especies de pino hospederas de D. adjunctus, como. Pinus ayacahuite
Ehrenb, P. arizonica Engelm, P. chihuahuana Engelmann, P. durangensis Martinez, P. flexilis
E. James, P. hartwegii Lindl, P. herrerai Martinez, P. lawsoni Roezl, P. maximinoi H.E. Moore,
P. michoacana Martinez, P. montezumae Lamb, P. patula Schltdl. & Cham., P. pinceana Gordon

& Glend, P. ponderosa Douglas ex C. Lawson, P. pseudostrobus Lindl y Pinus oocarpa Schiede



ex Schltdl (Cibrian et al., 1995; Paine et al., 1997; Salinas et al., 2004). Esta especie presenta
una generacion al afo, aunque de acuerdo a la altitud local, existe una variacion en la duracion
del ciclo de vida y las temporadas en las que se presentan los distintos estados de desarrollo. En
general, se han registrado dos periodos marcados de ataque, de agosto a marzo y de septiembre
a noviembre, con periodos de mayor vuelo de mediados de octubre y principios de noviembre
(Chansler, 1967; Cibrian et al., 1995). Su ubicacién en el fuste del arbol es variable y depende
de la altura, en promedio la mayor densidad de insectos por unidad de superficie en arboles
jovenes se encuentra en los primeros metros de altura del fuste, mientras que, en arboles mas

longevos en el tercio medio (Torres y Sanchez, 2005).

En la ultima década se presentaron brotes epidémicos atipicos e inéditos de insectos
descortezadores en varios estados del norte, centro y sur de la Republica Mexicana. En 2013, la
superficie afectada por estos descortezadores fue en un promedio anual de 15,000 ha y superd
con un 12% a la superficie afectada por incendios forestales, siendo la Sierra Madre Occidental
la zona con mas afectaciones; ademas, Durango y Chihuahua, presentaron un porcentaje de
dafios del 25% y 18%, respectivamente. Por otro lado, en los ultimos cinco se han reportado
fuertes ataques en la Sierra Madre Oriental (Coahuila, Nuevo Leon, Querétaro y Tamaulipas),
el Eje Volcéanico Transversal (Michoacan y Jalisco) y la Sierra Madre del Sur (Oaxaca, Guerrero
y Chiapas) (Salinas-Moreno et al., 2004; Salinas-Moreno et al., 2010b; Sanchez-Martinez,
2018; Cervantes-Martinez et al., 2019). Esto ha ocasionado un incremento de areas forestales
sometidas a saneamientos fitosanitario, basado principalmente en la tala de los arboles
infestados y la aplicacion de insecticidas organosintéticos, lo cual ha provocado importantes

pérdidas econdémicas y deterioro del ambiente.

2.2. Sistema de comunicacion de los escarabajos descortezadores

La ecologia quimica de estos escarabajos es compleja, los descortezadores, al igual que otros
insectos, utilizan sustancias quimicas conductuales (semioquimicos) para comunicarse e
interactuar con sus huéspedes y otras especies de insectos. Estos semioquimicos intervienen en
la busqueda y colonizacion de hospederos, agregacion o disgregacion de individuos y en el

apareamiento (Billings, 1995; Seybold ef al., 2008).



Los semioquimicos se pueden dividir en aleloquimicos o feromonas, de acuerdo al emisor o
receptor. Las sefiales efectivas intraespecificas se denominan “feromonas” y se clasifican de
acuerdo a su funcién y modo de accion en: feromonas de alarma, agregacion, seguimiento,
marcaje, sexual y de determinaciéon de castas (Soroker et al., 2015). Por otro lado, los
aleloquimicos son senales entre las diferentes especies y segin su funcion bioldgica, se
clasifican en: alomonas (benefician al emisor), kairomonas (benefician al receptor), sinomonas
(benefician tanto al emisor y al receptor) o apneumonas (provienen de fuentes no vivas)

(Nordlund, 1982; van Tol et al., 2001).

El determinante mas importante del fitness de los escarabajos de corteza es la ubicacion de un
huésped adecuado (Raffa, 2001), muchos de los escolitinos incluyendo al género Dendroctonus,
responden a sefales olfativas para determinar la identidad y calidad del huésped mientras se
encuentran en vuelo. Ademas de los volatiles, se ha reportado que existen sefales visuales que
permiten a los escarabajos orientarse y aterrizar en los arboles adecuados, sin embargo, los
semioquimicos son esenciales para una colonizacion exitosa (Raffa et al., 1993; Byers et al.,
2007). En el ciclo de vida tipico de D. adjunctus, las hembras fungen como pioneras al
seleccionar el hospedero, los componentes de la resina producida por el arbol, tras la etapa de
colonizaciodn, juegan un papel paraddjico, ya que ésta es secretada como una defensa, pero posee
volatiles especificos que atraen a los descortezadores y componentes que son utilizados como

precursores de feromonas (Wallin y Raffa, 2002; Erbilgin et al., 2003).

Las especies de escarabajos de corteza como D. adjunctus que pueden colonizar y matar con
éxito arboles sanos, exhiben una atraccidon secundaria y coordinan ataques masivos utilizando
feromonas de agregacion, cuando las hembras de D. ajuntus logran penetrar a la parte del
floema, inician la emision de feromonas especificas de agregacién, cuya composicion
cualitativa y cuantitativa, es Unica dentro de las especies, ya que se utilizan para la reproduccion,

el aislamiento y la agregacion de conespecificos (Byers y Zhang, 2011; van Tol et al., 2001).

Los miembros del mismo género suelen utilizar una misma “gamma” de productos quimicos

para producir sus feromonas, como resultado de las vias biosintéticas compartidas. Respecto a



la filogenia de descortezadores del género Dendroctonus e Ips y los componentes activos de las
feromonas de cada especie (Figura 1), Symonds y Elgar (2008), sefalan que existen diferencias
notables en los componentes de feromonas utilizados por los dos géneros, sin embargo, dentro
de cada género, muchas de las especies de Dendroctonus tienen diferentes composiciones de
feromonas (Kelley y Farrell, 1998; Symonds y Eldgar, 1999; Tillman et al., 1999; Cognato y
Sperling, 2000).

Las feromonas de los descortezadores, en combinaciéon con las kairomonas del huésped,
incrementan la atraccion de machos y coordinan el ataque a huéspedes especificos (Byers, 1989;
Seybold ef al., 2000). Para D. adjunctus, se ha reportado la atraccion al monoterpeno a-Pineno
y a las feromonas de agregacion frontalina (1S, 5R)-1,5-dimethyl-6,8-dioxa-[3,2,1]-

bicyclooctano) y exo-brevicomina (exo-7-ethyl-5-methyl-6,8-dioxabicyclo [3.2.1]octano) ().
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Figura 1. Filogenia de las especies Dendroctonus e Ips y la interpretacion de la evolucion de
las feromonas. Los cuadrados rellenos, indican la presencia de un componente quimico como
parte de la mezcla activa de feromonas. Tomado de Symonds y Elgar, 2008.



Por otro lado, se ha mencionado que algunas especies de descortezadores pueden emitir una
feromona antiagregante una vez que el arbol esta completamente colonizado, la cual, hace que
los individuos eviten la colonizacion en parches de alta densidad de ataque y se disminuya la
agregacion. La verbenona (4,6,6-trimetilbiciclo [3.1.1]-hept-3-en2-one) inicialmente fue
identificada en D. ponderosae Hopkins y D. frontalis Zimmerman, posteriormente en otras
especies de descortezadores entre ellas D. adjunctus. Al parecer este compuesto se produce por
la oxidacion de monoterpenos a-pineno por microorganismos asociados a las hembras (Macias-

Samano, 2001; Lindgren y Miller, 2002; Macias-Samano et al., 2004).

Las investigaciones de los aspectos de la ecologia quimica del escarabajo descortezadores se
han centrado en los semioquimicos que intervienen en la seleccion y colonizacion del huésped,
la dispersion, agregacion y antiagregacion, sin embargo, son muy pocos los estudios
moleculares que en la actualidad aborden su sistema olfativo. Algunos de los campos de
oportunidad, estan relacionado a la identificacion de los genes que codifican las proteinas
implicadas en la biosintesis de las feromonas, la percepcion de los semioquimicos, asi como el
procesamiento de las sefales y los genes involucrados en las respuestas conductuales

provocadas por los semioquimicos (Field et al., 2000).

2.3. Percepcion y procesamiento de sefiales de odor en insectos.

La comunicacion entre los insectos es extremadamente importante para su supervivencia, los
olores desempefian un papel importante en la eficacia biologica, intervienen en la busqueda de
alimento u hospedero, agregacion, evasion intraespecifica o interespecifica (Touhara y Vosshall,
2009). Las sefiales olfativas de los insectos surgen de diversas fuentes, generalmente son
mezclas complejas de compuestos quimicos, tanto volatiles como no volatiles, que funcionan
como moléculas de sefial que permiten al insecto comunicarse con individuos de su misma o de

diferentes especies (Suwannapong y Benbow, 2011).

El principal 6rgano olfativo en insectos son las antenas, estos apéndices tienen una gran variedad

de formas y tamanos, lo cual depende de la historia evolutiva y ecologia de cada especie y se



encuentran cubiertas de unidades morfofuncionales llamadas “sensillas” distribuidas sobre el
flagelo (Fig. 2a). Existen cuatro tipos de sensillas olfativas: trichodea, basiconica, placodea y
coeloconica, cada una estd conectada a una o varias neuronas receptoras (ORN) bipolares que
extienden sus dendritas hacia la linfa antenal donde ocurren los eventos de transduccion de

sefiales olfativas (Steinbrecht, 1998; Shanbhag et al., 2000).

El olfato se puede dividir en diferentes niveles (Fig. 2b), el primero inicia con la recepcion de
semioquimicos en la periferia, seguido del procesamiento de sefiales en l6bulos antenales, la
integracion en los centros de procesamiento superiores del cerebro y la traduccion de sefial a un
comportamiento especifico. Este sistema olfativo sofisticado deriva de la capacidad del sistema
periférico para detectar selectivamente e inactivar cantidades diminutas de olores una vez que

han transmitido la informacion (Mustaparta, 1996; Suwannapong y Benbow, 2011).

Odorant

Sensillum
Lymph

Support
Cell

Figura 2. Organos quimiosensoriales de los insectos y modelo de la transduccion de sefiales.
(a) Apéndices quimiosensoriales cubiertos por sensilla. (b) Los odores ingresan por los poros
cuticulares para dirigirse al ORN. Tomado de Suh et al., 2014.

La fase inicial en el procesamiento olfativo también llamado “perireceptor”, implica la
absorcidn, unidn, el transporte y la inactivacion de los olores, asi como la activacion del receptor
y transduccion de la sefial. Los olores se reconocen por las neuronas sensoriales olfativas (OSN),
que se encuentran en las dendritas de las células sensoriales, dentro de la sensilla en la superficie
antenal. Existen diferentes familias multigénicas involucradas en los procesos moleculares que
tienen lugar a nivel de estas neuronas sensoriales y que permiten la transduccion de informacion

quimica en sefiales eléctricas, que pueden ser interpretadas por el cerebro del insecto (Fig. 3),
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ademas, las proteinas involucradas en estos eventos se pueden clasificar en tres tipos
principales: receptoras olfativas, no receptoras y enzimas degradadoras de odorantes (Leal,

2005).

Los receptores son proteinas transmembranales responsables de detectar la mayoria de los
odores, su numero es muy variable entre los grupos de insectos, se expresan en la superficie de
las OSNs y se clasifican en tres familias: receptores de odor (ORs), receptores ionotropicos

(IRs) y receptores gustativos (GRs) (Leal, 2012).

Acids & Amines General Odorants & Pheromones CO,

-—g—

A\
OBP PBP  High or Neutral pH
N

Moth Sensillum

Lymph
G0
Y
f Low pH

Mosquito

Figura 3. Distintas clases de odorantes activan grupos especificos de receptores
transmembranales que se expresan en los OSN e interactian con proteinas especializadas que

se encargan de transportar y detectar los diferentes volatiles para activar los receptores. Tomado
de Suh et al., 2014.

La familia més grande de receptores de membrana quimiosensorial son los ORs, son especificos
de los insectos y probablemente han evolucionado de los receptores gustativos en un ancestro
comun de insectos alados (Missbach et al., 2014), pueden unirse a varias moléculas lipofilicas
transportadas por el aire como compuestos aromaticos, terpenos y los derivados de 4acidos grasos
(constituyentes de muchas feromonas) (Hallem y Carlson, 2006; Tanaka et al., 2009; Montagné

et al., 2015). Algunos receptores de los insectos forman complejos funcionales con un
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correceptor (Orco), que también se requiere para la correcta orientacion de las moléculas de
odor a la membrana dendritica, el complejo OR-Orco forma un canal de cationes no selectivos
ligados, que puede abrirse directamente al ser activado por un ligando apropiado (Larsson et

al., 2004; Sato et al., 2008).

Los receptores ionotrdpicos surgieron durante la evolucion de los protostomados (artropodos,
lombrices, moluscos y anélidos) a partir de los receptores de glutamato ionotropico (iGluR).
Los insectos poseen un numero bajo de estos receptores (~10-30), que se distinguen en dos
subclases, los "IRs antenales" que probablemente definen la primera familia de receptores
olfativos de los insectos y los "IRs divergentes”, que se expresan en las neuronas gustativas
periféricas e internas y podrian intervenir en funciones gustativas (Rytz et al., 2007; Croset et
al., 2010). Por ultimo, los GRs son miembros de una gran familia de receptores acoplados a la
proteina G filogenéticamente diferentes a los receptores de sabor de la mayoria de animales,
varios GRs pueden coexistir en un solo receptor de neurona. Otros estudios revelaron que este
sistema receptor, forma parte del sentido de gusto de los insectos, cubre un amplio espectro de

azucares, sustancias amargas o sales (Isono y Morita, 2010).

Mientras que algunos odorantes hidréfilos (acidos o aminas) pueden disolverse facilmente en
la linfa sensillar y ser detectados por los receptores, la mayoria de las moléculas volatiles son
lipofilicas, por lo que para llegar a los receptores de las OSNs se solubilizan y transportan por
proteinas especializadas. Estos componentes funcionales se clasifican como proteinas no
receptoras que agrupan tres clases de proteinas: de union a odorantes (OBPs), quimiosensoriales
(CSPs) y proteinas de la membrana de la neurona sensorial (SNMPs) (Pelosi ef al., 2014). Los
odorantes que entran por los poros de las sensillas se unen inmediatamente a las OBPs o CSPs
que transportan los volatiles a través de la linfa sensillar hasta los receptores de odor, mientras
que las SNMPs juegan un papel en la mediacion de las interacciones entre ligandos y ORs

(Benton et al., 2007).

La unién de los odorantes y receptores desencadena una reaccion que, de manera general,
ocasiona la apertura de canales de iones o chaperones similares a los canales de iones, si hay

suficientes odorantes presentes y varios canales i6nicos abiertos simultdneamente, se libera un
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potencial de accion a lo largo de la dendrita al 16bulo antenal, sin embargo, el proceso no esta
del todo entendido, por lo que se han descrito cuatro modelos de transduccion de senales
olfativas en insectos (Sachse y Krieger, 2011). Una vez que se activan los receptores y el volatil
es liberado, inicia la degradacion por una enzima especifica para evitar que la misma molécula
desencadene mas sefales y se sobre estimulé los OSNs. La linfa sensorial contiene muchas
enzimas hidroliticas conocidas como “enzimas degradadoras de odorantes” (ODEs) que
incluyen enzimas degradadoras de feromonas (EDP) y las enzimas degradadoras de olores

(EDP) (Vogt, 2003; Touhara y Vosshall, 2009; Sato y Touhara, 2009; Leal, 2012).

2.4. Proteinas olfativas no receptoras

En los insectos, la quimiorecepcion esta mediada por receptores transmembranales olfativos
(ORs, GRs e IRs) responsables de reconocer y discriminar una variedad de semioquimicos y
odores del ambiente, sin embargo, antes de llegar a las dendritas de las neuronas sensoriales, las
moléculas volatiles tienen que ser solubilizadas y transportadas desde el entorno externo, tarea
que es realizada por dos familias de proteinas no receptoras llamadas OBPs y CSPs que se
expresan en alta concentracion alrededor de las dendritas olfativas en la linfa sensillar y forman
parte del primer filtro en la deteccion y liberacion de estimulos quimicos, estas proteinas tienen
una alta eficiencia como portadores de compuestos hidrofébicos, lo cual ha favorecido la
expansion y la evolucién de los genes que las codifican y su participacién en diferentes
contextos de la fisiologia de los insectos (Pelosi y Maida, 1995; Wicher, 2015; Carraher et al.,
2015; Pelosi et al., 2006).

Otra familia de proteinas clasificadas como no receptoras son las SNMPs, proteinas
transmembranales con similitud alta a la familia de receptores CD36 de los mamiferos (Rogers
et al., 2001). Pese a que su funcién principal no es el transporte de volatiles, estudios recientes
han revelado que podrian estar implicadas en la liberacion de moléculas y funcionar como
correceptores que "atrapan" compuestos y los "transfieren" a receptores especificos en las

neuronas que responden a feromonas (Forstner et al., 2008).

2.4.1. Proteinas de unién a odorantes (OBPS)
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Las OBPs son un grupo de pequefias proteinas extracelulares, se caracterizan por ser
hidrofilicas, con puntos isoeléctricos acidos, de tamaiio pequeiio (10 a 30 kDa) y globulares.
Estas proteinas tienen tres funciones primarias, como portadores que solubilizan las moléculas
de semioquimicos y las transportan a los ORs de membrana, liberadores de volatiles a SNMP
que luego entregan las moléculas de olor, a un OR especifico y en la proteccion de las moléculas
a la degradacion por enzimas, esto permite a los insectos tener sistemas olfativos sensibles y
especificos para detectar los compuestos y diferenciarlos con alta resolucion (Ishida y Leal,

2008; Laughlin et al., 2008; Gong et al., 2009; Venthur ef al., 2014).

Las proteinas de unidn en insectos no presentan homologia con las de vertebrados y a diferencia
de otras proteinas olfativas, son exclusivas de insectos (Vogt ef al., 1991; Benton, 1999). La
diversificacion adaptativa en una gran variedad de habitats con multiples moléculas de olor ha
dado lugar a una gran familia de OBPs que muestra una gran divergencia entre ordenes, baja
similitud (10-15%) de residuos entre especies, pero una alta conservacion entre las especies en
un mismo género (Zhou et al., 2004a). La alta diversidad entre OBPs indica que intervienen en
la deteccion de diferentes ligandos o una unioén al mismo ligando de diversas formas, por el
contrario, OBPs altamente conservadas indican una funcién fisiolégica comun y especifica en

las especies (Fan et al., 2011).

La caracteristica mas llamativa entre todas las secuencias de OBP es la existencia de residuos
de cisteinas altamente conservados con una longitud de secuencia especifica entre ellas. Estos
patrones se han convertido en una "firma" para OBPs de insectos y junto con otros rasgos como
su tamano, la naturaleza globular soluble en agua y la presencia de un péptido sefial, se han
utilizado en la anotacion de estas proteinas en genomas y transcriptomas, lo cual ha permitido
identificar y clonar en los Ultimos afios, alrededor de 400 OBPs de mas de 40 especies de

insectos pertenecientes a 10 6rdenes (Zhou, 2010).

Las OBPs se dividen en subfamilias segun el numero de residuos de cisteina altamente
conservados en su secuencia primaria, las OBP clasicas tienen seis residuos de cisteina
conservados que forman tres enlaces de disulfuro; las OBP Plus-C tienen cisteinas adicionales

y una prolina altamente conservada; las OBP Minus-C tienen menos de seis cisteinas y las OBP
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atipicas tienen seis cisteinas conservadas y un terminal C largo (Hekmat-Scafe et al., 2002;

Zhou, 2010).

Las OBPs clasicas también se han clasificado de acuerdo a sus patrones de expresion en
proteinas de unidén a feromonas (PBP), las cuales se expresan principalmente en insectos
machos y estan involucrados en la respuesta a las feromonas sexuales; proteinas generales de
union a olores (GOBP) que se expresan en insectos hembras y estan involucradas en la respuesta
a los volatiles de los hospederos y proteinas especificas de antena o proteinas de union a antenas
(ASP o ABP) (Vogt et al., 1991; Vogt, 2003). Esta agrupacion fue con base a los primeros
estudios que se realizaron en lepidopteros, por lo que, entre mas proteinas de olor se describen
y anotan de diferentes Ordenes de insectos, los patrones de expresion y esta clasificacion es
menos clara e involucra mas excepciones (Zhou et al., 2010). Por otro lado, recientemente se
ha descrito un nuevo modelo de OBP de acuerdo a su C-terminal y estructura en 3D, llamada
OBPs clase C8. Lagarde et al. (2011) sugieren que esta proteina esta mas evolucionada como
resultado de un incremento en la complejidad de su estructura, poseen ocho residuos de Cys y
cuatro puentes disulfuro con un C-terminal mas largo, en comparacion de las OBPs clasicas

(Vierira y Rozas, 2011).

En cuanto a su estructura, las OBPs tienen un patron de plegado altamente conservado que es
completamente diferente de sus contrapartes en vertebrados. Estas proteinas estan compuestas
de 130-140 residuos y comparten un dominio que consiste en al menos seis a-hélices que se
mantienen unidas por tres puentes disulfuro (cysl-cys3, cys2-cysS y cys4-cys6) que entrelazan
las seis cadenas helicoidales y que estdn directamente relacionados con las restricciones
estructurales, lo cual hace posible la union de ligandos. Sin embargo, las estructuras estudiadas
hasta ahora, muestran que a pesar de los pliegues similares de todas las OBPs, existen
variaciones significativas en cuanto a longitud, posicioén e inclinacion de las a-hélices y la

conformacion de sus cadenas terminal C (Presenti et al., 2008; Tzotzos, 2013).

Aunque en los ultimos 20 afios muchos estudios han contribuido a la comprension de las OBPs,
el mayor reto es descubrir exactamente como estas proteinas juegan su papel en la percepcion
olfativa de los insectos, siguiendo el enfoque convencional, la identificacion homolodgica es una

estrategia disponible para identificar OBPs en diferentes especies que comparten la misma
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recepcion semioquimica, ademas, el estudio de la modelizacion puede enriquecer y desarrollar
comparaciones de la muy complicada condicidn fisiologica del sistema olfativo de los insectos

(Archunan, 2018).

