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RESUMEN

Los insectos utilizan las sefiales quimicas para monitorear su ambiente, encontrar pareja,
alimento y hospedero. Para el manejo integrado de plagas y monitoreo de poblaciones se
utilizan feromonas sexuales o atrayentes. En investigaciones sobre las bases moleculares de la
comunicacion de insectos, particularmente en dipteros, se han identificado familias de proteinas
involucradas en el proceso de comunicacion. El estudio de proteinas que llevan a cabo el
reconocimiento y recepcion de moléculas de olor podria proveer un mejor entendimiento de los
sistemas de comunicacion en insectos y mejorar las estrategias de manejo. Anastrepha ludens es
una plaga polifaga que ataca principalmente citricos y mango en México, que provoca péerdidas
econdmicas y limitando su exportacion. La importancia de la comunicacion quimica en plagas
de insectos se ha centrado en la identificacion de proteinas involucradas en la percepcion de
olores en adultos. En el presente estudio se construyd y secuencio una libreria de cDNA de
cabezas de adultos jovenes de A. ludens, a partir de 50 hembras y machos (en proporcién 1:1).
Las secuencias se ensamblaron de novo, de las cuales alrededor de 7,500 transcritos fueron
anotados con términos GO. A partir de estas se identificaron 19 secuencias de proteinas de
unién a olores (OBPs), 2 proteinas quimiosensoriales (CSPs) y 1 proteina de membrana de
neurona sensorial (SNMPs). El analisis filogenético de las OBPs con sus correspondientes en D.
melanogaster permitio clasificar las OBPs de A. ludens en las subfamilias Clasica, Menos-C,
Més-C y en la subfamilia Dimero. Las proteinas de percepcion de olores fueron similares a
proteinas en otros dipteros, particularmente de la familia Tephritidae. En las OBPs la mayor
similitud se obtuvo con Anastrepha fraterculus y A. obliqua, las Unicas especies dentro del
género estudiadas hasta ahora. Los transcritos identificados en este estudio son los primeros
reportes para A. ludens. EI nimero de OBPs podria incrementarse en estudios posteriores con

otros tejidos o estados de desarrollo.

Palabras clave: Anastrepha ludens, anotacion GO, comunicacion quimica, mosca mexicana de

la fruta.



IDENTIFICATION OF CANDIDATE PROTEINS INVOLVED IN ODORANT
RECEPTION IN ADULTS OF Anastrepha ludens (LOEW)

Alan Rubén Estrada Pérez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

Insects use chemical signals to monitor their environment find mate, food and host. In pests
integral management and population monitoring pheromones and attractants are used. In
research involving molecular mechanisms in insect communication, mainly in dipteran, there
have been identified protein families involved in communication process. Study of proteins that
recognize and receive odorant molecules may provide a better understanding of insect
communication systems and improve management strategies. Anastrepha ludens is a
polyphagous species that attack citrus and mango in Mexico, which causes economical loses
limiting their exportation. The importance of chemical communication in insect pests turns
efforts to identify proteins involved odorant perception of adults. In this study a cDNA library
was build and sequenced. The library included 50 female and male (1:1 ratio) A. ludens adults.
Sequences were de novo assembled, from which 7,500 transcripts were annotated with GO
terms. Nineteen odorant binding proteins (OBPs) were identified, two chemosensory proteins
(CSPs) and one sensory neuron membrane protein (SNMP). OBPs phylogenetic analysis with
the corresponding OBPs in D. melanogaster led to classify A. ludens OBPs in the subfamilies
Classic, Minus-C, Plus-C and Dimer. Odorant perception proteins were similar to proteins in
other dipteran, particularly from the family Tephritidae. The maximum similarity in OBPs was
found with Anastrepha fraterculus and A. obliqua, the only sequences in the genera studied until
now. Transcripts identified in this study are the first report for A. ludens. OBPs number might
increase in further studies using other tissues or developmental stages.