2.4.2. Proteinas quimiosensoriales (CSPs)

Las CSPs y OBPs tienen una funcién parecida, sin embargo, no comparten similitud en sus
secuencias de aminoacidos, en contraste con las OBPs, las CSPs tienen una mayor conservacion
con residuos entre 40-50% de identidad entre los ortdlogos de especies filogenéticamente
distantes y se pueden encontrar en otros artropodos como crustaceos, miriapodos y quelicerados
(Pelosi et al., 2005; Forét et al., 2006; lovinella et al., 2013).

Estas pequenas proteinas con longitudes entre 100-120 residuos, globulares y solubles, poseen
un motivo de cuatro cisteinas que contiene dos enlaces disulfuro entre residuos adyacentes
(Zhou, et al., 2006; Briand et al., 2002). Los enlaces de disulfuro son intercelulares, con dos
pequefios bucles que forman una cavidad hidrofobica rigida y en comparacion con las OBPs,
son mas flexibles, por lo que pueden adaptarse para unir diferentes ligandos con una gama mas

amplia de tamafios (Jansen et al., 2007; Leal, 2013)

Los primeros genes que codifican las CSPs se identificaron en Drosophila melanogaster
Meigen y se denominaron OS-D (McKenna et al., 1994) y A10 (Pikielny et al., 1994), sin
embargo, las proteinas resultantes de su expresion no se reconocieron como de union
semioquimica hasta que se demostr6 que las CSPs tenian altos niveles de expresion en la linfa
sensillar de las antenas, desde estos primeros informes un gran numero de CSPs se han
identificado en diferentes especies (Mameli et al., 1996; Tuccini et al., 1996; Angeli et al., 1999;
Marchese et al., 2000).

Estas proteinas quimiosensoriales se encuentran principalmente en el olfato y los organos
gustativos de los insectos, pero también se han descrito en torax, abdomen, patas, alas, glandulas
de feromonas y 6rganos reproductores (Nagnan-Le Meillour et al., 2000; Ban et al., 2003; Pelosi
et al.,2006; Vieira y Rozas, 2011; Guet al., 2013; Zhu et al., 2016). La versatilidad excepcional
de las CSPs podria estar relacionada con su gran capacidad de detectar una amplia gama de

compuestos no volatiles y semioquimicos, como volatiles de plantas, feromonas, hidrocarburos,
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lipidos cuticulares y pigmentos visuales (Briand et al., 2002; Ozaki et al. 2005; Gonzélez et al.,

2009; Zhu et al., 2016).

Estos sofisticados perfiles de expresion y capacidad de union a ligandos sugieren que el papel
de las CSPs es complejo y abarca otras funciones ademas de la quimiorecepcion. Al respecto,
se ha sugerido que estas proteinas ademds de estar involucradas en la solubilizacion de
componentes volatiles, también intervienen en procesos fisiolégicos como la muda, la
formacion o regeneracion de tejidos y la resistencia a moléculas toxicas (Nomura ef al., 1992;
Kitabayashi et al., 1998; Jacquin-Joly et al., 2001; Sabatier et al., 2003; Wanner ef al., 2005:
Dani et al., 2011; Guo et al., 2012).

2.4.3. Proteinas sensoriales de membrana neuronal (SNMPs)

Las SNMPs se encuentran en la membrana dendritica de las neuronas en los 6rganos sensoriales
gustativos y olfativos de los insectos, son homologos de la familia de genes de mamiferos CD36
(Benton et al. 2007; Vogt, 2009). Estas proteinas tienen una longitud de 519-525 residuos con
dos dominios transmembranales, N y C-terminal citosélicos y un bucle extracelular, el primer
motivo extiende = 44 aminoacidos hacia la N-terminal y el segundo motivo contiene = 92

aminodcidos cerca de la C-terminal (Nichols y Vogt, 2008; Zhang et al., 2018).

Los SNMP se identificaron por primera vez en la membrana neuronal sensorial de feromonas
de Antheraea polyphemus Cramer (Lepidoptera: Saturniidae), lo que sugirié un papel en la
recepcion de feromonas de insectos (Rogers et al., 1997), posteriormente, se identificaron en
otras especies de lepidopteros como Bombyx mori Linnaeus (Bombycidae), Manduca sexta
Linnaeus (Sphingidae) y Heliothis virescens Fabricius (Noctuidae) (Forstner et al., 2008;
Rogers et al., 2001a; Rogers et al., 2001b). Actualmente se han reportado en dipteros,
lepiddpteros, himenoOpteros y coledpteros y se clasifican en las subfamilias SNMP1 y SNMP2,
las cuales presentan patrones diferentes de expresion (Nichols y Vogt 2008, Liu ef al. 2014).

La estructura de los SNMP y su diversidad relativamente baja, sugiere que su funcion es distinta
de la de un OR, hay tres modelos hipotéticos sobre su funcionalidad, aunque, podria estar

implicada en liberar moléculas quimiosensoriales, como un complejo con un receptor o como
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un mecanismo de internalizacion (Ashourian, 2014). La SNMP1 son especificas de antena y se
asocian con neuronas olfativas especificas de feromonas, lo que sugiere un papel importante en
su deteccion (Krieger et al., 2003; Benton et al., 2007; Jin et al., 2008), sin embargo, su funcién
sigue siendo controvertida (Vogt et al.,2009; Li et al., 2014). Por el contrario, el subtipo SNMP2
se asocia con sensilla asociada a feromonas, pero se expresa en las células de soporte, en lugar

de neuronas (Forstner et al., 2008).

Los genes SNMP1 y SNMP2 estan bien expresados en las antenas de algunas especies de
insectos, lo que refleja su funcion en la sensacion olfativa, sin embargo, los SNMP2 también se
han reportado expresados en tejido no olfativo, en pata y alas de Aedes aegypti Linnaeus
(Diptera: Culicidae) y D. melanogaster. La expresion de los genes SNMP2 en tejidos
corporales, indica roles multifuncionales en los insectos (Jin et al., 2008; Vogt et al., 2009; Liu

etal.,2013; Liu et al., 2014; Zhang et al., 2015).

2.7. Aplicaciones

La busqueda y deteccion de las sustancias quimicas que intervienen en la comunicacion de los
insectos, origind un &rea de investigacion conocida como ecologia quimica, aplicada
principalmente al manejo de plagas de importancia agricola y forestal (Field et al., 2000;
Wehrenfennig et al., 2013). Actualmente, se han identificado mas de 3,000 semioquimicos, sin
embargo, el estudio de los sistemas sensoriales de los insectos impone un gran reto, por lo que
se requiere de investigacion interdisciplinaria que integre campos complementarios, desde la
gendmica, hasta la ecologia, lo cual proporciona la oportunidad de investigar las interacciones
entre el genoma, los procesos neurobioldgicos, asi como el comportamiento y el entorno de un
insecto (Field et al., 2000; Apps, 2013; Ritzler y Zwiebel, 2005).

La comprension de los comportamientos de diversas plagas depende en gran medida de una
mejor comprensién del mecanismo molecular que subyace en el sistema olfativo, los insectos
dependen de diversas clases de proteinas quimiosensoriales para detectar olores y sabores del
medio ambiente. El estudio de las proteinas olfativas, en especifico de las familias no-

receptoras, ha tenido un auge en la ultima década debido a que proporcionan informacién para
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el desarrollo de diversas herramientas y aplicaciones biotecnoldgicas patentables en agricultura,
medicina e industria (Brito et al., 2016; Dimitratos et al., 2019).

Las OBPs, CSPs y SNMPs son proteinas no receptoras reconocidas por actuar como portadoras
e intermediarias de feromonas y volatiles de los hospederos, pese a que las tres familias
presentan un potencial en su aplicacion dentro del manejo de plagas, las SNMPs han sido menos
estudiadas, esto podria atribuirse a su naturaleza como proteina transmembranal y poca
estabilidad en condiciones ambientales adversas (Pelosi et al., 2018). Por otro lado, las OBPs y
CSPs poseen caracteristicas fisicoquimicas que les permiten ser resistentes a disolventes,
degradacion proteolitica y desnaturalizacion térmica, por lo que su estructura sélo se ve afectada
ligeramente a temperaturas de 70-75 °C, ademas, tienen una alta especificidad para un rango
amplio de ligandos y su produccion en sistemas bacterianos es sencilla, de bajos costos y
rendimientos de 20-50 mg/L (Wei et al., 2008; Pelosi et al., 2014; Lu et al., 2014; Zhou et al.,
2010; Venthur y Zhou, 2018).

La adaptacion de las OBPs y CSPs a una variedad de funciones, ha sugerido diferentes usos en
aplicaciones tecnologicas en agricultura, entre las que destacan la fabricacion de biosensores
individuales ajustados a productos quimicos especificos o el disefio de detectores de olores
multiproposito, empelando conjuntos de sensores ensamblados en una matriz, los cuales pueden
ser aplicados para el monitoreo del ambiente, la deteccion y monitoreo de organismos de
seguridad alimentaria, la deteccion de plaguicidas y metales pesados. Sin embargo, la creacion
de biosensores esta en una primera etapa de desarrollo y se requieren de estudios de rendimiento,
toma de muestras y la deteccion en condiciones de campo (Vargas-Bernal et al., 2012; Lampson
etal., 2014; Lu et al., 2014; Yi et al., 2015; Ali et al., 2017; Dimitratos et al., 2019).

Por otro lado, se han desarrollado otras aplicaciones como el disefio de compuestos quimicos
que puedan servir como atrayentes o repelentes especificos para el manejo de plagas, mediante
la elaboracion de modelos de homologia de las proteinas no receptoras de interés y métodos de
simulacion computacional, como el acoplamiento y la dinamica molecular (Plettner, 2002; Sun
et al., 2011; Mutis et al., 2014; Ingham, 2015; Devillers, 2018; Portilla-Pulido et al., 2019).

Asimismo, el desarrollo de mecanismos de silenciamiento génico con ARNI, los cuales pueden
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aplicarse como agente de biocontrol para interrumpir el proceso de localizacion-colonizacién
de los hospederos y del comportamiento de apareamiento (Pelletier et al., 2010; Antony et al.,
2018).

2.6. Antecedentes

Las tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion (NGS) han promovido el desarrollo
de las ciencias omicas en el estudio de insectos. Tradicionalmente, los estudios a esta escala se
limitaban a los organismos modelo, sin embargo, en los Ultimos afios, la aparicion de las NGS
permitio el incremento de estudios de especies cuya informacién genémica es inexistente o
limitada. Esto posibilita el estudio de cualquier organismo y elimina el sesgo que representa la
comparacion con especies modelo, ya que no reflejan la biologia de sus parientes cercanos y
muestran una fraccién de la diversidad de organismos, sobre todo en un grupo tan grande como
los insectos (Huey et al., 2005; Metzker, 2010; Tagu et al., 2014).

El creciente interés y la aplicacion de las NGS ha llevado a una rapida y dramética disminucion
de sus costos, hoy en dia, es ampliamente accesible y proporciona un enfoque rentable de la
investigacion gendmica gracias a la rapida adquisicion de datos, la gran cantidad de informacion
que se obtiene del material de origen y la inversion de tiempo, en comparacion con la
secuenciacion de Sanger (Mardis, 2011). Actualmente, hay dos métodos principales que pueden
utilizarse para generar perfiles de expresion genética: Tag-seq y RNA-Seq. El primero es la
opcion méas econdmica, sin embargo, requiere el mapeo a un genoma o transcriptoma de
referencia, mientras que, el RNA-Seq permite un analisis mas exhaustivo, utiliza lecturas cortas
que se ensamblan de novo o pueden asignarse a un genoma o transcriptoma de referencia si
estan disponibles, ademas, es mas adecuado para detectar genes funcionales, ya que todas las
secuencias obtenidas provienen de genes codificantes (De Wit et al., 2012).

Las grandes cantidades de datos producidos por las NGS, han requerido el desarrollo paralelo
de nuevos algoritmos, el uso de bases de datos y la aplicacion de herramientas bioinformaticas
para el analisis de secuencias. En estudios de entomologia, la falta de conocimiento

especializado es una limitante en la aplicacion de esta tecnologia (Montagné et al., 2015). Desde
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2008, se han secuenciado transcriptomas de 68 especies de insectos, de siete ordenes, cuyos
estudios se centran en el descubrimiento de nuevos genes, el desarrollo de marcadores
moleculares, la elaboracién de perfiles de expresion génica, filogendmica, gendémica de
poblaciones y metagendmica, con el objetivo de comprender como interactlian estos organismos
en su entorno y potenciar la produccion de bienes y servicios biotecnoldgicos (Qi-Lin y Ming-
Long, 2013).

Por décadas, se ha realizado investigacion sobre la biologia y ecologia quimica de escarabajos
descortezadores y los semioquimicos que intervienen en sus sistemas de comunicacion, sin
embargo, la aplicacion de tecnologias omicas en esta drea es reciente. Las primeras lineas de
investigacion en donde se planted el estudio de los mecanismos genémicos y moleculares de
plagas primarias de descortezadores, fueron impulsadas en 2007 por The Tria Project: Mountain
Pine Beetle System Genomics en Canada. Las lineas impulsadas incluyeron el estudio de los
genes involucrados en el olfato (sistema de comunicacion), la desintoxicacion (que permite a
los escarabajos sobrevivir a la resina del arbol) y la biosintesis de feromonas (feromonas que
intervienen en el ataque masivo a los hospederos), con el objetivo de emplear la informacion
generada para analizar y abordar los desafios de los brotes epidémicos de estos escolitinos

(Patrick y Dezene, 2019; Cullingham ef al., 2019).

En los ultimos afios, se han investigado especies como D. ponderosae Hopkins, D. valens
LeConte, D. armandi Tsai & Li e Ips typographus Linnaeus, donde los objetivos en general han
sido analizar el trasncriptoma de las antenas, en especifico de las familias de genes
quimiosensoriales involucrados en la recepcion y transporte de las moléculas de olor, su
identificacion, patrones de expresion y caracterizacion funcional (Anderssson ef al., 2013; Gu

etal.,2015; Liet al., 2018).

Por otro lado, Zhang et al. (2016) secuenciaron y analizaron mediante la tecnologia de ARNi el
gen DarmOrco mediante PCR, PCR RACE y cebadores degenerados basados en secuencias
homologas, el perfil de expresion fue principalmente en las antenas de ambos sexos, y el
silenciamiento de este gen provoco tanto en machos y hembras, una reduccion en la capacidad

de detectar un conjunto de volatiles de hospederos y feromonas de agregacion. Asimismo, Li et
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al. (2018) caracterizaron nueve genes que codifican proteinas quimiosensoriales (CSP) de D.
armandi, los cuales se expresaron en diferentes etapas de desarrollo y tejidos adultos, lo que
indica varios papeles en la metamorfosis del desarrollo, el olfato y la gustacion, realizaron
ensayos de acomplamiento DarmCSP2 (especifica de antena) contra feromonas y volatiles de

huéspedes y corroborados mediante RNAI.

En la actualidad, existen mas de 10 bioproyectos registrados en el National Center of
Biotechnology Information (NCBI), que buscan ampliar el conocimiento del transcriptoma y
expresion génica de diferentes especies de descortezadores mediante RNA-Seq. En el 2011 y
2013 The Joint Genome Institute (ID: 79903) y The University of British Columbia (ID:
187208), registraron bioproyectos enfocados en la expresion de genes y el genoma del
escarabajo del pino del sur Dendroctonus frontalis. La mayoria de los estudios se centran en
solo cuatro especies de Dendroctonus, las cuales son consideradas plagas primarias en paises
como Canada y China, sin embargo, el reconocimiento olfativo de los insectos difiere de
acuerdo a su ambiente e historia evolutiva, por lo que es necesario investigar diferentes especies
de desortezadores para tener un mejor entendimiento en la diversificacion de los genes

quimiosensoriales y las proteinas involucradas en los eventos perireceptores.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Identificar y realizar la caracterizacion funcional del repertorio de proteinas olfativas no
receptoras, mediante el andlisis del transcriptoma de cabeza del descortezador de las alturas

Dendroctonus adjunctus.

3.2. Objetivos especificos

-Secuenciar tres librerias de cDNA, a partir de una mezcla de cabezas de hembras y machos

adultos de D. adjunctus.

-Clasificar los unigenes en las categorias de Ontologia de Genes (términos GO).
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-Identificar y realizar el andlisis funcional de los transcritos candidatos de OBPs, CSPs y

SNMPs.

-Clasificar los transcritos de proteinas olfativas no receptoras de D. adjunctus y compararlas
con secuencias homologas de otros coledpteros, mediante la busqueda de motivos secuenciales

y el andlisis filogenético.

-Construir modelos tridimensionales para las proteinas olfativas no receptoras de D. adjunctus,

que sean de interés para un futuro estudio de acoplamiento molecular.

4. HIPOTESIS

A partir de la creacion de un perfil trasncriptomico de cabezas de escarabajos maduros de D.
adjunctus colectados en el frente activo de un brote, se podran identificar los genes
quimiosensoriales no receptores que intervienen en la unién y el transporte de odorantes que

dirigen comportamientos importantes para la supervivencia del descortezador.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Colecta del material bioldgico

Los adultos maduros de D. adjunctus se colectaron a finales de octubre de 2018, en fustes de
tres pinos (Pinus oocarpa Schiede ex Schltd.) con didmetros mayores a 20 cm y alturas =15 m,
ubicados en el frente activo un brote, en la Zona Militar 31, Rancho Nuevo, ubicado en San
Cristobal de las Casas, Chiapas. Los escarabajos se preservaron en microtubos con 80 ul de
RNAIlater™ Storage Solution, Thermo Fisher Scientific, con el fin de mantener integro el RNA,
se colocaron durante una noche en refrigeracion a -4°C y permanecieron a -20°C hasta su

procesamiento.

5.2. Extraccion de ARN total, construccion de librerias de cDNA y secuenciacion
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Se contabilizaron los descortezadores colectados y se verificaron a nivel de especie con claves
taxonomicas (Wood, 1985; Armendariz-Toledano y Zufiiga, 2016). Se sexaron por medio de
genitalia, se disectaron las cabezas y se separaron por sexo, todas las muestras se almacenaron
a -20°C en RNAlaterTM. La extraccion del ARN total se realiz6 en tres pools de 40 cabezas
(20 hembras y 20 machos) con el kit SV Total RNA Isolation System, Promega siguiendo las
instrucciones del fabricante, la calidad y concentracion del ARN se verifico en un en un
NanoDrpop 2000. La construccion de tres bibliotecas de cDNA y la secuenciacion con la

plataforma BGISEQ-500 se realizé en BGI Hong Kong, China.

5.3. Limpieza y ensamble de secuencias

La calidad de las tres librerias se verificd con FastQC v0.10. (Andrews, 2010) y con FastP (Chen
et al., 2018) se realiz6 la limpieza de adaptadores y lecturas de baja calidad. Se realizd un
ensamble de novo a partir de las tres librerias con Trinity v 2.0.6 (Haas et al., 2013) con el valor
default de kmer=25. La calidad del ensamble completo se verifico con el programa rnaQUAST
v.0.3.0 (Bushmanova et al., 2016). Se registr6 el nimero total de lecturas generadas, longitud
N50, longitud media y el GC%, posteriormente se eliminaron las redundancias para obtener el

nimero final de unigenes.

5.4. Anotacion de Ontologia de Genes (GO) y analisis de homologia

Para obtener informacion de la funcién molecular, componente celular y proceso bioldgico
asociados a los unigenes se utilizo la rutina de mapeo de HMMER2GO-version 0.17.9 (Zenodo,
2019) contra una base de datos personalizada HMM de Pfam, los resultados se visualizaron en
WEGO 2.0 (Ye et al., 2018). Para la anotacién de los transcritos se realizd un andlisis de
homologia con BLASTX contra un conjunto de datos que se construyd con la base de datos para
Insecta de UniProtKB con un umbral de valor E de le-6. Los resultados se importaron a
Blast2GO (Conesa et al., 2005) para obtener la distribucion de las especies, del valor de E (E-
value) y porcentaje de similitud encontradas en los hits y se filtraron aquellos cuya descripcion
correspondieran con genes involucrados en la recepcion de odores, en especifico de las proteinas

olfativas no receptoras.
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5.5. Clasificacion y caracterizacion funcional de las proteinas no receptoras

A partir de los unigenes de OBPs, CSPs y SNMPs se realiz6 la busqueda de los marcos de
lectura abiertos (ORFs) y la prediccion de las regiones de codificacion probables con
Transdecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder) con una longitud minima de
100, y como criterio para la retencion de marcos de lectura se incluyo un test de homologia
BLASTDp contra la base de datos de Insecta UniprotKB con el fin de maximizar la sensibilidad
de obtener ORFs con significado funcional. Los ORFs pronosticados para las proteinas no
receptoras se utilizaron para la anotacion funcional a partir de la busqueda de dominios en las
bases de datos de PFAM (Finn et al., 2010), SUPERFAMILY (Wilson et al., 2006), CATH-
Gene3D (Pearl et al., 2005) y PANTHER (Mi ef al., 2016) el servidor InterPro (Mitchell et al.,
2015).

Las secuencias de aminodcidos se utilizaron para la clasificacion y el descubrimiento de motivos
de novo, para ello, las OBPs y CSPs de D. adjunctus se analizaron junto con secuencias de
ortdlogos de cuatro especies de Scolytinae y el escarabajo modelo 7. castaneum vy, para el
analisis de las SNMPs se utilizaron proteinas homologas de D. ponderosae, I. typographus, T.
castaneum, Chrysomela lapponica Linnaeus, Galeruca daurica Joannis, Anomala corpulenta

Motschulsky , Holotrichia parallela Motschulsky y Anoplophora gambiae Giles.

La clasificacion de las proteinas se realizé con base a alineamientos de CLUSTAL-O (Sievers
y Higgins, 2018) con los parametros default de penalizacion por gaps y de acuerdo a los perfiles
de cisteinas conservados (Hekmat-Scafe ef al., 2002; Zhou et al., 2004a). El analisis de motivos
secuenciales se realiz6 en MEME version 3.5.7 (Timothy et al., 2009), para las OBPs y CSPs
se emplearon parametros de ancho minimo=6, méximo=10, nimero maximo de motivos para
encontrar=8 y para las SNMP se utilizdo un minimo=40 maximo=95 y niimero de motivos=10,
en los tres casos se seleccionaron los motivos con un valor p < 0.0001. Por otra parte, se realizo
la busqueda de péptidos de senal en las OBP y CSPs candidatas con SignalP4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y la prediccion de los dominios transmembrana de

las SNMP con el servidor TMHMM v3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/).
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5.6. Andlisis filogenéticos

Para la construccion del arbol filogenético se utilizaron los conjuntos de las secuencias de las
proteinas predichas de OBPs, CSPs y SNMPs y los ortélogos de especies cercanas y modelo
(Anexo 3). Se llevo acabo un multialineamiento para cada set de secuencias con el método
CLUSTAL-O y la busqueda del modelo evolutivo se obtuvo con ModelTest-NG (Darriba et al.,
2019). La reconstruccion filogenética se realizd con Inferencia Bayesiana mediante Markov
Chains Monte Carlo en el programa BEAST v1.10.4 (Suchard ef al., 2018) con un modelo
inicial WAG (Whelan y Goldman, 2001) y 4, 000, 000 de generaciones, el diagndstico de la
salida MCM se observé en Tracer (Rambaut ef al., 2018). Para la anotacion del mejor arbol se
descarto6 el 30% de los arboles y probabilidades iniciales generadas, la probabilidad posterior se
determino con los arboles restantes, la visualizacion y edicion de los arboles se realizé en iTOLS

(Letunic y Bork, 2019).

5.7. Construccidon de los modelos 3D de proteinas olfativas no receptoras

Para el disefio de la estructura terciaria se emplearon dos métodos, para la construccion por
homologia se realiz6 una busqueda con BLASTp en las bases de datos de PDB y para cada OBP
se selecciond6 como molde la proteina cuyos porcentajes de similitud fueron > 30% y los
modelos en 3D se construyeron en el servidor SWISS-MODEL (Schwede et al. 2003). Para
aquellas proteinas cuya estructura tridimensional no pudo ser obtenida a partir del disefio por
homologia, se realiz6 una construccion por modelaje comparativo con el servidor Robetta (Kim
et al., 2004). Todos los modelos generados se validaron con el software Molprobity (Davis et

al.,2007) y editaron en CHIMERA (Pettersen ef al., 2004).

6. RESULTADOS

De los 198 descortezadores (Curculionidae: Scolytinae) colectados, 142 se identificaron como
Dendroctonus adjunctus y 56 Ips spp. (Anexo 1).
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6.1. Limpieza y ensamble de secuencias

Con la plataforma BGISEQ-500 se obtuvo en promedio 96, 631, 854 lecturas (3.5 GB) con una
longitud total de 100 pb a partir de tres librerias de cabezas de machos y hembras de D. adjuntus,
con un Q20 de 98.13% y GC (%) de 36.89 (Cuadro 1). Las librerias presentaron porcentajes
bajos de adaptadores (0.081%) y lecturas con calidad Phred >30. El ensamble de novo resultd
en 71,174 transcritos con una longitud media de 574 pb, una longitud N50 de 3,126 pb y un
GC% de 41.2, posterior a la agrupacion y el filtrado de redundancia se obtuvo un total de 44,

420 unigenes.

Cuadro 1. Resumen del proceso de secuenciacion y ensamble de novo

Datos con limpieza

Long.
Librerias Lecturas Media
(pb) No. De lecturas GC % Q20 Q30
1 95,865,730 100 95,865,730 38.41 98.39% 92.67%
2 96,397,504 100 96,397,504 37.21 98.39% 92.65%
3 97,397,326 100 97,612,326 35.01 98.32% 92.35%

Ensamble combinado de las tres librerias

Numero total de transcritos 71,174

Longitud media (pb) 574
Unigen N50 3,126
GC % 41.21%
Unigenes 44,420

6.2. Anotacion de Ontologia de Genes (GO) y analisis de homologia

Con base en la homologia de la secuencia el 31.25% (13,883) de los 44, 420 transcritos se

clasificaron en 25, 861 términos de anotacion de las tres categorias GO divididas en 57 grupos
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funcionales (Anexo 2). Las anotaciones asociadas con funcién molecular (MF) fueron mas

abundantes con un 44.66% que incluyeron 12 grupos, las principales subcategorias

representadas en MF (Fig. 4a) con mas del 90% de anotaciones fueron de uniéon (53.2%) y

actividad catalitica (40.5%), siendo la uniéon a compuestos organicos ciclicos-heterociclicos,

unidn de iones y proteina de union las funciones més representativas (Fig. 4b), mientras que la

actividad hidrolasa fue una de las actividades cataliticas mas abundantes (Fig. 4c).
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Figura 4. Analisis GO de transcriptoma de cabeza de D. adjunctus. Corresponde a 6,200
trasncritos clasificados en la categoria de funciéon molecular (a), los cuales se representan en
nivel 2 de la categorizaciéon GO y de nivel 3 para las subcategorias de union (b) y actividad
catalitica (c). Los grupos clasificados se representan en porcentajes de acuerdo al nlimero total

trascritos con asignacion GO.
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Las categorias de proceso biologico (BP) y componentes celulares (CC) estuvieron
representadas con un 34.03% con 27 grupos y 21.03% con 18 grupos respectivamente. Procesos
moleculares (41%) y metabdlicos (44%) fueron las principales subcategorias representadas de
BP (Fig. 5a), mientras que en CC (Fig. 5b) las partes celulares (22%) se encuentran entre las

subcategorias con mas transcritos anotados.
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.Complejo de proteinas .Regul_acld.n de procesos biolégicos
Localizacion
. Respuesta a estimulos
.Organizacién de componentes celulares biogénesis
Sefializacion
.Proceso multi-organismos
Procesos multicelulares
. Proceso de desarrollo
@ Adhesion biolégica
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Parte de otro organism;lo'Z%
Sinapsis
.Nucleoide 0.1%
. Unién célular
Figura 5. Analisis GO de transcriptoma de cabeza de D. adjunctus. Corresponde a 7,683
trasncritos clasificados en las categorias de componente celular (a) y procesos biologicos (b),

los cuales se representan en nivel 2 de la categorizacion GO. Los grupos clasificados se
representan en porcentajes de acuerdo al nimero total trascritos con asignacion GO.

De acuerdo al analisis de homologia, del total de transcritos (44,420), 16, 290 fueron mapeados
al realizar la busqueda mediante BlastX contra la base de datos de UniprotKB con un E-value
de 10-5. E1 57.14% de los transcritos se encontraron entre los de mayor coincidencia con valores
de muy alta calidad por debajo de 1.0E-45 (figura 6a), mientras que el 42.86% tuvieron rangos
entre 1.0E-45 a 1.0E-5, ademas, casi el 50% del total de los trascritos tuvieron arriba del 90%
de similitud (figura 6b).

Respecto a la distribucion de las especies (figura 6¢), mas de tres cuartas partes de los unigenes
coincidieron con especies de Coleoptera y mas del 50% tuvieron compatibilidad con los genes
de D. ponderosae el cual es una especie cercana que pertenece a la misma subfamilia
(Scolytinae) de Curculionidae, el 6.46% con Photinus pyralis Linnaeus, 1767 y el 5.84% con T.

castaneum.
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Figura 6. Distribucion de los resultados de homologia. Porcentaje de trasncritos mapeados
contra la base de datos uniprotKB. (a) Distribucion del E-value; (b) distribucion del porcentaje
de similitud; (c) distribucion de las especies.

6.3. Identificacion de los genes no receptores olfativos candidatos.

El andlisis del transcriptoma de D. adjunctus se enfocé en las familias de genes no receptoras
asociados al procesamiento de olores, mediante la busqueda por homologia se identificaron un
total de 168 genes con funciones de procesamiento olfativo de los cuales 27 fueron genes

codifican OBPs candidatas, 7 CSPs y 2 SNMPs (Cuadro 2).

Cuadro 2. Genes olfativos candidatos del transcriptoma de cabeza de D. adjunctus

Genes candidatos Numero total
Proteinas de unién a odorantes 27
Proteinas quimiosensoriales 7
Proteinas de la membrana de la neurona sensorial 2
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Genes candidatos Numero total

Receptores de odores 77
Receptores ionotropicos 31
Receptores gustatorios 20
Receptores ionotropicos de glutamato 4

6.4. Proteinas de unién a odores (OBPs)

Se identificaron 27 transcritos de OBP candidatas, 22 con un marco de lectura abierto (ORF)
completo, una con truncamiento en la region 5’ y cuatro en la 3’, que codifican proteinas con
longitudes entre 110 a 390 residuos, en todas las secuencias se registraron péptidos con sefial
predicha a excepcion de DadjOBP15. Las 27 OBPs tuvieron homologos con proteinas de odor
de coledpteros con identidades >40% a excepcion de DadjOBP15 y DadjOBP24, ademas, 21
secuencias presentaron identidades altas con OBPs de escolitinos de las cuales 19 tuvieron
similitudes >80% con D. ponderosae (Cuadro 3). Por otra parte, con excepcion de DadjOBP3,
DadjOBP9 y DadjOBP31, todas las secuencias fueron anotadas funcionalmente mediante la
busqueda de dominios dentro de la superfamilia de feromonas de insectos/proteinas de union

de olores (Cuadro 4).

Cuadro 3. Anotacion de Blastx contra la base de datos de UniprotKB para las OBPs
candidatas de D. adjunctus

ORF Mejor resultado (hit) del BlastX
Gen SP bp C Nombre  No. Acc. Especie E-value Id (%)

DadjOBP2 1-21 267 Y OoBP2 M4VUV4  D.ponderosae 3.78E-33  93.99

DadjOBP3 1-18 123 N OBP3 M4VR73 D. ponderosae  5.38E-42  84.41
. 2.02E-
DadjOBP4 1-18 414 Y OBP4 N6UHS9 D.ponderosae 102 95.27

DadjOBP5 1-25 389 Y OBP5 M3UzZD2 I. typographus  8.16E-40  50.93
DadjOBP6 1-23 141 Y OBP6 M4VTI4 D. ponderosae  1.39E-85  94.11

DadjOBP8 1-15 128 N OBP8 M4VRL6 D. ponderosae  6.61E-75  90.59
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DadjOBP9
DadjOBP11
DadjOBP11t

DadjOBP12

DadjOBP12l

DadjOBP13a

DadjOBP13b

DadjOBP15

DadjOBP16

DadjOBP18

DadjOBP21

DadjOBP22

DadjOBP23

DadjOBP24

DadjOBP27
DadjOBP30
DadjOBP31
DadjOBPJ74
DadjOBPJ75

DadjOBPJ79

DadjOBPJ77

1-19

1-16

1-22

1-22

1-15

1-44

1-19

NO

1-17

1-18

1-19

1-19

1-17

1-15

1-21

1-18

1-22

1-18

1-19

1-21

1-19

112

117

127

170

147

156

149

213

118

142

136

149

140

132

131

134

127

124

136

146

138

2

N

OBP9

OBP11

OBP11

OBP12

OBP12

OBP13

OBP13

OBP9

OBP16

OBP18

OoBP21

0oBP22

OBP23

OBP3

oBP27

OBP30

OBP11

OBP

OBP

OBP

OBP

M4VRM7

M4w9C1

D6WZKO0

M3VHC4

AOAOB4K
ZC3

M4VRL1

J3IVI5

AOA0S3J3
B4

M4W9C3

AOAQH3
W579
AOAQH3
W5P0

M4VRM1

AO0A2P9J
ZF8
AQALC8K
2C2

M4VTi4

M4W9B7

D6WZKO0

11VJ74

11VJ75

11VJ79

1177

D. ponderosae
D. ponderosae
T. castaneum

I. typographus

L. oryzophilus

D. ponderosae

D. ponderosae

C. bowringi

D. ponderosae

D. ponderosae

D. ponderosae

D. ponderosae

A. grandis

R. ferrugineus

D. ponderosae
D. ponderosae
T. castaneum
D. ponderosae
D. ponderosae

D. ponderosae

D. ponderosae

2.59E-45

6.11E-71

8.32E-48

3.27E-82

8.24E-36

5.32E-81

4.16E-52

2.33E-26

4.79E-70

7.12E-80

2.96E-93

1.16E-84

2.06E-44

3.22E-17

4.11E-78

1.36E-90

8.32E-48

9.83E-75

6.27E-96

1.29E-98

2.37E-93

89.87

91.37

64.49

72.32

43.80

86.26

97.97

38.28

85.47

87.23

96.29

89.55

46.71

34.37

87.40

97.74

64.48

93.86

97.77

9241

94.16

SP: Peéptido sefial, ORF-C: Marco de lectura abierto completo, No. Acc.: Numero de acceso. Especie:

Dendroctonus ponderosae, Ips typographus, Tribolium castaneum, Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel,

Colaphellus bowringii, Anthonomus grandis Boheman, Rhynchophorus ferrugineus Olivier.
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Cuadro 4. Anotacion funcional de las DadjOBPs mediante la basqueda de dominios en las
bases de datos PFAM, SUPERFAMILY T CATH-Gene3D

InterPro
IPR006170 IPR036728

PFAM (PF01395) SU(I;EFRf%ZISI)LY (GgﬁsTi{:-l.Gl%I.l;sSs].)zo)
OBP Rango E-value Rango Evalue Rango E-value

DadjOBP2 N N 123-219 8.72E-7 N N
DadjOBP4 18-127  2.0E-19 21-127 1.12E-21 21-128 7.7E-21
DadjOBP5 N N 297-383 1.83E-7 288-385 2.4E-8
DadjOBP6 28-131 1.6E-15 27-139 5.76E-22 24-140 5.8E-23
DadjOBP8 18-123 5.8E-16 26-113 7.85E-18 10-121 1.4E-18
DadjOBP11 32-100 6.3E-6 24-100 4.58E-10 2-107 6.8E-10
DadjOBP12 35-164 5.6E-9 80-165 3.14E-10 29-172 1.6E-10
DadjOBPL12  20-134 1.7E-14 26-140 4.19E-21 18-144 6.0E-23
DadjOBP131 43-149 2.9E-8 46-150 8.37E-13 42-155 2.8E-12
DadjOBP13I1 18-127  2.0E-19 21-127 1.15E-21 21-128 7.7E-21
DadjOBP15 97-201 3.8E-11 79-208 1.96E-14 86-202 8.4E-18
DadjOBP16 24-101 2.1E-7 21-110 1.31E-11 19-117 1.6E-9
DadjOBP18 34-138 1.9E-16 35-138 2.88E-22 33-139 2.7E-20
DadjOBP21 23-129 2.4E-8 28-129 4.58E-14 23-130 1.2E-12
DadjOBP22 23-129 2.4E-8 28-129 4.58E-14 23-130 1.2E-12
DadjOBP23 20-126  2.8E-18 25-127 3.01E-25 22-127 3.9E-22
DadjOBP24 21-125 1.9E-15 23-127 8.63E-20 24-127 3.6E-19
DadjOBP27 N N 26-118 1.01E-5 23-122 1.5E-8
DadjOBP30 18-127  2.0E-19 21-127 1.15E-21 21-128 7.7E-21
DadjOBPJ74 19-109  2.0E-12 19-112 4.97E-15 18-117 4.5E-17
DadjOBPJ75 22-127  8.0E-22 21-134 5.49E-31 17-134 5.4E-31
DadjOBPJ77 25-128 1.5E-15 24-136 5.36E-22 22-137 3.8E-23
DadjOBPJ79 26-135 1.5E-16 28-144 1.07E-18 25-145 2.1E-22

PFAM (PF01395): familia PBP/GOBP; SUPERFAMILY (SSF47565) y CATH-Gene 3D (G3DSA:1.10.238.20):
feromonas de insectos/proteinas de union de olores
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EL alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de DadjOBPs con proteinas
ortdlogas de especies de Coleoptera permitio clasificar las proteinas en tres subclases de las
cuales 15 DadjOBPs se agruparon en clasicas (Fig. 7) con el patréon general reportado para
Coleoptera, 10 en minus-C con ausencia de la cisteina C2/C5 (Fig. 8a) y todas comparten el
mismo patrén de cisteinas con excepcion de DadjOBP11 la cual tiene 10 residuos entre la C2-
C3 y DadjOBP4 que posee cisteinas adicionales en la region C-terminal. Por Gltimo, la proteina
DadjOBP2 se clasifico como plus-C (Fig. 8b), presenta un patron similar al de las clasicas, pero

con siete cisteinas adicionales y una prolina conservada en la C-terminal.

C1-X,3 44-C2-X3-C3-X3 45-C4-Xg 1,-C5-Xg-C6

* 240 * 260 * 280 * 300
DadjOBP12 : RENVLVLVLVVFESLALQKNNKCDIPLSAPKRIEEV--INTCQDEI---KIAIL-—--——-—————-—— SEALEAFKV : 62
DadjOBPJ77 : C-LIVFVSLCG---FSCSLK--ITLPPELQEYVDDL--HKLECLEKG---GLT---——=———=—==-—— ENDHQTYDI 55
DadjOBPL1Z : -MNILVFICVLVGVKALDQT----LVELMQAKIQEF--GISCSEQE---NAS-- --EDDIAALL- : 50
DadjOBP27 : L-FIVALTLYL---P-———— ——I8N--————— GFLTVPKCLIST-—--GAR-— —-IKDLDNLAT : 44
DadjOBP6& : L-SVLLLILVV---GSLDAK--ITLPPELQEYVDDL--HKLCLEKG---GLT-———-—-——————— ENDHOQTYDT : 58
DadjOBP15 : RMEKWARFALFEVSIVAVAHG----- SSKENPRLEAW--LRNCONET---GAS-————————————— EDDFQIIK- : 117
DadjOBP31 : FOWGVSVLLCI---LGVAQLVAAGKPDGLFARMTP-ADLEMCGKDT---GVD-- -RKEFEEARE : 56
DadjOBPJ75 : L-KVFLLALAI---P---TI--MGMSDELQELANQL--HTTCIGET---GAA EDAITNARN : 51
DadjOBP21 : T-WVLSIMLIL---P-—--AA--RALSDEMKELVOML--HNTCVAET---GVN---——————————— EDLIQKVNA : 51
DadjOBPA3 : LLSVAVILLIC---GKKVKC--—-FTSE--DVANDLKFIKICKSNSPPGAYS————-————————— MNDVLDTEKN : 62
Dad’jOBP5 : GESSTGYQA--SSSNAFDMRNSYGPNSDGFNRVISS——-DNDCRDNV-—--HGNCGRNMVEYNSGRTFGPQISSHRN : 293
DadjOBP30 : -—LKLSIAFAV---VSVISC--QDFTEEQRKKIIEN--RQQCIEET---KVN PDLIEKADL : 53
DadjOBPJ79 : TKTILIWAAILLT-VEVSKGNCRLTEKQLAAAVKLV--RNMCMGKS---KVN PEDIDEMH- : 56
DadjOBPl16 : GPTILLFVALVIMTNAY--- —=VPNVNDK---I--RNFECIDDS-—--GVS8-— --VEMVENLLA : 46
DadjOBP8 : -MKLLIFASTILVCASAQDQA----WRDNMKEKLTEF--GTECAESE-—-QAT-———-————————— PEDIEALH- : 50
DadjOBPJ74 : --MKLMWILVL-G-AALKIADGAMTEAQMKAALKLI--RNVECQPKN-——-KVI-————————————— NEQIAAMH- : 51
Cc1
* 320 * 340 * 360 *
DadjOBP12 : NEHQVVSRAKRSAFNEDEKKIAGCLLOCVYRKLNAVNE-FGFPTVEGLV-SLYTEGV--TQKEYIAATRQAVTEC : 133
DadjOBPJ77 @ ————————mmmm NDENEKMMCYMKCLMLESKWMK-SGGEIDYDFIE-TQAYPEVKDLLLNAL--—-—-—— SKC : 106
DadjOBPL1Z : -- KRMPSSHEGKCVIFCGAKKLNIMHE-DGSFGE-GYV-EWLNKAK-ADDPDFYNKLMEIKGKC : 109
DadjOBP27 HE GNSLPESSRCFVKCVGEESGLIRN--GILHSEHFDAFPMVSRLKGDVLVDV-===—=— RRC : 96
DadjOBP& D= --NDENEKMMCYMKCLMLESKWMK-SGGEIDYDFIE-TQAYPEVKDLLLNAL---—-—— SKC : 109
DadjOBP15 H REKIPTSKEGVCMVECLFTKLHIID--NGQFNQRGFV-ITFSPIA-RGNLKKLAALKEVAALC : 176
DadjOBP31 kbt KRALNHSMLCFLKCAMEKVGFLND--GHLEVDQAK-ESFPDRM--—-TEPL-——-———- VEC : 103
DadjOBPJ75 : GDFSEADSFKCYIKCLLSQMAIIDDDDGT IDVDAMV-AVLPEEIQEATEPII-- -RKC : 105
DadjOBP21 KIFADDENLKCY IKCLMAQMACID-DDGI IDEEATI-ATILPEEYQALAAPVI-— -RAC : 105
DadjOBPA3 AENTHSRSFKCFLHCLLTKYGWMDEDGGYLLHDIRE-TLOQSDLOLATLEYI---———-— LYT : 116
DadjOBPS ESKERNESSQCVSQCTFDYLRLLDY-DKTPSETLLI-KWLQDHVTGNDMDRIKELRKARS-C : 360
DadjOBP30 GDFAEDQALKCFTEKCFYQKAGFVN-DKGEVOKDVVE-AKLPPOADKKRALET - —————— VDK : 106
DadjOBPJ79 GNWDVAYEAQCYMWCGFNMYKMLDK-ENHFDKPNAL-KQMD-QLPIDLOQDYAIK---CMDQC : 113
DadjOBP16 PEKDLIDVESCYVHCIFTEMGLLSE-NGNVEIENFE-SLKASEAPYIDLNCLDKIKSIDNCC : 107
DadjOBP8 : HKPPVTHAGKCVIFCVSKKLNLMNA-DGTLNVTPQT-DWIEKVK-ETDSEAFGKMKTIYHHE : 110
DadjOBPJ74 @ ——————— N————— GDWNQDKNGMCYMNCVLNYYKLQLP—DNSFDNPTGL—KVVESQAPPSMVGFTVP———TTT%? : 109
A
380 * 400 * 420 *
DadjOBP12 : LDNAQNAHEIGAKPVEASKSCEVAYEVFDCVSLEV-AKYCGQTP-——————=====——— : 176
DadjOBPJ77 : RTIEE---—-———--- G--ADLCEKSYNFNKCMYEADPVNWE——-—— FV-—————— @ 137
DadjOBPL12 : EAE———————— "HLSLSDSCE SL. S S— 5L f : 146
DadjOBP27 : MESVQ- @ 130
DadjOBP6& : RTIEE-—-——-—-—--— G--ADLCEKSYNFNKCMYEADPVNWE" : 140
DadjOBP15 : RAE--————-- VSAVQTGEQCSATRTVLDCEFGKNM-DKLAIAKKP : 212
DadjOBP31 : FKAVG- -P--ISTCDDVOKVEDECLPSS--————————=—-—— : 126
DadjOBPJ75 : GSI-T- —ANPCDSAWLTHKCYYKEGPEHYF: : 135
DadjOBP21 : GTK-H-———————— G-—ANPCENAWLSHRCYAEMEPSAY T @ 135
DadjOBPA3 (CPAVE-————==== S5--SDRCORAHFFTDCFWKKMDEEQPTADELFYNVKTRK-————- : 158
DadjOBP5 H 3 'ASDTDDGCEMTTELSKCLELELE : 388
DadjOBP30 H 148
DadjOBPJ79 : ENAVT-—————————— LY S s N ¥ : 145
DadjOBPlé H @ 117
DadjOBP8 H : 127
DadjOBPJ74 : KDAGK-—-—---—-——-— IIS-=====—=————=—= LSPPNW : 123