Key words: Anastrepha ludens, GO annotation, chemical communication, Mexican fruit fly.
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INTRODUCCION
Los insectos interpretan su mundo principalmente mediante estimulos quimicos, los cuales les
permiten orientarse dentro de éste. Los estimulos olfativos proveen informacion para localizar
individuos de la misma especie para reproducirse, encontrar hospedero, detectar depredadores y
conocer las condiciones ambientales (Vosshall y Stocker, 2007; de Bruyne y Baker, 2008;
Hansson y Stensmyr, 2011).

La percepcion de olores se trata de un proceso complejo en el cual se han identificado
componentes que conforman las mezclas de olores a los que responden los insectos. La
comunicacion quimica en insectos se utiliza para el manejo y monitoreo de especies de
importancia agricola (Witzgall et al., 2010). A nivel molecular se conocen los principales
componentes que intervienen en el proceso de recepcion de olores, los cuales comprenden a las
proteinas de unién de olores (OBPs), los receptores de olores (ORS), los receptores ionotropicos
(IRs), las proteinas de membrana de neuronas sensoriales (SNMPs), las proteinas
quimiosensoriales (CSPs) y las enzimas degradadoras de olores (ODESs) (Sachse y Krieger,
2011; Wu et al., 2015).

La ruta olfativa comienza con la entrada de moléculas de olor (hidréfobas) a través de poros
presentes en la superficie de sénsulos ubicados en la superficie de la antena. Las moléculas son
capturadas por las OBPs, quienes las transportan a través de la linfa antenal (hidrofilica), hasta
el OR correspondiente en la membrana de la dendrita de una neurona receptora de olor (ORN).
La interaccion entre la molécula de olor y el receptor especifico produce un potencial de accion
que se transmite a través del nervio antenal hasta el I16bulo antenal (AL). El I6bulo antenal es un
neuropilo olfatorio que integra y codifica la informacion olfativa (Rutzler y Zwiebel, 2005;
Sachse y Krieger, 2011). Aguellas ORNs que expresan un OR determinado convergen en uno o
dos glomérulos dentro del lébulo antenal. La comunicacién entre glomérulos, excitatoria o
inhibitoria, esta dada por las interneuronas locales (LNs). En cambio, la comunicacion con los
centros olfatorios superiores (cuerpos fungosos y cuerno lateral) se realiza a través de las
neuronas de proyeccién (PNs). Los cuerpos fungosos controlan distintas formas de aprendizaje

como el olfativo, la actividad locomotora, el comportamiento de cortejo del macho y el suefio.



En cuerno lateral se encarga del reconocimiento de olor independiente de la experiencia
(Vosshall y Stocker, 2007).

Ademas de las proteinas mencionadas existen proteinas adicionales con funciones similares o
complementarias, como: las CSP que forman un grupo de pequefias proteinas solubles con
capacidad para unir y acarrear componentes de la mezcla feromonal, que no esta relacionado
con las OBPs (Ozaki et al., 2008); las SNMPs que son proteinas de membrana que se sugiere
participan como correceptor de feromonas y juegan un papel importante en la cinética de la
respuesta a la feromona, las SNMPs que actan de manera conjunta con los receptores de
feromonas y las proteinas de unién de feromona o PBPs (Sachse y Krieger, 2011; Leitch et al.,
2015); los IRs en cambio son proteinas de membrana que pueden participar directamente como
receptores formando heterémeros (Sachse y Krieger, 2011); y finalmente las ODEs se encargan
de inactivar rapidamente la sefial, una vez que esta se ha transmitido, lo cual permite al insecto

orientarse de manera precisa (Leal, 2011).

En afios recientes se ha incrementado el nimero de estudios sobre ecologia quimica de insectos,
particularmente sobre los componentes moleculares que intervienen en la ruta olfativa. Este
incremento ha ocurrido debido a la importancia que tienen estos componentes en la efectividad
de las técnicas de manejo de plagas de importancia agroalimentaria para diferentes paises, al ser
responsables de la deteccidn de olores por parte del insecto (Bosa et al., 2016).

Anastrepha ludens o mosca mexicana de la fruta es una plaga de importancia agroalimentaria
con un amplio rango de hospederos frutales, que afecta al menos 60 variedades, principalmente
citricos (como naranja y toronja) y mango. El dafio lo producen las moscas al ovipositar en el
fruto y las larvas al alimentarse de éste, lo que ocasiona pérdidas econdémicas debido al dafio
directo de los cultivos. Estas pérdidas se incrementan por las reglamentaciones cuarentenarias
que limitan la movilizacion de productos provenientes de areas infestadas (Thomas y Loera-
Gallardo, 1998).