C5 Cc6 |

Figura 7. Alineacion de secuencias de las OBP clasicas de D. adjunctus, las secuencias de
aminoacidos fueron alineadas por Clustal Omega y editadas con Genodoc. Las marcas azules
muestran residuos conservados >90%.
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C1-Xpg.51-C2-X g 4-C3-X15-C4

N 20 40 % 60 ¥ 80 i)
DadjoOBP11l : —————————————- MOSLYVECA====LLVLALA===mmo=mneme— e HDPHGLESVHKKEH NEVD : 34
DadjOBP13a : VELHQYKRTQWNRLFHVIPQFNSTMFPAMKLLLV-— LGLGAVVTRADRQQVVDFHRPELD--HHGVEDDDLHFALDKLKIRDDDEF : 82
DadjoOBP18 MNGLPVFFL----LLLAAVVKSDFDFSNYKEFEHLPGDQREKAIKIFNDEMA--ETGATHEMMEKSVAG-DIPDDIVF : 71
DadjoOBP22 —=—-ALGAVFV-—-—=———= TFLVNVIEADQRGKIVEFQRGEME--AHGLLEDELHEIIDGKPIQ-NEAF : 61
DadjoOBP24 RCQFSLLPE-DIGKLLOTNAKEOK--KSGATQQEIMGTLRG-TFSDSPEL : 59
DadjOBP4 LAQVNSLTDKQKELLTQHYNQ@VA--ISKVDQAVLOKARAG-DFANDANL : 59
DadjOBP23 MMRCLF====LVAIILV======== AVRAQILSQSEKEKMRATHEGEMK--ETAADPALIGKAVKG-EYVDDPKL : 60
DadjOBP13b : ====MRSFAVCCV=-===LVA=-VL=-======= QVRGAPLTNDQKAKLDAYQODE@IS--ESKVNQLLVEQSRKG-IFSDDPAF : 61
DadjOBP9 § mmssssonsosnes MKVLVVLCVVLIAFTVIAAA========= KKNKSNDEEKPKSYKKVFKEGQOKKDETRVDASITRKLRKHKQVDLPANF : 69
a i
100 . 120 * 140 * 160 * 180
DadjOBP11 : SQHYLEMAKGLDLVTPEGKVNVNGVKTHVGHVESES--AKIDQIAKEEAVDHASTDETVSHLFKCLEEKHVLSLA-GHVAPQHHH------- : 116
DadjOBP13a : YLHFFEVAKQGKLMTEDGTVETDDFETKMKGIIDEDNMENVAAIVRMELIQRDTVLETIRNAVDCFLGKDHKL-==============—e=n : 155
DadjOBP18 : KNHLVEIGKKSGFIDENGMHVKEKMKEKLLLLLGDE--QMVDKILDNEFIEKGSPQDTAFELAKCCHKQYHN----========— : 141
DadjOBP22 : YFHFFEVVKKAKLISDNGIVDTDHFEENLKGVIDEENMAHVAALARKELIQRDDIFTTIKMAIDCFYTSEHKL---------- : 134
DadjOBP24 : KKHLFELGVKLDFISKDGVFQKELIRDKMAVIVPDE--SQLEDLLEKELMETENAADSVYQSIRCFAKQNLLPQ---===-== : 131
DadjOBP4 : KTHIKEISEKIGFQGTDGKFRRDVIEKKLKETIPGDN-AKNAKLIETEVVANKDPKLOAFNAFKCLYTNAKINLL : 133
DadjOBP23 : KNQIFEVTQKIGFTDESGEIMKEQTVKKLTEKFKNE--KVINAAVEKEVDKKATPSDTAFEFVKCLHAYAPEGLDIMALMA---—======= : 139
DadjOBP13b : KNFLFEFSQKAGFQDANGLIQKDVFERKVKIVVDDE--ALVAKLLEQEVAQKATPQDTSYYLAKCLREVVPNMEL-FKVAPEVVYVSNEKSR : 150
DadjOBP9 : GEHKLEVFPANFGEHKLCVLFFFFFFFFFFFFF-===--~ FYRHRLAER-—==—sr= oo : 111
€2 c3 C4
3
‘ C-X10-CC-X15-C1-X,,4 57-C-X1-C2-X3-C3-X3.44-C4-X4.51-C5-Xo-C6-X4-C-X 4-C
* 20 * 40 ¥ 60 ¥ 80 *
DadjOBP2 : MNKLVTLCAVLLGAACHLVQTYDFQDATFNEILSSDFEDIFDSLEDTYLHLRAKRNDEAVNSDEKCRRRHHRKPKLCCVEEVLDSLOEKEKEII : 94

DponOBP2a : MNKLVTLYAVLLGAACHLVQTYDFQDATENEILSSDFEDIFDSLDNTYLHPRAKRNEEAVNSDEKCRRRHHRKPKLCCGEDVLDALQEKEKEIV : 94
DponOBP2b : MNKLVTLYAVLLGAACHLVQTYDFQDATENEILSSDFEDIFDTLDNTYLHPRAKRNEEAVNSDEKCRRRHHRKPKLCCGEDVLDSLOEKEKEIV : 94
ItypOBP2 : MNSVAVFAVLALGAVC-VIDAYNFQDEDEXSAVVVRDGRIVDSIDSGPVHPRVRRDQEAATVAEEKCPKRHRRPKLCCAEETLDALHAKKKEIT : 93
C1 Cic2
t) 100 * 120 * 140 * 160 * 180

DadjOBP2 : KLCFKDITGSVKESKPDRGFGNHRNEDLESCESVEKRKSDMICVEQCKLOKQGLVSDDGSPKPEQISTYLKEAFTTQTWFEKV-SEGIVDKCVN : 187
DponOBP2a : RLCFKDITGGVKESKPDRGFGNHRNFDLFSCEAVEKRKSDMICVEQCKLQKQGLVSDDGSPKPEQISTYLKEAFTAQTWEEKV-SQGIVEKCVN : 187
DponOBP2b : RLCFKDITGGVKESKPDRGFGNHRNFDLFSCEAVEKRKSDMICVEQCKLOKQGLVSDDGSPKPEQISTYLKEAFTTQTWFEKV-SQGIVEKCVN : 187
TtypOBP2 : KACFKEVTGLEKQDRHDHGP-HFKREDLENCKEVEKRKSDMICIDQCVGQKKGLLDDSGAPIRDQLIQHLKQHFSNESWEDQTVVEKITSNCLA : 186

c3 c4 C5 Cé

* 200 * 220 * 240 * 260
DadjOBP2 : EAINATKNPVKEYTEGNKVCSRSGIVLKHCLENSIQLSCPADQIKDKNACERFQERAKKGKDLFDOPPGPPPFDDNREE-- : 266
DponOBP2a : EATINATKNPVKFYTEGNKLCSRSGIVLKHCLENSIQLSCPAGQIKDKNACERFQERAKKGKDLFDQPPGPPPFDDNREEQT : 268
DponOBP2b : EAINATKNPVKEYTEGNKLCSRSGIVLKHCLENSIQLSCPAGQIKDKNACERFQERAKKGKDLFDQPPGPPPFDDNREEQI : 268
ItypOBP2 : AAKNATETPTKFSTEGLKACNPSGITLKﬁggFREIQLSCPADQIKDKTACDRFQDRIQKEIRIDDLRLAPDDQQ ——————— : 260

c7 <9 C10

Figura 8. Alineacion de las OBP (a) minus-C de D. adjunctus y (b) plus-C con proteinas
homologos de D. ponderosae e 1. typographus. Las secuencias de aminoacidos fueron alineadas
por Clustal Omega y se editaron con Genodoc. Las marcas moradas muestran los residuos
conservados > 80% y las verdes del 100%.

Para el analisis de motivos, se utilizaron las OBPs del multialineamiento anterior las cuales se
dividieron de acuerdo a las subclases en tres sets de secuencias y cada uno se analizd por
separado. Como resultado, 72 OBPs clasicas presentaron 8 motivos (Fig. 9), el motivo 1 se
registro en todas las proteinas, aunque en el patron 4c con diferente arquitectura, mientras que
el 2, 3y 5 en el 94% las secuencias. El motivo 1, 2 y 3 corresponden a tres de los patrones
caracteristicos de OBPs en donde se encuentran cisteinas (cys) y un numero constante de
residuos conservados que intervienen en la formacion de los puentes de disulfuro y que le dan
estabilidad a la estructura terciaria y proteccion a la union de los ligandos. El total de secuencias
se agrupd en siete patrones de motivos, los cuales estan representados por mas de una secuencia
de OBPs de diferentes especies, el patron 3¢ estuvo presente en el 39% de las proteinas y

contiene los cuatro motivos conservados en mas del 90% de las OBPs clasicas, el resto de
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patrones se registro entre el 13-7% del total de las secuencias y poseen motivos adicionales (6,

8, 7 y 4) ubicados en las mismas posiciones a lo largo de las secuencias.

L

Motivo 3 (2.3e-110) Motivo 4 (5.9e-096)

HoA TLE

voam et

Motivo 5 (1.5e- 086) Motivo 6 (8.0e-077)  Motivo 7 (5.8¢-052)  Motivo 8 (3.5e- 043)

Patrones de motivos Localizaciénde los motivos No. OBPs
1c 1 2 7
2C 1 9
3c 1 2 27
4c 2 - 4 — 12
5C 1 2 - 4 —9
6c 1 2 5
rc 1 2 - 4 —38

Figura 9. Analisis de motivos de OBPs clasicas de D. adjunctus y ortdlogos. Los parametros
utilizados para el descubrimiento de los motivos fueron nmotif=10, minw=6 y maxw=10. Los
numeros de los recuadros corresponden a los motivos que se muestran en la parte superior de la
figura, el tamafio de los residuos estd directamente asociado con la frecuencia de estos en el
alineamiento y los valores de E-value mas pequeifios significan una alta conservacion.

Para la subclase minus-C se analizaron un total de 55 proteinas, de estas se obtuvieron ocho
motivos representados en siete patrones de motivos diferentes (Fig. 10), de los cuales el 3,1y
2 se registraron en el 100% de las OBPs, mientras que el 6 en el 90.2%. Estas proteinas se
caracterizan por tener 4 cys conservadas, en ese sentido, los motivos 3 y 2 corresponden a las
C2-C4, los motivos 5 y 4 aungue no se encuentran representadas en todas las secuencias poseen
dos cys con posiciones invariables que corresponden a la C1-C3 del patron general, mientras
que el motivo 2 presenta dos posiciones con lisinas(K) conservadas que se encuentran en todas

las OBPs. El patron de motivos més frecuente fue el 5m y 6m con el 46% de secuencias, solo
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estos dos patrones contienen los motivos 5-3-1-4-2 que incluyen las caracteristicas principales

de esta subfamilia.

Motivo 5 (8.5e-050) Motivo 6 (2.1e-5£§3m Motivo 7 (5.1e-012) Motivo 8 (9.8e-010)

Patrones de motivos Localizacionde los motivos No. OBPs
im 5 1 5
2m _- 1 8
3m - 1 7
4m —- 1 2
sm 160 5 1 16
om 86— 5 1 8
m -0 S 5 ] 5

Figura 10. Analisis de motivos de las OBPs minus-C de D. adjunctus y ortdlogos. Los
parametros utilizados para el descubrimiento de los motivos fueron nmotif=10, minw=6 y
maxw=10. Los numeros de los recuadros corresponden a los motivos que se muestran en la
parte superior de la figura, el tamafio de los residuos estd directamente asociado con la
frecuencia de estos en el alineamiento y los valores de E-value mas pequefios significan una
alta conservacion.

Por dltimo, la subclase plus-C estuvo representada por cuatro secuencias con 8 motivos
secuenciales (Fig. 11), de los cuales solo DadjOBP2 y DponOBP2(2) tuvieron patrones (1p) en
donde se representan todos los motivos, mientras que la proteina ItypOBP2 no cuenta con los
motivos 8 y 7. Cabe mencionar que estas caracteristicas solo se encontraron en especies de
descortezadores y la frecuencia de los residuos en cada una de las diez posiciones de los motivos
permanecieron en su mayoria sin variacion, lo cual nos indica un grupo de proteinas muy

conservado.
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Motivo 1 (2.2e- 013 Motivo 2 (2.8e-012) Motivo 3 (5.1e- 012) Motivo 4 (1.5e- 010)

.0 Ao AT LT

Motivo 5 (2.1e- 010) Motivo 6 (1.7e- 009) Motivo 7 (1.7e- 010) Motivo 8 (1.5e- 008)

Patronesde motivos Localizaciénde motivos No. OBPs

» @R s e 4 3 2 s
Sum—T T

Figura 11. Analisis de motivos de las OBPs plus-C de D. adjunctus y ortélogos. Los parametros
utilizados para el descubrimiento de los motivos fueron nmotif=10, minw=6 y maxw=10. Los
numeros de los recuadros corresponden a los motivos que se muestran en la parte superior de la
figura, el tamafio de los residuos estd directamente asociado con la frecuencia de estos en el
alineamiento y los valores de E-value més pequefios significan una alta conservacion.

Con el objetivo de comprender la relacion evolutiva de las OBPs de D. adjunctus con las OBPs
de otros descortezadores y 7. castaneum (Anexo 3) se construy6 un arbol filogenético mediante
inferencia Bayesiana y se incluyeron los patrones de motivos obtenidos con MEME. El
dendograma (Fig. 12) tiene soportes con probabilidades superiores al 70%, en su mayoria del
100%, y se observa la division de las tres subclases de proteinas, las DadjOBPs se encuentran
dispersas en varios clados formando pequefios clusters con OBPs de descortezadores
principalmente de D. ponderosae a excepcion de DadjOBP15, DadjOBPT11 y DadjOBP23, las

cuales se agrupan con OBPs de T. castaneum.

Al comparar los resultados de MEME con la filogenia observamos que existe una relacion en
la topologia del arbol y los patrones de motivos, las proteinas con el patrén (3¢) que contiene
los motivos presentes en todas las OBPs clasicas se encuentran dispersas en todas las ramas de
esta subclase junto con patrones 2c (DadjOBP16, DadjOBP15 y DadjOBPT11) los cuales en
comparacion con los 3¢ carecen del motivo 2. Las OBPs con patrones 6¢ y 7c (Fig. 9) en donde
solo se representa los motivos 6, 8, 7y 4 (DadjOBP21 y DadjOBPJ75) se encuentran separadas
en dos subgrupos dentro del mismo clado relacionado con proteinas de patrén 5S¢ (DadjOBPJ77
y DadjOBP6) que comparten los motivos 6 y 4, pese a que las secuencias con patrén 4c

(DadjOBPJ74 y DadjOBPJ79) contiene el motivo 4, se encuentran en un clado distinto dividido
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en dos subgrupos. Ademas, OBPs con patron 1¢ (DadjOBPS) el cual solo contiene tres motivos

de los ocho descritos (figura 3a) se encuentran en un clado lejano agrupado con proteinas de

tipo Plus-C que incluyen a DadjOBP2 la cual comparte los mismos patrones de motivos con

DponOBP2 y una identidad de aminoacidos >90% (Fig. 11).
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Figura 12. Arbol filogenético del analisis B

EAST de las proteinas candidatas de union a odores

(OBPs). Analisis bayesiano de OBPs putativas de Dendroctonus adjunctus (Dadj, en negritas),

D. ponderosae (Dpon), D. valens (Dval),
castaneum (Tcas). El arbol fue editado en

D. armandi (Darm), Ips typographus (Ityp) y T.
1TOL, las clases de OBP se muestran en colores,

clasico (amarillo), menos-C (verde) y mas-C (purpura). Solo se muestran los valores de
probabilidad posteriores por encima del 70% y para cada OBP se incluyeron los patrones de los
motivos (p<0,0001) obtenidos del analisis en MEME.
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Los miembros de la clase Minus-C se agrupan en un solo clado relacionado a las OBPs clésicas
(Fig. 12) y pese a tener variacion en la presencia o ausencia de motivos 5 y 4, todas las proteinas
tienen conservados en las mismas posiciones los patrones 6-3-1-2 (Fig. 10). Los motivos 7 y 8
representados en patrones 6m (DadjOBP30) y 5Sm (DadjOBP23) se encuentran divididos en dos
subgrupos dentro del mismo clado relacionadas a proteinas con patrén 7m, grupo que posee un
cambio en la distribucion y orden de motivos, las proteinas con este patron
(DadjOBP4/DponOBP4) tienen las caracteristicas de tipo minus-C, pero poseen ocho Cys
adicionales conservadas en la C-terminal y una longitud mayor por lo que podrian pertenecer a

una clase atipica.

6.5. Proteinas quimiosensoriales (CSPs)

Se identificaron 7 transcritos CSPs candidatas en D. adjunctus con ORFs completos que
codifican proteinas de longitudes entre 116-296 residuos. Todas las CSPs tuvieron homologos
con proteinas quimiosensoriales de D. ponderosae con identidades >80% (Cuadro 5) y todas las
secuencias de DadjCSPs fueron anotadas funcionalmente mediante la busqueda de dominios
dentro de la superfamilia de proteinas quimiosensoriales y de unién a olores de insectos

A10/Proteina especifica del bulbo de eyaculacion 3 (Cuadro 6).

Cuadro 5. Anotacion de Blastx contra la base de datos de UniprotKB para las CSPs
candidatas de D. adjunctus

Gen ORF Mejor resultado (hit) del BlastX

SP pb C Nom. No. Acc. Especie E-value Id (%)
DadjCSP1  1-16 121 Y CSP1  AOAOH3W576  D.ponderosae  7.90e-44 80.38
DadjCSP2  1-18 122 Y CSP2 M4VTH9 D. ponderosae 3.62e-78 90.90
DadjCSP3  1-19 138 Y CSP3 11VJ19 D. ponderosae  7.85E-91 91.97
DadjCSP4  NO 296 Y CSP4  AOAOH3W5L5  D.ponderosae  2.66e-146 81.34
DadjCSP6 ~ NO 154 Y CSP6 M4VTH1 D. ponderosae  9.11E-88 91.54
DadjCSP8 NO 150 Y CSP8 M4VR62 D. ponderosae 6.80e-86 95.28

DadjCSP9  1-25 116 Y CSP9  AO0A345BT19  D.ponderosae  4.20E-68 94.78

SP: Péptido sefial, ORF-C: Marco de lectura abierto completo, No. Acc.: Nimero de acceso, Especie:
Dendroctonus ponderosae.
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Cuadro 6. Anotacion funcional de las DadjCSPs mediante la busqueda de dominios en las
bases de datos PFAM, SUPERFAMILY T CATH-Gene3D

InterPro
IPR005055 IPR036682
GCH PFAM (PF03392) SUPERFAMILY (SSF100910) ( G3?)1;£I;ll-.?3.nz%g£ 10)
CSP Rango E-value Rango Evalue Rango E-value
DadjCSP1 19-110 1.9E-37 19-122 1.7E-41 16-124 5.3E-44
DadjCSP2 21-111 6.1E-35 21-120 1.96E-38 19-121 7.4E-39
DadjCSP3 27-118 1.8E-36 27-126 6.15E-40 24-130 3.5E-46
DadjCSP4 56-146 5.2E-29 56-156 6.67E-34 53-158 1.6E-33
DadjCSP6 48-138 2.3E-34 48-151 1.31E-38 45-153 1.7E-41
DadjCSP8 44-136 2.5E-37 44-148 4.18E-40 42-149 3.7E-44
DadjCSP9 38-113 1.3E-15 37-113 3.79E-22 34-115 6.5E-19

PFAM (PF03392) y CATH-Gene 3D (G3DSA:1.10.2080.10): Proteina de union a olores de insectos A10/Proteina
especifica del bulbo de eyaculacion 3; SUPERFAMILY (SSF100910): Proteinas quimiosensoriales

A partir del multialineamiento de DadjCSP con proteinas ortdlogas de otros escarabajos
observamos las principales caracteristicas de esta familia, cuatro cisteinas conservadas (Fig. 13)

en todas las secuencias con un patrén general C1-X6-C2-X3-C3-X-C4.