Para el manejo de la mosca mexicana de la fruta en México se utilizan diferentes estrategias,
entre ellas la comunicacion quimica mediante el uso de trampas cebadas con proteina
hidrolizada como atrayente olfativo, principalmente para el monitoreo de sus poblaciones.
Adicionalmente se utiliza la técnica del insecto estéril (SIT), para la cual se hacen liberaciones



masivas de moscas radioesterilizadas en regiones productoras de citricos (Thomas y Loera-
Gallardo, 1998). A pesar del conocimiento de atrayentes y feromonas en A. ludens (Bosa et al.,
2016), se desconocen los genes y sus productos, que intervienen en la percepcion de olores, por
lo que deben explorarse los mecanismos moleculares para posiblemente desarrollar mejores

estrategias para su control.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de Anastrepha ludens

La mosca mexicana de la fruta, conocida como Anastrepha ludens (Loew), pertenece al grupo
fraterculus dentro de la familia Tephritidae. Se trata de una especie polifaga que se distribuye de
México hasta la region norte de Sudamérica (Dickens et al., 1982; Aluja y Mangan, 2008). Esta
plaga ataca principalmente citricos y mango, en México y en América Central (Dickens et al.,
1982). Las hembras adulto seleccionan los frutos para la oviposicion. Una vez que los huevos
eclosionan, las larvas se alimentan del fruto lo que afecta su calidad y potencial
comercializacion (Aluja y Mangan, 2008). La presencia de la mosca mexicana de la fruta en
zonas productoras ocasiona pérdidas econdémicas por dafio directo a los frutos, limitando su
movilizacion (Hernandez et al., 2007). Para su manejo en Mexico se utilizan liberaciones
masivas bajo la estrategia de SIT y trampas cebadas con proteina hidrolizada para el monitoreo
(Thomas y Loera-Gallardo, 1998). Debido a la importancia de la comunicacién quimica para
que el insecto encuentre pareja y hospedero, se han realizado estudios de ecologia quimica en
los cuales se demostré que los componentes feromonales necesarios para producir una respuesta
de cortejo son: (Z)-3-nonenol, (Z,2)-3,6-nonadienol, (R,R)-(+)-anastrephina, (S,S)-(-)-
anastrephina, (R,R)-(+)-epianastrephina y (S,S)-(-)-epianastrephina (Robacker, 1988; Robacker
et al., 1992). Por otro lado Bosa et al. (2016) también reconocen la importancia de la
comunicacion quimica en la eficiencia reproductiva. En este estudio se buscd conocer el
impacto del origen y régimen de manejo de colonias de A. ludens, en su eficiencia reproductiva,
para evaluar si las colonias utilizadas para SIT son capaces de competir con moscas silvestres.
Los autores mencionan que las moscas de las colonias deben ser capaces de localizar a su
hospedero y pareja para aparearse, lo cual claramente involucra al sistema olfativo. A la fecha
los componentes moleculares de percepcion de olores en A. ludens no se han descrito y en afios
recientes se ha comenzado a estudiar moscas de la fruta de la familia Tephritidae (Wu et al.,
2015).

Proteinas de union a olores
Las OBPs son las primera en interactuar con las moléculas de olor en la ruta olfativa. Estas
proteinas son pequefias y globulares con alrededor de 135-220 residuos de aminoacidos de

longitud. Se caracterizan por presentar seis a-hélices y seis cisteinas altamente conservadas que



forman dos o tres puentes disulfuro, los cuales estabilizan la estructura de la proteina y
contribuyen a la formacion de la cavidad de unién, la cual forma en su interior un ambiente
hidrofobico. Estas proteinas han sido clasificadas en funcion de sus caracteristicas y relaciones
filogenéticas en varias subfamilias denominadas: Clasica (seis cisteinas); Menos-C (menos de
seis cisteinas, generalmente cuatro); Mas-C (mas de seis cisteinas); y Dimero (formadas por dos
OBPs consecutivas) (Sanchez-Gracia et al., 2009; Campanini y de Brito, 2016). Las OBPs unen
y solubilizan moléculas de olor hidrofébicas y las transportan a través de la linfa del sénsulo
hasta el receptor correspondiente en la membrana de la dendrita de la ORN (Sanchez-Gracia et
al., 2009; Andersson et al., 2013; Campanini y de Brito, 2016). Sin embargo la presencia de las
OBPs no se restringe al tejido olfativo por lo que se sugiere que su presencia en otros érganos
esté relacionada con su participacion en la unién y transporte de feromonas sexuales y sus

precursores (Sanchez-Gracia et al., 2009; Wu et al., 2015).

Los OBPs presentan distintos espectros de ligandos con algunos parcialmente traslapados y
otros con mayor especificidad hacia determinados ligandos. Las OBPs con ligandos que
participan en el reconocimiento especie-especifico de componentes feromonales son conocidas
como proteinas de union a feromonas (PBPs). Sobre su mecanismo de accion aun se tiene
incertidumbre si el complejo proteinas-olor activa directamente al receptor o si la molécula de
olor o feromona se libera cerca del receptor para luego activarlo. Las evidencias hasta ahora
apoyan ambas teorias. Sin embargo a favor del segundo caso, se ha demostrado que ocurre un
cambio conformacional dependiente del valor de pH que produce la liberacién de la molécula de
olor cerca de la membrana de la dendrita de la ORN (Hansson y Stensmyr, 2011; Sachse y
Krieger, 2011).

Receptores de olores

Los ORs de insectos son un conjunto de proteinas altamente divergente, que no presentan
homologias con los ORs de vertebrados y nematodos. Son receptores con siete dominios
transmembrana con topologia invertida con respecto a receptores acoplados a proteina G en
vertebrados, es decir, presentan un extremo N-terminal intracelular y un extremo C-terminal
extracelular. Los ORs forman complejos heteroméricos tipicamente compuestos de un OR que
se encarga de unir al ligando y un correceptor denominado ORCO. EIl correceptor funciona

como chaperona y contribuye a la transduccion de la sefial (Hansson y Stensmyr, 2011; Sachse y



Krieger, 2011). El correceptor ORCO es el Gnico miembro de la familia OR que esta altamente
conservado entre las diferentes especies de insectos, que presenta un dominio intracelular muy
largo. El correceptor ORCO forma un canal de cationes no selectivo involucrado en la
transduccion de la sefial olfativa (Sachse y Krieger, 2011). Algunos ORs muestran diferente
grado de especificidad por un lado ciertos receptores son altamente selectivos, mientras que

otros responden a un amplio espectro de moléculas.

Los ORs que detectan componentes de la mezcla feromonal se conocen como receptores de
feromonas o PRs (Sachse y Krieger, 2011). Los PRs son similares en estructura a los receptores
de olores generales y también se heterodimerizan con el correceptor ORCO. Sin embargo
forman un grupo mas conservado que los ORs de especies relacionadas. Es probable que este
hecho explique la similitud de ligandos de las mezclas feromonales de especies relacionadas o
que sea evidencia de la presion de seleccion negativa a la que se encuentran sometidos (Sachse y
Krieger, 2011).

Proteinas de membrana de neurona sensorial

Las proteinas de membrana de neurona sensorial son un conjunto de proteinas que pertenecen a
la familia CD36, la cual se caracteriza por tener dos dominios transmembrana y un gran dominio
de unidn extracelular. Las CD36 reconocen, unen y transportan moléculas hidrofébicas como:
colesterol, acidos grasos y complejos lipido-proteina, por lo que es posible que representen
sitios de anclaje para complejos PBP-feromonas cerca de los receptores de feromonas (PRs). En
dicho escenario, las SNMPs operan como correceptores que atrapan a la feromona y luego la
ceden al PR vecino (Sachse y Krieger, 2011). Por ejemplo en estudios con D. melanogaster se
encontr6 que el conjunto OBP76a (LUSH), OR76d, el correceptor ORCO y SNMP1 son
necesarios para la deteccion del 11-cis-vaccenyl acetato (CVA), una feromona macho-especifica.
En este estudio se encontré que la SNMP1 posee un papel importante en las cinéticas de

activacion e inactivacion de la respuesta en las ORNs (Li et al., 2014).