* 20 o 40 o 60
DadjCSPl : ——=—=———ceemcmmmmmee———— MKV-VLLLVVVVG---VAFGEEYTSKFDNVDLDQILSSDRLLRNYMN : 43
DadjCSP2 : ===———=—e—mecmm—————— MKFCGVLVLL-L---QIAVCLCQTYTSRFDTINIDEILSNKRVLNNYVR : 45
DadjCSP3 : —==—=————eemme————— MWKLLLAGSLLIC-IGQTPAEVTENSQYTTKYDNVDINEVLHSERLLKNYVN : 51
DadjCSP4 i ==—smemsmemecaacsnee—= MLLIVVVLIGMALDLTGAKPAAKYYASKYDHIDVGAILNNRRMVNYYSA : 49
DadjCSP6 § ===seem—esasa== MKP------ VVFLVVLASFYGLSSCTPQEKYTTKYDNIDLDSIIRNDRLLRNYID : 49
DadjCSP8 : MRSFRRNLRLKVNPILPVYSLILQIVILVCCAFIGLV-LADTPKYTTKYDNVDLEEIIKSDRLMKNYVN : 68
DadjCSP9 § ===mee—ecae=- MNSHCFQLQLIALLVLVAS-V--SFVRSDATERPPISDEALEKTLSDKRYLQRQLK : 53
666 6 6 R 6
*
% * 80 * +* 100 * 120 - i)

DadjCSP1l : CLLDKGKCTPDGIELKKNLPDALANECSKCTPKQRDGAKKVIRYLIEHKRDYWNEVAAKYDPEGAYYKK : 112
DadjCSP2 : CVLDEGPCTAEGRELRTHIPEALRTNCAKCTPSQQKFVRKGANFLIKNDPNQWSRITKKFDPEGKFAAQ : 114
DadjCSP3 : CLLDRGPCSPDGLELKKNMPDAIKTDCSKCSDKQREGSEAMMRFLIDNKPEYWNPLQEKYDPTGSYKER : 120
DadjCSP4 : CLLSQGACPPEGVELKRILPEALQTNCARCSEKQATTALMAIKRLKKEYPKIWNELSEKWDPSASFVKR : 118
DadjCSP6 : CVLGKKKCTKDGQELKVHLPDALQSDCSKCSEAQRNGSRKIITHLLKNKRGWFNELQAKYDPAGSYLTK : 118
DadjCSP8 : CLLEKGKCTPDGAELKRVLPDALHTECSKCSDNQKKGSRKIMRHLIDNKPEWWTELESKYDKEGAYKKQ : 137

DadjCSP9 : CAVGEAPCDPVGRRLKSLAPLVLRGSCPQCTEQEKKQIKKVLAYVQVNFPKEWNKMLQTYAG---—--~ : 115
C-6 C G L4 P 6 C C3 2 6 5 & 5
cl €2 €3 Cc4

Figura 13. Alineacion de las secuencias de CSPs de D. adjunctus, las secuencias de
aminodcidos se alinearon con Clustal Omega y se editaron con Genodoc. Las marcas verdes
muestran residuos conservados al 100%.
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Las secuencias del multialineamiento anterior se utilizaron para el analisis de motivos
secuenciales, a partir de 55 CSPs se registraron un total de 8 motivos (Fig. 14) de los cuales el
1, 5 y 2 estuvieron presentes en todas las secuencias, los motivos 1 y 2 corresponden a las
regiones caracteristicas de las CSPs encargadas de formar dos enlaces disulfuro (C1-X6-C2 y
C3-X,-C4), mientras que el 5 se encuentra en la region entre las Cys dos y tres con residuos con
altas frecuencias de caracteristicas acidas, alifaticas y basicas. El total de secuencias se agrup6
en cinco patrones de motivos (Fig. 14), el 5 esté representado por el 65% de proteinas y posee
los ocho motivos descritos en un patron 4-6-1-5-2-7-3-8, ademas de tener las regiones

caracteristicas de esta familia, los residuos en la mayoria de los motivos se encuentran en las

TN

-

mismas posiciones altamente conservados en todas las proteinas.

Motivo 2 (1.7e-245)  Motivo 3 (6.9¢-223)  Motivo 4 (9.56-221)
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Figura 14. Motivos de las CSPs de D. adjunctus y ortdlogos. Los parametros utilizados para el
descubrimiento de los motivos fueron nmotif=10, minw=6 y maxw=10 Los nimeros de los
recuadros corresponden a los motivos que se muestran en la parte superior de la figura, el
tamario de los residuos esta directamente asociado con la frecuencia de estos en el alineamiento
y los valores de E-value més pequeiios significan una alta conservacion.

Se realiz6 una filogenia para las CSPs candidatas de D. adjunctus con 48 proteinas de cuatro
especies de descortezadores y T. castaneum (Anexo 3) y en la construccion del arbol se
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adicionaron los resultados obtenidos a partir del andlisis de motivos. Las CSPs se dispersaron

en diferentes ramas del arbol en pequefios clusters con proteinas de descortezadores (Fig. 15),

todas las CSPs de D. adjunctus se relacionaron estrechamente con secuencias de D. ponderosae

con probabilidades posteriores del 100%. La comparacion de los motivos de las diferentes CSPs

con la topologia del arbol filogenético muestra a los patrones 3, 4 y 5 distribuidos en las ramas

dentro del mismo clado, aunque en su mayoria poseen los ocho motivos descritos, los patrones

3y 4 que tienen variacion en la presencia del motivo 7 y 8 se encuentran dentro de un mismo

subclado. Por otro lado, las proteinas con patrén 1y 2 solo tienen la presencia de cinco motivos

con variacion en el 3 y se encuentran en un clado externo agrupas en dos clusters.
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Figura 15. Arbol filogenético del analisis BEAST de las proteinas quimiosensoriales (CSPs).
Andlisis bayesiano de CSPs putativas de Dendroctonus adjunctus (Dadj, en negritas), D.
ponderosae (Dpon), D. valens (Dval), D. armandi (Darm), I. typographus (Ityp) y T. castaneum
(Tcas). El arbol fue editado en iTOL, solo se muestran los valores de probabilidad posteriores
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por encima del 70% y para cada CSP se incluyeron los patrones de los motivos (p<0,0001)
obtenidos del analisis en MEME.

6.6. Proteinas de la membrana de neurona sensorial (SNMPs)

Se encontraron dos transcritos que codifican para SNMPs los cuales tuvieron homologos con
SNMP1la y SNMP de D. ponderosae con E-value igual a 0 e identidades >90% (Cuadro 7).
Ambas secuencias de DadjSNMPs fueron anotadas funcionalmente mediante la busqueda de

dominios dentro de la superfamilia CD36 (Cuadro 8).

Cuadro 7. Anotacion de Blastx contra la base de datos de UniprotKB para las SNMPs
candidatas de D. adjunctus

ORF Mejor resultado (hit) del BlastX
Gen pb C Nombre No. Acc. Especie E-value Identidad (%)
DadjSNMP1 520 'Y SNMPla M4W9B3 D. ponderosae  0.00E+00 85.336
DadjSNMP1 543 Y SNMP 11VvJ82 D. ponderosae  0.00E+00 94.702

SP: Péptido sefial, ORF-C: Marco de lectura abierto completo, No. Acc.: Numero de acceso, Especie:
Dendroctonus ponderosae.

Cuadro 8. Anotaciéon funcional de las DadjSNMPs mediante la basqueda de dominios en las
bases de datos PFAM, SUPERFAMILY T CATH-Gene3D

IPR002159
PFAM (PF01130) PANTHER (PTHR11923)
SNMP Range E-value Range E-value
DadjSNMP1la 11-472 1.6E-116 1-507 1.0E-191
DadjSNMP1b 18-482 9.3E-119 12-498 7.5E-191

PFAM (PF01130): Superfamilia CD36; PANTHER (PTHR11923): Receptor scavenger clase B tipo-1 SR-B1

Como resultado del andlisis de la topologia de las SNMP en THMM, se predijeron para
DadjSNMP1la y DadjSNMP1b (Fig. 16) dos hélices transmembranales en las regiones N y C
terminal con un loop extracelular largo, las dos regiones transmembrana de DadjSNMP1a se
ubicaron en los residuos 7-26 y 452-474 con loops de 424aa, mientras que para DadjSNMP1b
en los residuos 13-32 y 463-482 con loops 429 aa.
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Figura 16. Probabilidades posteriores de la ubicacion y coordenadas de las hélices
transmembrana y regiones de bucle de la proteina (a) DadjSMP1a y (b) DadjSNMP1b.

A partir del andlisis en MEME se obtuvieron cuatro motivos presentes en el 100% de las SNMPs
de las diferentes especies distribuidos en un patron 2-4-3-1 (Fig. 17), al realizar su anotacion
dentro del multialineamiento (Fig. 18) observamos que corresponden a cuatro regiones
conservadas dentro del loop extracelular con residuos conservados en mas del 80%. Los motivos
2, 4 y 3 engloban a los dos dominios reportados en diversos estudios que poseen una
conservacion de secuencia relativamente alta en la region del ectodominio, el motivo 1 se ubicod

cerca de la C-terminal y se observaron siete residuos de cisteina conservados.
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Figura 17. Analisis de motivos de las SNMPs candidatas de D. adjunctus y sus ortélogos. Los

pardmetros utilizados para el descubrimiento de los motivos fueron nmotif=10, minw=45 y
maxw=95. Los numeros de los recuadros corresponden a los motivos que se muestran en la
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parte superior de la figura, el tamafio de los residuos esta directamente asociado con la
frecuencia de estos en el alineamiento y los valores de E-value mas pequefios significan una
alta conservacion.

El multialineamiento y la comparacion de las proteinas permitiéo observar mejor el nivel de
conservacion en la composicion y orden de los residuos entre los miembros de SNMP1 y
SNMP2. Finalmente, la topologia del dendograma (Fig. 19) de estas dos subfamilias sugiere la
division en dos subclados, las SNMPs de D. adjunctus se agruparon en el subclado de SNMP1

relacionadas con proteinas de D. ponderosae con probabilidades del 100%.

TMD1 =

* 20 40 * g0 * 20 100 14
DadjSNMPla : -- MNFFMRLAIGSACTLVFIILVGEVGEPKMIKSKVKGMVNLK PGMEIREMEVKVPFPLSENVY IE SVLNEAEVQGGA - KEHLKEMGPECYNEWKTK INVQ - DNEGDDTMSYDPVDTEFT-AKRPKCLSAD :
DadjSNME1b ~MMLN--NKIWSSSRFLYGSVILLVSSVLLKLWLFDSMVKFVIRDQTHLRKRNQVREVY LKI PFPLNFKIY FENVTNPEGIQRGL -KPKLKEVGPFWY DE TKEKVQT I -DNDTEDSLTYTPY DLEEYNONKSNQLKED
DponSKMP1 MNFFMRLAIGSACSLLFIILVGFVGE PKMIKGKVKCMVNLKPGME IREMEVEVEFPLSFNVY TF SVLNFAEVQGEA - KEHLKEMGPF CYNEWKTK INVE - DNEGDDTI SYDPVDTEEN-AKRPKCLSVD
TcasSNMPL MRLPVKIAIGCAIGLVVIIVFGE IAFPKMIKGKVESMINLNKGSE IRGMEVEVEPEALDFKIYMENVTNEMOVQKEA - LEVLKEVGPF CFEEWKEKVDLD - DNDDEDVMFYNPKDTE fX-ANGPGCLDGS
MaltSNMF1 MKLPVKLGIGSSVLFVFIVLVGFVVFPELITSKIKGMITILKPGSEIREMF LKVPFGLEFRVY IFNVTNEMEVORGO-APSLKEVGPFCYEEWKKKVSVQ-DVEGDDTILYNATDTE fO-KMWPGCLSGN
GdauSNMP1 MKVSLKYTFSGGFVFLATILVGFVAFRELVEL AVKDQTHLRERNE IRGTY LKTPFPLNFKIYFENVTNEMEVQNGA - TETLOQVGEY YY DE YKEK NV -DNCAQDTLQ¥DSFDTY [ FNKTLSGKLSDE
ClapSNMP1 MOLAIKIIVSGVVLTLSSVIFALVAYGPLIRYAIRDOTJLRKKNQIRDIYLKIPFPLOFRIYFEFNISNEMEVONCA-KPVLKEIGPYCY DEYEEKVDI I-DNEMEDSLTYNSYDIFEFNAEKSRGLSED
DponSKME2 MFRNCCSPRLVFLYNLLAVLLLIASLVLAFWGLPQIISKOIHKQTHLTENT DQWDREKELPEEMEFNIRFF LVTNEADVLNGS -MP1LKESEPYKYKST IKRTDIRFDDIEEDSVTYRRSF SEEFD--GSGTTRED
TtypSNME2 MRFLQRVKFNLKTVFLCGISGVSLLVVALFLGF I 1FPKVUNDQLLETK ILREDTEQWATFKKIPEAFTFNVY LETVENPEET LKGA-KEVVKEKGEY VYKL YKWKEDI IWN-Y TTDEISYYEYEKYFDOEASGSLTEH
TcasSNMP2 --MGCSCCTIKVLLVCVVISVALLIVSIALAFKVEPDLLESEVNKAVALEDGTKQY DREVELPEPVDFKYY LENVSNEQOVL.DGTEKPKLEETGPEVYKQYRKKT TLG-KNEEEDTI SYTQKETEFFLAEASKPLTEE :
HparSNMPZ MYTHCPIIVAVSGLAILIIGIVSTWYGF EALVEWQINKNT IMENTSCAFKVWKKQPFEMLFKVY LENVTNTDSVMAGA-TPILKEVGPYVYDIHIERDITEID-DLADTIKYFLIKKE fFNTKASGCRSEH
CLAapSNMPZ  § === === === === o= oo oo e oo o mm e e CMFKEMPFEFTFKVE LEDIKNFEEIMOGA - KB IVKETGPFVYKVHKWNSDIKWE-G- PDDIS¥ YAYTREFFDECASGRYTED
AgamSNME2  : -MVQCTLIWAGIGAMMAVSGALLGWVVE PRAVHEKVTEATE|LRQGT DO YKEWE ALEQPLDFKVY TENVTNE Y EVMOGE - RPKVVEVGEYVYFQ YROKDNVRE S RDRSKVHESQOCMYPFTAESSYPLTEN :

0 * 160 * 220 * 240 * 260 * 2
DadjSNMPla : TLWTIPHEMILGMVNTILRQKP ~LANKATKS--TWSNPSSLEITIKARDLLEDGVVI ---HCGVSDFAGKATCTNLKA--EPSLT--HLG-
DadjSNMPlb : DYVTIIHFAIVCMVNLVLRDSP —IVSKAIPL--IFNNPQSIFLTAKVKDILFDGVEL NCSGKEFCATAVCSCM-KNQIPGLKFKKDN-
DponSNMP1 TLVTIPHEMILGMVNTILRQKP ~-LANKAIKS-- IWSNPSSLEITVKAQDLLEDGVVI -~ ~HCGVSDFAGKAICTNLKA--EPSLT--HLG-
TcasSNMPL GMITMAHPLILGMVNTUVRTKE— ---LISKAINS--IYGNPDSTEMTASAMDILFDGVVI---KCGVKDFAGKAVCSQLKE--APDLR-~HVD-
MaltSNMP1 EEVTIPHFMILGVVNTVATQKP LVNKAIKS--TYSNPTSIFVTAKASDILENGITI---NCDVKDFAGKAICSQLKE--APSLT--HIS
GdausNMP1 DYVTIIHPLLVGMVNAVTASMP————— ———ILNGAIPY--IFHEPKSI¥YLTDKVKNIVENGMEL-——NCQGSNFASKAVCTQL-KSQIPGVKESTTQ-
ElapSNMF] DYVTILHPLLVGMAFQVNRDTP ~FLNCAIVP--IFKDFPKSIYLTDTVKNILFDGFEI---NCNVSEFAAKAVCTOLMNSNI PGLENDFSR~
DponSNMP2 DSITVINPLIMASFQLTNDI-Q M RKYTLEFAGLDQVFLTTTVRKLLEFDGIYFGFQNATGKGVACEMVRKELGKIVANVRVVEHLND
ItypSNME2 DKVTLLNLEPYLTFLYTAEANEAT -—-LIDEALEF-IFSGHNSPFLVNVTVRDYLFEGVEICKNGCEDDGFVAKMACGKIKDNLEVAKCMRLHH-
TcasSKMP2 SVVTVLNFALMSIYQLAEDL-H - - -~ AADTCIKQT-FENNQGKVE IEANVRKLLEDGF SFCKNTSPG-- - [CGLVNDLICAIAATKRNSDLVLE
Hpa[‘:ﬁNMPZ EMITITNAPLMGTLLKVESIAPQ ~LUNLCAYTY--TYPGITCMFLRVHVSDLLFGGITL---FCSAEE--TKTLCSAMRFSL-PSNMKRAKN-
ClapSNMP2 YKLTILNTPYLGMLLKVAE--TQ MVEGVIAD- TFKEN-DGLFIKVKVKDYLFDGLRMCENEGKGGDF AAGLVCKQUMACAGDSKNLRVEN-
AoamSNME2  : DELTVLNMHMNSILOIIDNCAKETITNFRSDVNNTLEKIPVVRVIKRIIERTTPIOSILOLAEDETYDSLRLINVELNR-—IFGRPDTMFLRTTPKOFLFDGVPFCVNVIGIA-———KAICKEIEKRN-—TKTIRTMP—

* 300 * 320 * 340 * 360 380 * *
DadjSNMPla JGODLGESLLGPRNGIAGKR IKAFRGTODF HKVGRITEFDGY SKLNYAND- ~SKCLATVGIDGTIFPIMLKKEEGLASE APDLCRSL 1AQ-FDRADKYDGI PVSSF| QSKNPDEKCECTTP-- : 332
DadjSNMP1b [ENIFLFSLLGSRNGTLTRRLKVHRGIABAKDLGRLVELDGHKEIN ~AECNRFHGTDGWIFEALTTPEEGLPSFSTDLCRSYNLR—YINDTVLKKIPVRIY CMTDENEKCYCRTA— 342
DponSNMP1 EDDLGFSLMGPKNGTAGKRIKAFRGTQDFHKVGRIIEFDGYSKLD -~ SKCDTIVGTDGTIFPFMLKKEEGLASFAPDLCRSLIAQ-FDKHDKYDGI PVSSEfASLGD-~-QSKNFAEKCECTTP-~ : 332
TcasSNMP1 [ENDLAFSFIGPKNATPGKRFKVL) DVGRILEYDNHKEME ~KECNQYKGTDGTVFPPYLTKEEGLASYAPDLCRSLVAV-YSGDTKYDGIPVRIY| MSKNADEKCYCPTP- 332
MaltSNMP1 [ENELGFSLLAPKNAT PGKRIKAYRGVNNFKDVGRIIEYDGADKID ~-EECNAIKGTDGTIFPPLLEEDEGLASEAPDLCRSLVAE-FQOKTKYDGIPVRKYE. MSTNENEKCYCPTP-~
GdauSNMP1 KNVLLYSLFGNRNATVGDT IKIMRGIKNNKDLGRVLE DINSS- -DECNRFKGTDGWI IPPLLNPEDGIHCYSPQLCRNIALD-YMKDDVIKGINVRRYE:
ClapSNMP1 DNMLVESLIGVRNATLGHTMKVSRGIRHSE! DGHKEIN: - ~KACNRYRGTDGWI IPPLLTPEEGVWTHSVDLCRNVKAK-Y IRDTLVKGVNVRLY MOKNEEDKCYCPTP~
DponSNMP2 LATFNYKTDNFLKNSPDGIYTI! TALGSIMRWNGATTSTHYGTSTSINNLTCHSIKGTDSTIYSPELKAGENLMIFNTDLCRTIQLVQVSSNEVFNGINAFRY FTGYTLFRPETILKENDCYCSHGTK
ItypSNMP2 -KDILEATFHYRNNTHOKYLTVNSGRONHLEIGAITQLDNYSTMNYWNO- ~FGENQVSGL-TGIFPINLGFKTTFQSFSAEICRPVKLH-FSTIKPFGSIKGYKYPALNTTENT -—SMVENQCYCTGKIP :
TcasSNMP2 - - SLIFSYLNYKRKPDDGKYTVKRGLTNIEKLGHIVAWNDYLYTKHWGEG- - - -~ TTCSEVKGTDSTLYPPRVTTDSAFY IYSTDICRFVKIN-YKGEESYKGIDGYLEETSEDTLRS -~ SAPEEDCYCSKLSR
HparSNMP2 NKDFIFSMFGKFNETAFGPFEMTRGI TNTTR-GSLISYKEJPVLDYNSG— ~DLCRMLNGSDSGLYERMTEPVDKIYSENPEICRSIGIS-FEKKITRSNEAAYKY I TEES -~ LSHKGSDQCFCEEV—
ClapSNMP2 {-NSVLEANLEYKNDTHLGRFTIK ESAHLALYNN(SYSTWWEGEK- - - -SICNRIEGLSTTVFPVNIEKCMIFESFAEDICRRMKLT - YKMDETVKGLKGYKE [AANDSFSL - ~KNKNNTCYCNNKST
AgamSNMP2 —-——{DGSLRFSFF SHKNMTDDGMFTINTGTKDPSRTCMIELWNGY TTLDYWNNRS SGLSSSCNKIHGTDGSGYPPFRTGVERMT IFSTDICRTVDIK-LTGSSSYEGI EALRYE TDNNFLHEIGPEYGNDCYCUNKIP :
* * *

420 * 44 * 460 480 * 500 * 520 * 540 TM D2
DadjSNMPla : ~ATCLKKGIMDLYKCAK JPLYVSLPHE YDSHETYLKGVKGLKELAEKHGIRIMFELLTGSPLSARKRLGFRMPLE PRVELFANFTPTVLPIFWVEEATDENNTFTQPLKT -MFLSKKLUNVVSYLVLIMS
DadjSNMP1b ~DSCLKKGVFDLSKCMSPI YATLPHF LRTDPSYIDLVDGLAPSELLHATRVY FEEMTGTELF AAKRMOFNFELQP -~ TNKI PLFSHLPNALFEMFWLEESVDLDGYLLKKVQT-VELLLHAVDIVQYIMIVIG
DponSNMP1 ~ETCLKRGLMDLYRCAKJPLYVSLPHF Y DSHESYLKGVKGLKPDVEKHGIRIMFELLTGSPLSARKRLQFNMPLE P~ ~-NPKVELFHNFTPTVLPIFWVEEAVDLNSTFTKPLKT - LELTKKLVNIVKYLVLLMS
TcasSNMPL TCLKKGMMDLFKCAGYPVYVS LPHE YESDESYVKGVVGLNENKKDHGIQI LFESTTGGEVKAAKRLOFNMPLEP -~ NPKLEPIFANLPNTVLELFWVEEGVALNNTFTKPLKD- LEK IMKIVK IAKWLIMLGC
MaltSNMP1 [PI ¥ AT LPHE YEADEGYLKGVKGLKPEKSKHEI VI LFEGMIGSPVF AKKRLQFNMPLKA - -NPKIELFNNFTETI LPIFWIEEGVELNNTF TKPLKD- LERMKKIVKVSTHVILLGS
GdauSNMP1 [PIMVTLPHFLYADETLLQOVKGLKEIREEH ILTVS IEPLTSAPLNVKMRICMNLDIGP--NQKI TIMNNLTTALHPI FWLEDSLDLEGPLLTKISS-IFVLLKVTYVIKWILLVIS
ClapSNMP1 -~~~ ~TTCSRKGVFDLSKCMGAPIVASLPHF LEADE TYRKQVEGMOP THEKH I TRIYLEVITSAPL I GKKRMGMNF PTAP- - I SKITIMSKLPVALHPIFWLEEGVELEGDFLKIITN-KLMLLEVANVSRHLAVFGG
DponSNMP2 G-ADGKPSCFLDGLLDFRPCLGAPVLISQPHFLHADVKYIRAVSGLSPDEDKHDI YLLLE PNTGTPLEGRKRVEMNSVLRRQPLLSMITPPNMYEAVVPLLWLPEGF TLPQKY LDDLNAKYFKTVRIATGFKEGFIAVA
ItypSNMP2 N-LDGNLGCLYDGVLDLSTCLGAPIVVSFPHFLYADWRYVNNVKGLSPNETNHQIFVNLEPISGTPLEAATRIQFNLFLRP--VRNITSLDSVACALVPLFWIEELTYLPQKYQDVITGKLYRSIFILNATKYVLIAIA
TcasSNMP2 : D-MEGKKSCFLDGVIEMQTCFGYPVLFSFPHFLWADNKYLSAVEGLNPVEEKHKTYLVVEPNTGTPLKGMKRIQLNGVIRP--IVGIKSMLOTKRALLPLLWIFEGVSLPQKYVDELKSSYFDKVQIVDGVRYALIVIS : 485
HparSNMP2 --GGEYECPLDGLLNLDSCIRAPIIMSNPHF YL ADKSLLNYTKGMHPLKTSHESFLI IEPNTATPVSGAKRVCMNVEVKQ--FEAF PLTRSMPEGVFPILWIEEGVDLPSDLLAHLEF-SFRKIAYLDFLKNILIVAG : 468
ClapSNMP2 L-LDGNLGEVKDGITDLSTCTGPVMVSFPHLLYADKEYLNSYDGLHPDS LKHESFVILEPLSGFPLSLAQRVQFNIFLRP -~ IEDSEIMANVSRALFPLIWIEETLOLDDKFTCMLKNKLFKALDIVNI IKWIGIASG
AgamSNMP2 KSIVKSNGCLYKGALDLSNCFLAPVVLTLEHMLGVAEEY TALI DEMDPE PERHOT FVDVE PYTGTPLNGGKRVQFNMFLRR -~ ICATKLTDRLQPTLFEV IRIPEGIALNELMVKLIDDSIMKVLSLLDVVORVLIGVG

* *
* 580 * 600 * 620 * 640

DadjSNMPla : IGAFCAAGYLYFKSDD. TSVQKVQPL TIST VF AYEDKY-———— : 520
DadjSNMP1b CGCVAISMYFRLONRKSV~-~~~TITPLTDFKKSAPPKPNVKMD~-VSHLSIAG-~~~~~~~~IMG-DVPQKRSVVSEVMSGHEFDKY~ : 543
DponSNMP1 IGGFCAAVYLYFKSDD! TSVQKVQPD IIST VF--NGNHTAGQDNEAYEDKY—-———— : 520
TcasSNMP1 LGGLGAAGYLYFSKKGEA- --TLGGEVNHAMSDNEIEKY- : 514
MaltSNMP1 LLGLSAAGYLFFKESGKA DITPVHKVRPSDGRKTI SGNDLEGHENH TEMI--- : 519
GdauSNMP1 IGLFAFGGYLHFKSRKSV KITPVHQRPENEVLALTR- QITKVE--KIGHTNSIMSGHEFDRYN : 533
ClapSNMP1 LTATGIGIYLYIKNKKSI----TISSIDSMSN--DSEITR- CMKTLERTEKGQINPVLSGHEFDRYM : 534
DponSNME2 LALLVGCLEVACRKMYFRNAK : 522
TtypSNMP2 LV T I TVC T LT F LY T~ = = = = o e e e e e : 505
TcasSNMP2 AILVGAFGIITLRKRSHAKHHV : 507
HparSNMP2 : VVLIIIAFILIMKREGLM----CFASKGSLQINDGKNMVTHIRAFEDISFTAPTGPPCADDPTIFKIGKENNNNSNVAWPYRE----~ : 546
ClapSNMP2 SACVLLSIFLAIYNNK : 450
AgamSNMP2 LLLAVLMPTVYFVKRCRGEGSRTVSFAVTATTSAA-—~~~======== SLST = VAGVTGDRSK~=========—————— : 577

Figura 18. Alineacién de DadjSNMPl1a y DadjSMP1b con SNMPs de otras especies de
insectos. Los residuos con méas del 80% de similitud se muestran en rosa y los idénticos (100%)
en azul. Los asteriscos indican los residuos de cisteina conservados, las areas en el cuadro debajo
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del nimero 1-4 indican los cuatro motivos obtenidos del analisis MEME, y TMD1/TMD2
muestra el dominio transmembrana predicho en TMHMM v3.0.
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Figura 19. Arbol filogenético del anélisis BEAST de las proteinas membranales de neurona
sensorial (SNMPs). Anélisis bayesiano de SNMPs putativas de Dendroctonus adjunctus (Dadj,

en negritas), D. ponderosae (Dpon) 1. typographus (Ityp), T. castaneum (Tcas), C. lapponica
(Clap), G. daurica (Gdau), A. corpulenta (Acor), H. parallela (Hpar) y A. gambiae (Agam), el
arbol se editd en iTOL y se muestran los valores de probabilidad posterior superiores al 90%.

6.7. Modelaje de la estructura tridimensional de las proteinas no receptoras

Se realiz6 la prediccion de la estructura tridimensional de seis proteinas no receptoras. En el
caso de OBPs, se seleccionaron las proteinas DadjOBP21 y DadjOBPJ75, que, de acuerdo al
analisis de motivos y filogenia, se encuentran agrupadas dentro de un clado con proteinas

homologas que forman parte de un linaje PBP/GOBP especifico de Coleoptera. La estructura
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terciaria de DadjOBP21 se realizd mediante un analisis de homologia en Swiss-Model. Se
encontraron 141 plantillas con estructuras relacionadas a DadjOBP21, la plantilla que se
seleccion6d como molde corresponde a la estructura cristalina de OBP de Culex quinquefasciatus
Say (3ogn.1.A) con una resolucion de 1.30 A, la cual comparte una identidad con DadjOBP21
del 31.09% y 37% de similitud con una cobertura del 80%. El modelo resultante tuvo un valor
de GMQE (estimacion global de la calidad del modelo) de 0.66 y de QMEAN normalizado
menor a 1.0 (Fig. 20).

Identidad de  Similitud de Cobertura Estado-Oligo

secuencia%  secuencia % GMQE QMEAN % Rango Método  Resoluciéon  Descripcion

Plantilla

Proteina de

3ogn.1.A 31.09 37 0.69 -0.83 83 16-135  Mon6mero X-ray 1.30A union

M

05-

O
Score QMEAN normalizado

|Z-score|>2 e 1l<|Z-score|<2 e|Z-score|<l Jkmodel

00 100 200 300 400 500

Tamafio de la proteina (residuos)

Figura 20. (a) Resultados de la estructura seleccionada para el modelaje de DadjOBP21 a partir
de una busqueda con BLAST y HHBIits; (b) Calidad del modelo en comparaciéon con los
puntajes obtenidos para estructuras cristalinas de alta resolucion.

Al realizar la prediccion para la proteina DadjOBPJ75 en Swiss-Model no se encontré una
plantilla que cumplieran con los estandares minimos del porcentaje de similitud y cobertura,
por lo que se emple6 un método comparativo con el servidor Robetta el cual utiliza una
implementacion automatizada del software Rosetta. Para la obtencion del modelo se realizé un
analisis comparativo de dominios (Fig. 21a) con 28 estructuras de OBPs homoélogas de Aedes
aegypti Linnaeus, C. quinquefasciatus, Apis mellifera Linnaeus, Locusta migratoria Linnaeus,

Chrysopa pallens Rambur y A. gambiae. El modelo obtenido tuvo una confidencia del 87%,
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que corresponde a la concordancia entre la estructura de los modelos con DadjOBPJ75, por otra
parte, la mayoria de los errores estimados por residuos se encuentran por debajo de los 2

angstroms (Fig. 21b).
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Figura 21. (a)Analisis comparativo de DadjOBPJ75 (21504) a partir del analisis de dominios
de las secuencias de OBPs de estructura homologas; (b) Estimacion de error en angstroms por
residuo del modelo obtenido para DadjOBPJ75.

Los modelos de ambas DadjOBPs exhibieron un plegamiento en seis a-hélices, caracteristica
general de los OBP clasicos. Las a-hélices del modelo DadjOBP21 (Fig. 22) se ubicaron entre
los residuos Asp22-Thr39 (al), Glu43-Asn50 (a2), Glu59-GIn71 (a3), Glu83-Ala88 (04),
Glu92-11e102 (a5) y Prol13-Met127 (a6), y se identificaron seis residuos de Cys conservados
conectados por tres puentes de disulfuro en las Cys35-Cys67, Cys63-Cys114 y Cys105-Cys123.
Las a-hélices de la estructura 3D de DadjOBPJ75 (Fig. 23) se encontraron entre los residuos
Asp22-Gly40 (al), Glud6-Gly52 (a2), ASp58-GIn70 (a3), Val83-Ala88 (04), Glu92-Glyl06
(a5) y Prol13-Lys126 (a6) con tres puentes de disulfuro conectados en las Cys35-Cys66,
Cys62-Cys114 y Cys105-Cys123.
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Figura 22. Representacion de la estructura primaria y modelo tridimensional de DadjOBP21.
(a) Los péptidos de senal predichos (PS) y a-hélices estan ilustrados en cajas negras y grises.
Se muestran los tres puentes de disulfuro (PD) entrelazados entre las cisteinas conservadas (C1-
6) y las terminales N y C. (b) Plegamientos de las seis a-hélices en el modelo tridimensional y
(c) ubicacion de los residuos de cisteinas que forman los tres puentes de disulfuro.

Figura 23. Representacion de la estructura primaria y modelo tridimensional de DadjOBPJ75.
(a) Los péptidos de seial predichos (PS) y a-hélices estan ilustrados en cajas negras y grises.
Se muestran los tres puentes de disulfuro (PD) entrelazados en las cisteinas conservadas (C1-6)
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y las terminales N y C. (b) Plegamientos de las seis a-hélices en el modelo tridimensional y (c)
ubicacion de los residuos de cisteinas que forman los tres puentes de disulfuro.

La calidad tridimensional de ambos modelos fue evaluada por el diagrama de Ramachandran.
El resultado reveld que para DadjOBP21 el 90.9% de todos los residuos estaban en las regiones
mas favorables (Fig. 24a), y para DadjOBPJ75 el 98.0% (Fig. 24b), ambos modelos tuvieron el

100% de sus residuos en regiones permitidas y no presentaron valores atipicos.
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tD Phi (grados) @ Phi (grados)
Residuos es regiones favorables [A, B, C] 90.9% Residuos es regiones favorables [A, B, C] 98.0%
Residuos es regiones permitidas [a, b, c] 9.1% Residuos es regiones permitidas [a, b, c] 2.0%
Residuos es regiones atipicas 0.0% Residuos es regiones atipicas 0.0%

Figura 24. Diagrama de Ramachandran que muestran los angulos de torsion phi (¢) y psi (y)
de los residuos de la estructura terciaria de (a) DadjOBP21 y (b) DadjOBPJ75.

A partir de la evaluacion en Molprobity para los modelos de DAdjOBP21 y DadjOBPJ75 se
obtuvieron rangos percentiles para el analisis del contacto de los atomos > 90 y puntuaciones de
Molprobity con percentiles de 98 y 100 lo cual indica modelos de alta calidad (Cuadro 9). El
95.92% de los rotameros de la cadena lateral de DadjOBP21 se encontraron favorables y el 1%
con valores atipicos, con una desviacion cf del 0.86%, mientras que DadjOBPJ75 no obtuvo
valores atipicos con el 98% de rotdmeros favorables y no se presentaron desviaciones cf3. Las
uniones de ambos modelos son de alta calidad y presentan alrededor del 0.7% de angulos malos,
los cuales se pueden corregir mediante el refinamiento de los modelos. Todos estos parametros
sugieren que la estructura tridimensional de DadjOBP21 y DadjOBPJ75 son de alta calidad y

puede utilizarse para una posterior exploracion virtual.

50



Cuadro 9. Resumen de los resultados de la validacion de los modelos tridimensionales de las
OBPs de D. adjunctus en Molprobity.

Categorias DadjOBP21 DadjOBPJ75
CA Puntaje de choque 6.00(F59) 008 (E=5)
N=1784 N=1784

Rotameros favorables 1.0% 0.0%
Rotameros atipicos 95.92% 98.0%

Puntaje de Molprobity 1.34 (P 98) 0.85 (P 100)
oF Desviaciones c¢f > 0.25 A 0.86% 0.0%
Uniones de calidad 0.0% 0.0%
Angulos atipicos 0.1% 0.14%

CA: contacto de todos los atomos, GM: geometria de la proteina; P: percentil. De acuerdo a los estandares para
cada categoria, los resultados se clasifican en verde, amarillo y azul que muestran los limites bueno, precaucion y
advertencia, respectivamente.

Para las proteinas quimiosensoriales se realizo la prediccion de tres DadjCSPs que comparten
homologia con CSPs de D. armandi y que se han reportado con perfiles de expresion especifica
en antenas y unioén a volatiles de hospedero o compuestos feromonales. Para obtener la
estructura tridimensional de DadjCSP1, DadjCSP2 y DadjCSP3 se empleo la prediccion por
homologia en Swiss-Model. Como resultado de la busqueda inicial, se encontraron 100
plantillas con estructuras relacionadas a DadjCSP1, 96 a DadjCSP2 y 63 plantillas para
DadjCSP3. En el cuadro 10 se muestran las plantillas que obtuvieron los mejores resultados y

se utilizaron para crear los modelos tridimensionales.

Para la prediccion de las CSPs de D. adjunctus se emplearon tres estructuras cristalinas de CSPs
de Mamestra brassicae Linnaeus con resoluciones entre 1.40-1.80 A. Como resultado, el
modelo de DajCSP1 tuvo un valor de GMQE de 0.66 y QMEAN normalizado menor a 1.0, y
presentd una identidad con la estructura cristalina 1n8u del 51.69% y 47% de similitud con una
cobertura del 72%. Por otra parte, DadjCSP2 y DadjCSP3 tuvieron valores de QMEAN
normalizados menores a 1 (Fig. 25) y GMQE de 0.71 y 0.68, respectivamente. DadjCSP2

presento6 una identidad y similitud en la secuencia con la estructura I1n8v del 40.20% y 42% con
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una cobertura del 82% (Fig. Xb), mientras que DadjCSP3 tuvo una similitud e identidad en la
secuencia del 45% y 45.95% con la estructura 1kx9 y una cobertura del 80%.

Cuadro 10. Resultados de los moldes seleccionados para la prediccion de DadjCSP1,
DadjCSP2 y DadjCSP3 en Swiss-Model.

Resumen DadjCSP1 DadjCSP2 DadjCSP3
Plantilla In8u.1.A In8v.2. A 1kx9.1.A
Identidad (%) 51.69 40.20 44.55
Similitud (%) 47.0 42.0 44.0
GMQE 0.66 0.71 0.67
QMEAN 0.14 -0.67 -0.48
Cobertura (%) 72 84 80
Rango 19-107 19-120 27-134
Estado-Oligo mondémero mondmero mondémero
Método Rayos-X Rayos-X Rayos-X
Resolucion 1.80 A 1.39A 1.65 A
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Figura 25. Calidad de las estructuras tridimensionales de (a) DadjCSP1, (b) DadjCSP2 y (c¢)
DadjCSP3 en comparacion con puntajes obtenidos para estructuras cristalinas de alta
resolucion.
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El modelo de DadjCSP1 exhibi6 un plegamiento de cinco a-hélices (Fig. 26) ubicadas entre los
residuos Asp27-Ser33 (al), Asp35-Leud5 (02), Pro53-Asn68 (a3), Pro75-His91 (04) y Arg93-
Tyr103 (a5) conectados por dos puentes de disulfuro entre las Cys44-Cys51 y Cys70-Cys73.

16 27 33 35 45 53 68 75 91 93 105
d VIR — @ | Ve ey e L es ¢
C1 C2 C3 C4
L]

PDII

Figura 26. Representacion de la estructura primaria y modelo tridimensional de DadjCSP1. (a)
Los péptidos de sefial predichos (PS) y a-hélices estan ilustrados en cajas negras y grises. Se
muestran los tres puentes de disulfuro (PD) entrelazados entre las cisteinas conservadas (C1-6)
y las terminales N y C. (b) Plegamientos de las seis a-hélices en el modelo tridimensional y (¢)
ubicacion de los residuos de cisteinas que forman dos puentes de disulfuro.

Para DadjCSP2 y DadjCSP3 se obtuvieron dos modelos con plegamientos en seis a-hélices, las
cuales en DadjCSP2 (Fig. 27) se ubicaron entre los residuos Ile30-Ser35 (al), Lys37-Val47
(02), Ala55-Thr70 (a3), Pro77-Asn93 (a4), Pro95-Phel05 (a5) y Alal12-Leul19106 (a6) con
un par de puentes de disulfuro entre las Cys46-Cys53, Cys72-Cys75, mientras que para
DadjCSP3 (Fig. 28), las cinco a-hélices se ubicaron entre los residuos Thr28-His41 (al), Glu43-
Leu53 (02), Pro61-Thr76 (03), Asp83-Asn99 (04), Pro101-Tyrl11 (a5) y Ser116-Alal27 (a6)
conectados por dos puentes de disulfuro entre las Cys59-Cys52 y Cys78-Cys81.
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Figura 27. Representacion de la estructura primaria y modelo tridimensional de DadjCSP2. (a)
Los péptidos de sefial predichos (PS) y a-hélices estan ilustrados en cajas negras y grises. Se
muestran los tres puentes de disulfuro (PD) entrelazados entre las cisteinas conservadas (C1-6)
y las terminales N y C. (b) Plegamientos de las seis a-hélices en el modelo tridimensional y (¢)
ubicacion de los residuos de cisteinas que forman dos puentes de disulfuro.
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Figura 28. Representacion de la estructura primaria y modelo tridimensional de DadjCSP3. (a)
Los péptidos de sefial predichos (PS) y a-hélices estan ilustrados en cajas negras y grises. Se
muestran los tres puentes de disulfuro (PD) entrelazados entre las cisteinas conservadas (C1-6)
y las terminales N y C. (b) Plegamientos de las seis a-hélices en el modelo tridimensional y (¢)
ubicacion de los residuos de cisteinas que forman dos puentes de disulfuro.
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La calidad tridimensional DadjCSP1, DadjCSP2 y DadjCSP3 se evalud con el diagrama de
Ramachandran, para los tres modelos més del 90% de todos los residuos se ubicaron en las
regiones mas favorables, el 100% en regiones permitidas y no presentaron valores atipicos (Fig.

29).
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Figura 29. Diagrama de Ramachandran que muestran los angulos de torsion phi () y psi ()
de los residuos de la estructura terciaria de (a) DadjCSP1, (b) DadjOBPJ75 y (¢) DadjCSP3.

A partir de la evaluacion en Molprobity para los tres modelos se obtuvieron rangos percentiles
del andlisis del contacto de los 4tomos entre 98-100 y puntuaciones de Molprobity con

percentiles de 100, lo cual indica modelos de muy alta calidad (Cuadro 11). El 97% de los
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rotameros de la cadena lateral de los tres modelos se encontraron favorables y entre el 1.02-
1.75% con valores atipicos, y no se presentaron desviaciones cf. Las uniones de los tres modelos
fueron de alta calidad y presentaron entre el 0.15-0.52% de angulos malos, estos parametros
sugieren que la estructura tridimensional de las tres proteinas quimiosensoriales son de alta

calidad y posterior a un refinamiento puede ser empleadas para simulaciones.

Cuadro 11. Resumen de los resultados de la validacidon de los modelos tridimensionales de las
CSPs de D. adjunctus en Molprobity.

Categorias DadjCSP1 DadjCSP2 DadjCSP3
0 (P 100) 3.03 (P 98) 1.15 (P 99)
CA Puntaje de chogue
N=1784 N=1784 N=1784
Rotameros favorables 97.25% 97.74% 97.22%
Rotameros atipicos 1.75% 1.09% 1.02%
Puntaje de Molprobity 0.94 (P 100) 1.12 (P 100) 1.09 (P 100)
GP
Desviaciones cf > 0.25 A 0.0% 0.0% 0.0%
Angulos atipicos 0.41% 0.52% 0.15%
Uniones atipicas 0.0% 0.0% 0.0%

CA: contacto de todos los atomos, GM: geometria de la proteina; P: percentil. De acuerdo a los estandares para
cada categoria, los resultados se clasifican en verde, amarillo y azul que muestran los limites bueno, precaucion y
advertencia, respectivamente.

Para obtener el modelo tridimensional de DadjSNMP1a se utiliz6 un andlisis comparativo de
dominios en Robetta, a partir de la busqueda inicial se identificaron 23 estructuras con residuos
conservados similares a la secuencia de DadjSNMP1a (Fig. 30a). Las 23 plantillas consistieron
en tres tipos de estructuras proteicas transmembranales de Scarb2 de Spodoptera frugiperda J.E.
Smith, la glucoproteina CD36 y el dominio lisosoémico limp2 de Homo sapiens Linnaeus con
similitudes de ~20%. EI modelo obtenido tuvo una confidencia del 73%, que corresponde a la

concordancia entre la estructura de los modelos con DadjSMP1a, por otra parte, mas del 70%
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de los errores estimados por residuos se encuentran por debajo de los 2 angstroms, sin embargo,

las cadenas laterales presentan errores que llegan hasta los 20 angstroms (Fig. 30b).
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Figura 30. (a)Analisis comparativo de DadjSNMP1a (21703) a partir del analisis de dominios
de las secuencias de estructuras homologas; (b) Estimacion del error en angstroms por residuo
del modelo obtenido para DadjOBPSNMP1a.

El modelo de DadjSNMP1a sugiere una estructura en forma de “horquilla”, consistié en dos a-
hélices en los extremos C y N que contienen residuos hidrofobicos los cuales podrian ser parte
de las hélices transmembranales que se proyectan en un bucle grande extracelular que presenta
una estructura compuesta por cadenas de laminas 3 largas y retorcidas en el nticleo de la proteina
y las cisteinas conservadas en la estructura primaria parecen formar enlaces disulfuros en el asa

extracelular (Cys272-Cys337; Cys301-Cys356; Cys339-Cys345) (Fig. 31).
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Figura 31. Modelo tridimensional de DadjSNMP1a. (a) Vista completa de la estructura terciaria
en donde se observan los extremos C y N que forman parte de la region transmembrana, (b)
motivo helicoidal en el apice de la proteina con residuos de cisteinas conservados en color
naranja, (c) cadenas de laminas-f en el ntcleo de la proteina.

La calidad tridimensional de DadjSNMP1a se evalu6 con el diagrama de Ramachandran, el
95.6% de todos los residuos se ubicaron en las regiones mas favorables, el 100% en regiones
permitidas y no presentaron valores atipicos (Fig. 32). A partir de la evaluacion en Molprobity
se obtuvo un rango percentil del analisis del contacto de los 4&tomos de 99 y puntuaciones de
Molprobity de 1,28 con un percentil de 99, lo cual indica que la prediccion del modelo es de
muy alta calidad (Cuadro 12). El 99% de los rotdmeros de la cadena lateral se encontraron
favorables sin valores atipicos, no se presentaron desviaciones cf, sin embargo, el 0,04% de las
uniones fueron de mala calidad con 0.30% de 4ngulos malos, por lo que debe realizarse un

refinamiento para corregir las uniones no favorables de residuos.
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Figura 32. Diagrama de Ramachandran que muestran los angulos de torsion phi (@) y psi (y)

de los residuos de la estructura terciaria de DadjSMP1a.

Cuadro 12. Resumen de los resultados de la validacion de los modelos tridimensionales de las
CSPs de D. adjunctus en Molprobity.

Categorias DadjCSP1
0 (P 100)
CA Puntaje de choque
N=1784
Rotameros favorables 97.25%
Rotameros atipicos 1.75%
P Puntaje de Molprobity 0.94 (P 100)
Desviaciones cf > 0.25 A 0.0%
Angulos atipicos 0.41%
0.0%

Uniones atipicas

CA: contacto de todos los atomos, GM: geometria de la proteina; P: percentil. De acuerdo a los estandares para
cada categoria, los resultados se clasifican en verde, amarillo y azul que muestran los limites bueno, precaucion y

advertencia, respectivamente.
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7. DISCUSION

Este estudio representa el primer analisis del transcriptoma de cabeza del descortezador de las
alturas D. adjunctus y la identificacién de los genes olfativos que codifican proteinas no
receptoras. De un total de 44, 420 unigenes identificados, el 31.25% fueron anotados en las tres
categorias de los términos GO y los grupos funcionales mas abundantes muestran una relacion
con procesos y funciones olfativas, lo cual es similar a lo reportado en transcriptomas antenales
de otras especies de descortezadores y coledpteros (Andersson et al., 2013; Gu et al., 2015; Zhu

etal.,2012; Yiet al.,2018; Hu et al., 2016; Chen et al., 2014).

Los resultados descritos de transcriptoma de cabeza muestran una frecuencia similar en
términos relacionados a funcion molecular, de unidn y actividad catalitica al de transcriptomas
antenales, lo cual sefiala que es posible obtener informacion semejante cuando se incluye toda
la cabeza y reduce el nimero de individuos que se requieren para realizar RNA-seq, en este
caso, se utilizaron 120 cabezas, mientras que, en otros trabajos, el nimero promedio para el
procesamiento de antenas es de 1,000 individuos. Por otro lado, la similitud de términos GO ha
sugerido una conservacion en los patrones de expresion génica en tejidos quimiosensoriales
(Dippel et al., 2014) y considerando que los organismos no modelo generalmente tienen
conjuntos de datos gendmicos o transcriptomicos limitados, el bajo porcentaje de genes
anotados con los términos GO indica falta de informacion para esta especie (Oppenheim ef al.,

2015).

El 57.14% del total de genes que se tradujeron, tuvieron similitud significativa con las bases de
datos de Insecta UniprotKB, principalmente de Coleoptera y mas del 50% de los transcritos se
relacionaron con D. ponderosae, el cual cuenta con un genoma completo (Keeling et al., 2013).
El nimero total de genes olfativos no receptores identificados para D. adjunctus (36), son
superiores a lo reportado para D. valens (32) e I typographus (24), pero inferiores en
comparacion con D. ponderosae (45) y T. castaneum (73) (Anderssson et al., 2013; Dippel et
al., 2014; Gu et al., 2015; Li et al., 2018). La diferencia de genes quimiosensoriales entre
especies, puede ser debido a las adaptaciones fisiologicas y de comportamiento a entornos

especificos, lo cual puede conducir a pérdidas de genes funcionales (Goldman-Huertas et al.,
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2015; Zhou et al., 2012; Lavagnino et al., 2012). Ademas, los genes de OBP, CSP y SNMP
identificados en el transcriptoma de cabeza, tuvieron compatibilidades altas con genes olfativos
descritos en antenas. Por otro lado, en diversos estudios (Dani et al., 2011) se ha demostrado
que existen OBPs y CSPs expresados en tejidos no sensoriales. Para obtener el nimero total de
genes no receptores en las diferentes especies, se deben explorar otros tejidos en diferentes

etapas de desarrollo.

Las OBPs de insectos son una familia multigénica que incluye distintos miembros con
caracteristicas distintivas (Fan et al., 2011). En el transcriptoma de D. adjunctus se identificaron
27 OBPs, las cuales se clasificaron en las subclases clasica (16), minus-c (10) y plus-c (1). El
analisis de motivos de novo, las secuencias de DadjOBPs y ortdlogos se dividieron en los
subgrupos identificados, lo que permitio obtener resultados con mayor significancia estadistica
y sentido bioldgico, los patrones de motivos muestran las caracteristicas principales de las tres

clases de OBPs y residuos altamente conservados en todas las proteinas de olor.

El analisis filogenético mostrd que las DadjOBPs se dividieron en varias ramas con OBPs de
cinco especies de coledpteros, las cuales se agruparon de acuerdo al patréon de cys a la que
pertenecen, ademds, se observd una relacion en la topologia del arbol filogenético y la
organizacion de los motivos. Pese a que se ha sefialado que las OBPs son un grupo altamente
divergente, las ramas del arbol incluyen diferentes taxa que delimitan grupos con gran similitud
y secuencias con mismos patrones de motivos, lo cual sefiala que los clados son correctos, con
un origen a partir de un ancestro comun y sugiere diferencias funcionales, que podria ser una

pista para la caracterizacion de estas proteinas.

La mayoria de las DadjOBPs que se identificaron poseen caracteristicas de la subfamilia clésica,
las cuales parecen desempefiar un papel mas general en el transporte de olores y feromonas
(Zhou, 2010). En el analisis de patrones de motivos, se encontraron secuencias de OBPs clasicas
(DadjOBP21 y DadjOBPJ75), con caracteristicas que se han reportado en PBPs y GOBPs, las
cuales presentaron motivos (patrones 6C y 7C) conservados entre las C3-C5 y un motivo
adicional en la N-terminal (Gu et al., 2015; Zhang et al., 2018; Wang et al., 2016). Los
subgrupos PBP y GOBP han mostrado una alta especificidad para volatiles de hospederos y
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feromonas, estas proteinas se identificaron inicialmente en Lepidoptera y en la actualidad se
han reportado grupos similares en Diptera, Hymenoptera y Coleoptera (Vogt, 1981; Nikonov et
al., 2002; Leal, 2005; Yasukochi et al., 2018), sin embargo, en ningin transcriptoma de
descortezador se han reportado, aun cuando es bien sabido que la dindmica poblacional de las

especies de Dendroctonus es guiada por semioquimicos.

En ese sentido, los patrones de motivos similares y los resultados de la reconstruccion
filogenética, en el cual se observa que las secuencias con estos patrones se sitlian en un mismo
clado agrupadas con proteinas de otras especies (DponOBP17/TcasOBPO08), clasificadas en un
linaje PBP/GOBP especifico de coleopteros (Hu et al., 2016), sugieren la presencia de este
subgrupo de OBPs en el transcriptoma antenal de descortezadores y funciones similares al de
sus homologos, por lo que serian candidatos a estudios estructurales y simulaciones de
acoplamiento con modelos de homologia y compuestos de feromonas y kairomonas, con el

objetivo de entender su funcion.

Otras subfamilias de OBPs de D. adjuntus que se identificaron corresponden a miembros de la
subfamilia minus-C y plus-C, las cuales en comparacion con las OBP clasicas, han perdido las
C2/C5 y poseen cisteinas adicionales conservadas, respectivamente. La identificacion de ambos
miembros fue respaldada por el andlisis filogenético que mostro la agrupacion de las DadjOBPs
y secuencias de otras especies con caracteristicas minus-C en un clado interno relacionado con
proteinas clasicas y plus-C, las cuales se encuentran en la base del arbol. Esta distribucion
muestra patrones evolutivos en escalas de corto (mismo género) y largo plazo (entre especies
de insectos) e indican una rapida divergencia evolutiva de las tres subfamilias (Sanchez-Gracia

et al., 2009).

A partir del andlisis de motivos secuenciales, observamos que las proteinas minus-C presentan
una menor variacidon en los motivos conservados a lo largo de la secuencia y se encuentran
agrupadas en el dendograma, junto a secuencias con patrones similares, lo cual posiblemente
esté vinculado a su funcion y estructura. Ademas, se ha postulado que las OBP minus-C podrian
ser proteinas ancestrales y que la fuerza impulsora en la evolucién de OBPs esté orientada en la

introduccion de un mayor nimero de puentes disulfuro y complejidad adicional (Vieira y Rozas,
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2011; Li et al., 2013), sin embargo, en el dendograma este subgrupo se ubica en un clado mas
reciente, lo cual sugiere un proceso de diversificacion posterior al de las plus-C y clasicas.

Para la subclase plus-C se identifico una proteina (DadjOBP2) que tiene las mismas
caracteristicas de cisteinas conservadas y patron de motivo a la de los ortdélogos
DponOBP2a/DponOBP2b con més del 90% de similitud. Se ha planteado que la evolucion de
esta subfamilia podria haber involucrado un ancestro comun temprano en el linaje de los
insectos y divergido de manera independiente por un mecanismo de duplicacion. Pese a que
existe una alta identidad entre especies cercanas, se ha reportado una gran variabilidad de los
miembros plus-C entre insectos (Spinelli et al., 2012), lo cual coincide con el porcentaje bajo
de similitud de secuencia (<45%) entre la DadjOBP2/DponOBP2 con sus homdlogos de I
typographus (ItypOBP2/ItypOBP10), aun cuando todas presentan de los residuos de cys
conservados. La informacién disponible sobre las afinidades de unidén sobre las subfamilias
minus-C y plus-C son limitadas, se han reportado expresadas en antenas, palpos labiales y
maxilares, pero también en estructuras no sensoriales (Zheng et al., 2016: Li et al., 2017; Li et
al., 2015; Song et al., 2018; Mei et al., 2018), por lo anterior, se necesita mas investigacion

sobre la estructura y funcion fisiologica de las OBPs no clasicas.

Las CSP son una familia de proteinas solubles que tienen funciones similares a las OBP en el
reconocimiento y transporte de moléculas hidrofobas exdgenas (Pelosi ef al., 2005), para D.
adjunctus se identificaron siete CSP mediante Blastx y con base al andlisis de motivos se
observod que las proteinas quimiosensoriales tienen una menor divergencia que las OBPs, todas
las secuencias tienen motivos que representan los cuatro perfiles de cisteina conservados y mas
del 50% de las secuencias presentan el mismo patron de motivos. Las DadjCSPs se
distribuyeron en diferentes ramas del arbol filogenético lo que sefiala diversidad entre ellas, sin
embargo, se agruparon junto con CSPs de D. ponderosae y D. armandi con probabilidades
posteriores del 100% y motivos similares, lo que sefiala un origen a partir de un proceso de
especiacion, cuya variacion es resultado de una diversificacion en las secuencias de
aminoacidos (Mei et al., 2018) por lo que al igual que las OBPs, las CSPs de descortezadores

podrian tener formas de expresion y funciones similares a las reportadas por otros autores.
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En ese sentido, resultados de un estudio (Li et al., 2018) en donde se evaluaron los perfiles de
expresion de 9 CSP de D. armandi en diferentes tejidos y etapas de desarrollo, sustentan que
todas las DadjCSPs que se identificaron se expresan en tejidos antenales y aparato bucal, por lo
cual podrian estar involucradas en el reconocimiento de semioquimicos y la deteccion de
fuentes de alimentos no volatiles. Ademas, a partir de acoplamiento molecular y fluorescencia,
se encontrdé que, DarmCSP2 estrechamente relacionada con DadjCSP2, se une fuertemente a
volatiles de hospedero como (-)-a-pineno y (+)-3-careno y feromonas como (-)-trans-verbenol,
corroborado mediante ensayos con RNA de interferencia, mientras que DarmCSP4 y
DarmCSP6, presentaron una sobre expresion en larvas maduras y pupas, mientras que sus
homologos de DadjCSP4 y DadjCSP6, se encontraron en cabeza-antena. Las funciones de las
CSP y OBP se consideraban limitadas a mecanismos de quimiorecepcion, sin embargo, su
amplia versatilidad y expresion en tejidos no sensoriales en distintas etapas del desarrollo, han
propuesto funciones adicionales a las olfativas y gustativas en diferentes procesos fisioldgicos

(Pelosi et al., 2018).

Las SNMP son proteinas de membrana de OSN homologas a la superfamilia de receptores
CD36, que en insectos se dividen en tres familias que codifican proteinas que funcionan como
secuestradoras de membrana que se unen a una gran variedad de ligandos y funciones de
sefializacion en respuesta a factores ambientales como el estrés, la inmunizacion innata y la
quimiorecepcion (Silverstein y Febbraio, 2010). La familia SNMPs se asocia con neuronas
quimiosensoriales y se clasifican en dos subfamilias SNMP1 y SNMP2, sin embargo, en este
estudio solo se identificaron dos proteinas en el transcriptoma de D. adjunctus homodlogas con
SNMPla y SNMP de D. ponderosae. En el dendograma las DadjSNMP y sus ortélogos se
dividieron en los dos subgrupos y ambas SNMPs de D. adjunctus se agruparon en los subclados
de SNMP1, agrupamiento que se ha reportado en estudios de diferentes especies de insectos

(Nichols y Vogt, 2008; Zhang et al., 2015).

Por otro lado, se ha planteado que eventos de duplicacidon de genes contribuyeron a la formacion
de ambos tipos de proteinas, los cuales han sufrido divergencias durante un largo periodo de
evolucion (Jiang et al., 2016). Esto coincide con la baja similitud entre las SNMP1 y SNMP2,

aun cuando ambos subgrupos tuvieron un patréon de cuatro motivos conservados, que
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representan las regiones caracteristicas de esta familia (dos dominios transmembranales y una
gran asa extracelular con varias cisteinas conservadas). La similitud entre proteinas homoélogas
dentro de ambas subfamilias de SNMP, ha sugerido una seleccion negativa sobre la estructura

primaria y funciones similares (Nichols y Vogt, 2008).

En diversos estudios (Benton et al., 2007; Forstner et al., 2008; Gu et al., 2013; Wu et al., 2019)
se ha demuestrado la expresion exclusiva o primaria de SNMP1 en antenas de insectos y
respaldan el modelo de que esta proteina puede estar involucrada en la deteccion de feromonas
y olores generales como volatiles de hospederos. La identificacion de solo dos miembros del
subgrupo SNMP1 en el transcriptoma de cabeza de machos y hembras de D. adjunctus
colectados durante su periodo de vuelo y de mayor incidencia en fustes con brotes activos y su
homologia a SNMP1 expresados en antenas de D. ponderosae, D. valens ¢ I. typographus
podrian sugerir funciones similares que intervienen en comportamientos de blsqueda de
escarabajos de la corteza. Ademas, otros estudios han encontrado que SNMP2 se expresa en
diferentes partes del cuerpo (Gu et al., 2013; Liu et al., 2014; Zhang et al., 2015; Jiang et al.,
2016; Wu et al.,2019), lo que respalda la nocion de que el origen las SNMP2 fue por duplicacion
y adquirieron diferente funcidn, su expresion no se restringe a antenas y podria estar involucrada

en diferentes procesos fisiologicos como sensacion gustativa y tactil.

Finalmente, en afios recientes, existe un creciente interés en el analisis de las estructuras
tridimensionales de las proteinas olfativas de insectos, en especifico de OBPs y CSPs. Este
conocimiento permite comprender los mecanismos moleculares y las relaciones evolutivas
involucradas en la comunicacion de insectos, ademas, de brindar informacion sobre los sitios
de unioén y las interacciones entre los ligandos, que junto con ensayos biologicos, se aplican
para investigar “superligandos”, un concepto de ecologia quimica inversa, que utiliza las
proteinas olfativas para la identificacion de atrayentes y repelentes, la seleccion de blancos para
el silenciamiento con la tecnologia RNA1 y la creacion de biosensores especificos (Leal, 2005;

Jayanthi et al., 2014; Venthur et al., 2014).

La cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear (RMN), son las técnicas Optimas

para obtener la estructura terciaria de proteinas, sin embargo, son costosas y el procedimiento
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es complejo. En ese sentido, los enfoques computacionales contribuyen como herramientas
complementarias para la prediccion de estructuras tridimensionales, a partir de la secuencia de
aminoacidos de la proteina de interés, la cual puede modelarse con proteinas homdlogas, cuyas
estructuras cristalinas han sido determinadas mediante cristalografia de rayos X o RMN (Paas

et al., 2000; Affonso et al., 2013).

Actualmente, en la base de datos de proteinas (PDB) se encuentran 45 estructuras cristalinas de
OBPs de seis ordenes de insectos, sin embargo, mas del 50% pertenecen a seis especies de
Diptera, que tienen importancia médica y agricola y hasta el momento no se han registrado
estructuras para Coleoptera. Por otro lado, solo existen siete estructuras de CSPs en PDB, que
pertenecen a proteinas de Mamestra brassicae Linnaeus, Bombyx mori Linnaeus y Schistocerca

gregaria Forsskél, mientras que no se cuenta con ninguna estructura para las SNMPs.

La ausencia de estructuras cristalinas de proteinas olfativas para una gama mdas amplia de
especies de insectos e inclusive de Coleoptera, podria sugerir una gran limitante para el
modelado de estructuras terciarias, sin embargo, al igual que en otros estudios (Xu et al., 2009;
Oliveira et al., 2018; Venthur ef al., 2014; Langeswaran et al., 2018; Younas ef al., 2018), para
las OBPs, CSPs y SNMP seleccionadas de D. adjunctus, mediante modelizacion comparativa y

por homologia, se lograron obtener estructuras tridimensionales de alta calidad.

Existe una gran conservacion de la estructura terciaria entre OBPs y CSPs de diferentes especies
de insectos, sin embargo, la diversidad de sitios clave relacionados con la funcion ha revelado
diferentes mecanismos de unidn, liberacion y reconocimiento de los receptores de los ligandos
(Forét y Maleszka, 2006; Kulmuni y Havukainen, 2013). Los cambios en las cavidades de union
son criticos para la evolucion, algunos de ellos unen una amplia gama de ligandos, mientras que
otros son mas selectivos dependiendo del tamafio y la forma de la cavidad (Benoit ef al., 2004;
Ingraham y Redinbo, 2005). Las estructuras obtenidas para DadjOBP21 y DadjOBPJ75
consistieron en 6 a-hélices, de las cuales cuatro (al, 04, a5 y a6) convergen para formar una
cavidad de union, mientras que los enlaces disulfuro refuerzan la organizacion de las hélices.
En ambas proteinas, dos enlaces de disulfuro fijan la posicion relativa de a3 uniéndola a las

hélices al y a6 (DadjOCP21:Cys35-Cys67/Cys63-Cysl14 y DadjOBPJ75: Cys35-
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Cys66/Cys62-Cys114), mientras que las Cys105-Cys123 forman un puente de disulfuro entre

las hélices a5 y a6, haciendo ain mas rigida la proteina.

Los patrones de estructuras terciarias de las CSPs son diferentes a las OBPs, las estructuras
cristalinas que se encuentran en PDB han revelado un novedoso tipo de pliegue a-helicoidal de
seis hélices conectadas por bucles a-o y un estrecho canal que se expande sobre la cavidad
hidrofobica, lo anterior es consistente con las estructuras modeladas para DadjCSP2 y
DadjCSP3, mientras que para DadjCSP1 se obtuvo una estructura con pliegue en cinco o-
hélices, sin embargo, las tres proteinas contienen 4 cisteinas conservadas que forman dos pares

de puentes disulfuro no entrelazado (Mosbah et al., 2003; Tomaselli et al., 2006).

Las CSPs se caracterizan por tener una estructura globular funcional cuyas hélices estan
dispuestas en forma de “prisma”. DadjCSP2 y DadjCSP3 contienen dos motivos en forma de V,
que consisten en pares de hélices al-a2 y a4-a5, la tercera pared esta cerrada por la hélice a-3,
que es perpendicular a las hélices de los motivos en forma de V. La hélice a6 estd empaquetada
contra la cara formada por las hélices 04 y a5. Las hélices al, a2, a4 y a5 forman una cavidad
interna similar a un prisma cerrada en la parte superior por la a-hélice 3, esta cavidad constituye

un sitio de unidn para los ligandos hidrofébicos (Vieira y Rozas, 2011; Kulmuni et al., 2013).

La prediccion de la estructura de DadjCSP1, basada en la secuencia, indicé un modelo proteico
de 5 a-hélices, sin embargo, las hélices y los bucles conectivos se localizaron casi idénticos a
los modelos DadjCSP2 y DadjCSP3, apoyando la arquitectura general de la proteina CSP1. En
otros estudios, se han reportado CSPs de cinco hélices (Kulmuni y Havukainen, 2013). Este tipo
de proteinas presentan un tamafio pequefio con una superficie mas hidrofébica, ademas, los
residuos de union son mas pequefios comparados con otras CSP, lo que sugiere que estas
proteinas podrian unir ligandos mas grandes. El aumento de la hidrofobia esta conectado con la
disminucién de la solubilidad, por lo que se ha especulado que la tasa de difusion y/o el entorno
tisular podrian ser diferentes para CSPs de cinco hélices en comparacion con las CSPs mas
cargadas, sin embargo, las tres DadjCSP tienen homologos con proteinas de D. armandi que

exhiben perfiles de expresion exclusivos de antena (Gitlin et al., 2006).
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Este enfoque de prediccion estructural se basa en las relaciones evolutivas entre una proteina
objetivo y las proteinas que comparten similitud estructural, sin embargo, para determinar una
interaccion ligando-proteina, el modelaje propuesto, debe tener algunas caracteristicas que
indiquen un disefio tridimensional preciso (Krieger et al., 2003; Venthur ef al., 2014). En ese
sentido, el analisis en Molprobity de las estructuras modeladas para DadjOBPs y DadjCSPs,
muestra que todas las proteinas tienen una alta calidad; con excepcion de DadjOBPJ75, todos
los modelos se realizaron por un analisis de homologia con plantillas de alta resolucion con
coberturas > 70% y similitud >30%. La identidad de la secuencia porcentual es un indicador
importante para establecer la mejor plantilla, se considera que una homologia de secuencia del

30% o mas es buena para obtener un modelo preciso (Schwede ef al., 2007).

Por otro lado, debido a que no se encontrd una plantilla para DadjOBPJ75 que tuviera las
caracteristicas necesarias de porcentaje de similitud, resolucion, cobertura y GMQE, se realiz6
una prediccidon con el protocolo de Rosetta, el cual genera un modelo mediante un modelado
comparativo de dominios con secuencias homologas con estructuras conocidas y lo
complementa con modelos para los dominios que carecen de homologia utilizando el método
de prediccion de estructura de novo (Kim et al., 2004). En cuanto a la evaluacion de la calidad
del modelo tridimensional de DadjOBPJ75, al igual que las demads proteinas de union, el analisis
de la geometria de la proteina y el contacto de los &tomos en Molprobity resulté en modelos de
alta calidad, ademas, todas las estructuras se evaluaron con el plot Ramachandran (Laskowski
et al., 2013), el cual fue excelente para todos los modelos con el 100% de los residuos en

regiones favorables y permitidas, sin residuos en regiones atipicas.

El modelaje de la proteina DadjSNMP1a se realizé mediante modelizacion comparativa ya que
actualmente no se encuentra ninguna SNMP de insectos con estructura cristalina en PDB. Para
la prediccion se utilizaron proteinas que pertenecen a la superfamilia CD36 de S. frugiperda y
H. sapiens, y de acuerdo a los resultados del anélisis en Molprobity y el plot Ramachandran, el
modelo tridimensional tiene una calidad alta, con el 100% de los residuos en regiones favorables

y permitidas sin residuos atipicos.
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En el modelo estructural del ectodominio de DadjSNMP1a, se observa la formacion de un tunel
compuesto por ldminas-f antiparalelas con varios dominios a-helicoidales cortos y un haz de
hélices en el apice, el tunel interno abarca la mayor parte de la longitud del ectodominio, lo cual
ha sugerido que esta region podria canalizar las moléculas de feromonas a sus receptores afines,
ademas, el ectodominio contiene seis cisteinas que al parecer se conservan en la mayoria de los
miembros de la familia CD36 y que en mamiferos, forman enlaces de disulfuro intramoleculares
(Pepino et al., 2014ab; Neculai et al., 2013). Hace mas de dos décadas se demostro que SNMP1
se expresa en las neuronas sensibles a las feromonas y diez afios mas tarde se reportd que esta
genéticamente implicado en la transduccion de feromonas (Rogers et al., 1997; Benton et al.,

2007; Jin et al., 2008).

En el 2016, Gémez-Diaz et al. propusieron un nuevo modelo de la funcién de las SNMP1 en el
que fungen como un medio para canalizar las moléculas de feromonas del medio extracelular
hacia la cavidad de union del ligando de los receptores de olor (OR). El tinel del SNMP1 podria
facilitar la entrega directa de moléculas de feromonas hidrofobicas, protegiéndolas de la
exposicion a la linfa antenal o a las enzimas degradadoras de olores que abundan en este
compartimento, al dirigir las moléculas de feromonas hacia la bicapa lipidica, desde donde se
desplazan lateralmente hacia la cavidad de union de ligando de ORs especificos. La SNMP1 de
insectos ha mostrado tener un requisito exclusivo de unidon a moléculas de feromonas de la linfa
en contraste con la SNMP2 y las CD36 de mamiferos que parecen haber conservado la
versatilidad funcional por lo que se han descrito implicadas en multiples funciones de
sefializacion en diferentes tejidos (Silverstein et al., 2009; Pepito et al., 2014b; Shen et al.,

2014).

Las estructuras realizadas para las DadjOBPs, DadjCSPs y DadjSNMPla, proporcionan
modelos de homologia precisos que, junto con el acoplamiento molecular, pueden servir para la
busqueda de superligandos. Cabe sefialar que los modelos de homologia, asi como las
estructuras cristalinas, s6lo proporcionan representaciones estaticas de los sistemas olfativos
dinamicos y aunque el método de acoplamiento es una herramienta eficiente para predecir las
interacciones entre el ligando y la proteina, los resultados deben complementarse con métodos

experimentales como los ensayos de union competitiva de fluorescencia (FBA).
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8. CONCLUSIONES

Los genes olfativos no receptores identificados en el transcriptoma de la cabeza de D. adjunctus
y su analisis con otras especies de Scolytinae y Coleoptera, aumentan la informacién sobre la
base molecular de los sistemas olfativos en los descortezadores. Mediante el andlisis del
transcriptoma de cabeza de machos y hembras, se identificaron 36 genes que codifican a
proteinas olfativas no receptores, de las cuales, 27 transcritos corresponden a OBPs, 7 CSPs y
2 SNMPs, a partir de los cuales, se pueden desarrollar los perfiles especificos de expresion en

diferentes tejidos sensoriales.

La inclusion de un anélisis comparativo de los motivos secuenciales de los OBP, CSP y SNMP,
proporcioné informacién clara sobre las caracteristicas distintivas de cada familia y las
subclases. Estos resultados apoyan la clasificaciéon de las OBPs y las CSPs, con base en el
numero de residuos de cisteina conservados en la secuencia primaria y podrian aplicarse como
referencia para nombrar y agrupar a los genes no receptores. La integracion de patrones de
motivos en los arboles filogenéticos, no solo permitié comprender mejor el proceso de
diversificacion, la conservacion de patrones de motivos entre las tres familias de proteinas no
receptoras de diferentes especies de insectos, también puede sugerir agrupamientos de linajes
con regiones distintivas que tienen importancia funcional o estructural, por lo cual son mas

invariables o conservadas.

Las relaciones de DadjCSPs y DadjSNMPs con proteinas cuya expresion y funcion han sido
estudiadas y que intervienen en la solubilizacion y deteccion de volatiles de hospederos y
feromonas, proporciona un valioso recurso para futuras investigaciones de diferentes especies

de Dendroctonus.

Las estructuras realizadas para DadjOBP21, DadjOBPJ75, DadjCSP1, DadjCSP2, DadjCSP3 y
DadjSNMP1a, proporcionan modelos de homologia precisos que, junto con el acoplamiento o
simulacion molecular, pueden servir para la busqueda de superligandos que intervienen en la

comunicacion de estos escarabajos.
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ANEXOS

ANEXO 1

2 mm

Figura 33. Vista lateral de los descortezadores Dendroctonus adjunctus (a) e Ips spp. (b)
colectados en fustes de Pinus oocarpa en la Zona Militar 31, San Cristobal de las Casas,
Chiapas.
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ANEXO 2

Cuadro 13. Resultado del analisis de enriquecimientos de ontologia de genes GO del

trasncriptoma de cabezas de machos y hembras de D. adjunctus

Término NUmero de

GO Clasificacion transcritos Porcentaje Descripcion
G0:0005623 CcC 3124 22.5 Célula
G0:0044464 cC 3124 225 Parte celular
G0:0044422 CcC 1188 8.6 Parte de organelo
G0:0043226 CcC 2337 16.8 Organelo
G0:0044425 CC 1849 13.3 Parte de membrana
G0:0016020 cC 2732 19.7 Membrana
G0:0032991 cC 1965 14.2 Complejo de proteinas
G0:0099080 cC 50 0.4 Complejo supramolecular
G0:0031974 CcC 350 2.5 Lumen encerrado en la membrana
G0:0044215 cC 27 0.2 Otro organismo
G0:0044217 cC 27 0.2 Parte de otro organismo
G0:0005576 cC 399 2.9 Regidn extracelular
G0:0044421 cC 122 0.9 Parte de la regién extracelular
G0:0019012 cC 209 15 Virion
G0:0044423 cC 199 14 Parte de virion
G0:0045202 CcC 7 0.1 Sinapsis
G0:0009295 CcC 8 0.1 Nucleoide
G0:0030054 cC 7 0.1 Union celular
G0:0003824 MF 5621 40.5 Actividad catalitica
G0:0005488 MF 7389 53.2 Union
G0:0005215 MF 927 6.7 Actividad de transporte
G0:0060089 MF 290 2.1 Actividad transductor molecular
G0:0140110 MF 392 2.8 Actividad de regulacidon de la transcripcion
G0:0016209 MF 86 0.6 Actividad antioxidante
G0:0045182 MF 1 0.0 Actividad de regulacion de la traduccion
G0:0098772 MF 346 2.5 Regulador de la funciéon molecular
G0:0005198 MF 742 5.3 Actividad estructural de las moléculas
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Término NUmero de

GO Clasificacion transcritos Porcentaje Descripcién
G0:0045735 MF 10 0.1 Actividad de reservorio de nutrientes
G0:0140104 MF 9 0.1 Actividad como acarreador molecular
G0:0038024 MF 11 0.1 Actividad de receptores de carga
G0:0051179 BP 1700 12.2 Localizacion
G0:0065007 BP 1909 13.8 Regulacién biolégica
G0:0008152 BP 6131 44.2 Procesos metab6licos
G0:0009987 BP 5903 425 Proceso celular
G0:0048519 BP 153 1.1 Regulacion negativa de procesos hiologicos
G0:0050789 BP 1772 12.8 Regulacidon de procesos biologicos
G0:0050896 BP 1237 8.9 Respuesta al estimulo
G0:0023052 BP 708 51 Sefializacion
G0:0048518 BP 74 0.5 Regulacion positiva del proceso bioldgico
GO:0071840 BP 869 6.3 Organizacion %ﬂ);g:;ggnente celular o
G0:0032502 BP 205 15 Proceso de desarrollo
G0:0032501 BP 327 2.4 Proceso de organismo multicelular
G0:0002376 BP 71 0.5 Proceso del sistema inmunolégico
G0:0040011 BP 116 0.8 Locomocién
GO0:0051704 BP 423 3.0 Proceso multiorganico
G0:0022414 BP 110 0.8 Proceso reproductivo
G0:0000003 BP 118 0.8 Reproduccién
G0:0001906 BP 11 0.1 Muerte celular
G0:0007610 BP 6 0.0 Comportamiento
G0:0022610 BP 163 1.2 Adhesion biolbgica
G0:0040007 BP 13 0.1 Crecimiento
G0:0048511 BP 5 0.0 Proceso ritmico
G0:0098754 BP 3 0.0 Desintoxicacion
G0:0043473 BP 1 0.0 Pigmentacion
G0:0044848 BP 1 0.0 Fase bioldgica
G0:0008283 BP 5 0.0 Proliferacion celular
G0:0098743 BP 1 0.0 Agregacion de células

CC: Componente celular; MF: Funcién molecular; BP: Proceso biolégico
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ANEXO 3

Cuadro 14. Nombre de la proteina y nimeros de acceso utilizados en los arboles filogenéticos

OBP CSP SNMP
NUmero No. Acc. NUmero No. Acc. NUmero No. Acc. NUmero No. Acc.
DponOBP2 N6U2E7 TcasOBPC11 D6X4H4 DponCSP1 M4W9A4 DponSNMP1 M4W9B3
DponOBP2 M4VvVUV4 TcasOBP12 D2A1G6 DponCSP1 AOAOH3W576 DponSNMP 11VvJ82
DponOBP3 N6TLD8 TcasOBPC12 D6X4H5 DponCSP2 AO0AOH3W580 DponSNMP 11VvJ83
DponOBP4 M4VTH5 TcasOBP13 D2A1G5 DponCSP2 M4VTH9 ItypSNMP1 M3V879
DponOBP6 M4VvTI4 TcasOBPC13 D6X4H7 DponCSP3 M4VRK2 TcasSNMP1 P86905
DponOBP8 N6T0S9 TcasOBP14 D2A254 DponCSP4 AOAOH3WS5L5 TcasSNMPO1 D2A0H5
DponOBP8 M4VRL6 TcasOBPC14 D6WPR7 DponCSP6 M4VTH1 TcasSNMP1 Q7QC49
DponOBP11 M4W9Cl1 TcasOBPC15 D2A053 DponCSP6 AOAOH3W5A7 HparSNMP1 AOA2P1ERNO
DponOBP13 J3JVJI5 TcasOBP15 D7ELE9 DponCSP8 M4VR62 AcorSNMP1 AOAOE3Y6N9
DponOBP16 N6U049 TcasOBPC16 D2A055 DponCSP11 M4VvVUV8 GdauSNMP1 AOA4Y5UY78
DponOBP17 N6UFK3 TcasOBP16 D2A1T1 DponCSPJ19 11VJ19 ClapSNMP1 AO0A310SBT1
DponOBP17 RI9PSQ1 TcasOBP17 D2A1G4 DarmCSP1 A0A345BT13 AgamSNMP1 Q7QC49
DponOBP20 N6TMWO TcasOBP17 D2A1G3 DarmCSP2 AO0A3S7PYZ0 DponSNMP2 M4VR81
DponOBP20 M4VUW?2 TcasOBPC17 D2A056 DarmCSP3 AOA345BT14 DponSNMP2 N6TNQ9
DponOBP21 M4VR56 TcasOBP18 D2A1G2 DarmCSP4 AOA345BT15 ItypSNMP2 M3TYZ6
DponOBP22 M4VRM1 TcasOBPC18 D6WADO DarmCSP5 AOA345BT16 TcasSNMP2 Q7Q6R1
DponOBP28 M4VvUXO0 TcasOBPC19 D6X0T3 DarmCSP6 AOA345BT20 TcasSNMP2 D6WGA2
DponOBP30 M4W9B7 TcasOBPC20 D6WDXO0 DarmCSP7 AOA345BT17 HparSNMP2 AOA2P1ERQ2
DponOBP31 M4VRK6 TcasOBPC21 D6WRD1 DarmCSP8 AO0A345BT18 GdauSNMP2 AOA4Y5UYF4
DponOBP32 R9PUL1 TcasOBP21 D6WUI5 DarmCSP9 A0A345BT19 ClapSNMP2 A0A310S638
DponOBPJ73 11VJ73 TcasOBP22 D6WYLO DvalCSP1 AOAOH3W576 AgamSNMP2 Q7Q6R1
DponOBPJ74 11VJ74 TcasOBP23 D6X1WO0 DvalCSP2 AOAOH3W580
DponOBPJ75 11VJ75 TcasOBP25 D6WNH2 DvalCSP4 AOAOH3W5L5
DponOBPJ76 11VJ76 TcasOBP26 D6WNH3 DvalCSP6 AOAOH3W5A7
DponOBPJ77 11V J77 DarmOBP6 AOAOX9IDLE1L ItypCSP1 M3UZC9
DponOBPJ78 11VJ78 DarmOBP8 AOAO0X9F313 ItypCSP4 M3VHBS
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OBP CSP SNMP
Namero No. Acc. NUmero No. Acc. NUmero No. Acc. NUmero No. Acc.
DponOBPJ79 11VJ79 DarmOBP13 AOAO0X9FBES ItypCSP5 M3V872
DponOBP6J9 N6T6J9 DarmOBP14 AOAO0X9IHEL TcasCSP1 QOMRL2
DvalOBP1 AOAOH3W5A0 DarmOBP15 AOAOX9H1S6 TcasCSP1 QOMRM1
DvalOBP2 AOAOH3W5N4 ItypOBP2 M3VHC2 TcasCSP2 Q3LB62
DvalOBP3 AOAQOH3W572 ItypOBP3 M3V875 TcasCSP10 D6WT15
DvalOBP4 AOAOH3W574 ItypOBP5 M3UzD2 TcasCSP10 D6WT15
DvalOBP5 AOAOH3WS5L2 ItypOBP6 M3VK48 TcasCSP11 QOMRL9
DvalOBP6 AOAOH3W5A2 Ityp_OBP7 M3VHCO TcasCSP12 QOMRL1
DvalOBP9 AOAOH3W5N6 ItypOBP11 M3VK50 TcasCSP12 QOMRL6
DvalOBP10 AOAOH3WS573 ItypOBP13 M3V877 TcasCSP13 D6WUES
DvalOBP12 AOAOH3WS577 ItypOBP14 M3TYZ1 TcasCSP13 D6WUES
DvalOBP15 AOAOH3W5A3 ItypOBP15 M3UzD6 TcasCSP13 QOMRLO
DvalOBP16 AOAOH3W5N8 TcasOBP1 D2A670 TcasCSP14 QOMRLS8
DvalOBP17 AOAOH3WS575 TcasOBPCO1 D6WS42 TcasCSP14 QOMRK9
DvalOBP18 AOAOH3W579 TcasOBP2 D2A673 TcasCSP15 QOMRKS8
DvalOBP19 M4vUX7 TcasOBPC02 D6WS43 TcasCSP16 QOMRK7
DvalOBP20 AOAOH3W5A6 TcasOBPCO03 D6WS44 TcasCSP16 QOMRL5
DvalOBP21 AOAOH3W5PO TcasOBPO5 D2A671 TcasCSP17 QOMRKG6
DarmOBP1 AOA1D6WIIS TcasOBPCO05 D6WS39 TcasCSP17 D6WCY4
DarmOBP2 AOA1D6WII8 TcasOBPCO06 D6wWS47 TcasCSP18 QOMRKS5
DarmOBP3 AO0A125QVS5 TcasOBP6 D6WM82 TcasCSP18 QOMRK3
DarmOBP4 AO0A125QVS6 TcasOBPCO7 D6WS46 TcasCSP19 QOMRK4
DarmOBP5 AOAO0XIF729 TcasOBPO7 D6WMS83
DarmOBP6 AOAO0XI9DLE1 TcasOBP08 D6WMS81
DarmOBP8 AOAO0X9F313 TcasOBPCO08 D6WS45
DarmOBP13 AOAOX9FBES TcasOBPCO09 D6WS40
DarmOBP14 AOAO0X9IHEL TcasOBP09 D6X1W1
DarmOBP15 AOAOX9IH1S6 TcasOBP10 D6WS37
ItypOBP2 M3VHC2 TcasOBPC10 D6X4H6
ItypOBP3 M3V875 TcasOBP11 D2A5B1
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OBP CSP SNMP
Namero No. Acc. NUmero No. Acc. NUmero No. Acc. NUmero No. Acc.
ItypOBP5 M3UzD2 TcasOBPC11 D6X4H4
ItypOBP6 M3VK48 TcasOBP12 D2A1G6
Ityp_OBP7 M3VHCO TcasOBPC12 D6X4H5
ItypOBP11 M3VK50 TcasOBP13 D2A1G5
ItypOBP13 M3v877 TcasOBPC13 D6X4H7
ItypOBP14 M3TYZ1 TcasOBP14 D2A254
ItypOBP15 M3UZD6 TcasOBPC14 D6WPR7
TcasOBP1 D2A670 TcasOBPC15 D2A053
TcasOBPCO1 D6WS42 TcasOBP15 D7ELE9
TcasOBP2 D2A673 TcasOBPC16 D2A055
TcasOBPCO02 D6WS43 TcasOBP16 D2A1T1
TcasOBPCO03 D6WS44 TcasOBP17 D2A1G4
TcasOBP05 D2A671 TcasOBP17 D2A1G3
TcasOBPCO5 D6WS39 TcasOBPC17 D2A056
TcasOBPCO06 Dews47 TcasOBP18 D2A1G2
TcasOBP6 D6WM82 TcasOBPC18 D6WADO
TcasOBPCO7 D6WS46 TcasOBPC19 D6X0T3
TcasOBPO7 D6WM83 TcasOBPC20 D6WDXO0
TcasOBP08 D6WMS81 TcasOBPC21 D6WRD1
TcasOBPCO08 D6WS45 TcasOBP21 D6WUI5
TcasOBPCO09 D6WS40 TcasOBP22 D6WYLO
TcasOBP09 D6X1W1 TcasOBP23 D6X1WO0
TcasOBP10 D6WS37 TcasOBP25 D6WNH2
TcasOBPC10 D6X4H6 TcasOBP26 D6WNH3
TcasOBP11 D2A5B1
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