Receptores ionotropicos
Los IRs son estructuralmente diferentes a los ORs, se encuentran relacionados con los
receptores ionotropicos de glutamato (iGIluRs), sin embargo los IRs no presentan los

aminoacidos necesarios para la interacciéon con el glutamato. En algunas ORNSs de insectos es



posible identificar entre dos y cinco tipos de IRs. Ademas algunos IRs se encuentran altamente

conservados, de manera similar a lo que ocurre con los ORCO (Sachse y Krieger, 2011).

Proteinas quimiosensoriales

Las proteinas quimiosensoriales (CSPs) son pequefias proteinas solubles de alrededor de 120
aminodcidos, que a diferencia de las OBPs presentan cuatro residuos de cisteina conservados. Se
han encontrado en drganos del gusto y olfato, asi como en glandulas feromonales. Las CSPs
poseen seis o-hélices que rodean una cavidad hidrofébica, en la cual unen moléculas para
transportarlas. En algunos casos se les ha encontrado en la linfa sensilar, lo que sugiere su
funcion como acarreadoras de moléculas de olor e incluso se cree que funcionan como
acarreadores de feromonas de contacto (Ozaki et al., 2008; Wu et al., 2015). EI nimero de CSPs
en insectos es muy reducido, por ejemplo en D. melanogaster se conocen cuatro y en Anopheles
gambiae siete (Ozaki et al., 2008).



OBJETIVOS

Objetivo General
e Identificar transcritos candidatos de proteinas involucradas en la recepcion de olores en

adultos jovenes de Anastrepha ludens.

Objetivos Particulares
e Preparar y secuenciar una libreria de cDNA a partir de una mezcla de cabezas de
hembras y machos de A. ludens de uno a cuatro dias de edad.
e Realizar ensamble y anotacién de transcritos.
e Seleccionar transcritos candidatos involucrados en la recepcion de olores.
e Analizar las relaciones filogenéticas de los transcritos de A. ludens con secuencias

homologas en otros dipteros.

HIPOTESIS
Si la recepcion de olores en los adultos de Anastrepha ludens permite la localizacion de
alimento, hospedero y pareja, entonces los transcritos que codifican para las proteinas

involucradas en la recepcion de olores se podran encontrar en adultos jovenes.



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de material bioldgico

Se colectaron adultos de A. ludens de la cria del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo.
Se retiraron las cabezas de 50 adultos hembras y machos (proporcién 1:1) de 1-4 dias después
de emerger. Las cabezas se colectaron por sexos en tubos Eppendorf y se almacenaron en 600
ML de solucion RNAlater (Invitrogen), hasta el momento de la extraccion de RNA, de acuerdo

con las instrucciones del proveedor.

Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo con el kit SV Total RNA Isolation System (Promega). La calidad del
RNA se evalu6 por electroforesis capilar (QIAxcel Advanced System, QIAGEN). La libreria de
cDNA se construyo con el kit TruSeq RNA Sample Preparation Kit v3 (lllumina) siguiendo las
instrucciones del proveedor. La libreria se secuencio por paired end en un secuenciador MiSeq
(lMlumina) con un cartucho TruSeq LT de 150 ciclos. La extraccion de RNA total, preparacion
de librerias y secuenciacion se realizaron en las instalaciones del Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria del SENASICA, Unidad Tecamac.

Anélisis bioinformético y ensamble de las secuencias

Se verifico la calidad de los reads (secuencias obtenidas del equipo MiSeq) con el programa
FastQC v0.10.1 (Andrews, 2010). Se us6 Trimmomatic v0.35 para remover y recortar reads con
baja calidad (Bolger et al., 2014) con los siguientes valores: leading quality: 25 (para eliminar
bases al principio del read con calidad menor a la indicada); trailing quality: 35 (para eliminar
bases al final del read con calidad menor a la indicada); y minimum length: 70 (para conservar
los reads con una longitud de al menos 70 bases). Los resultados se verificaron con FastQC. Se
hizo un ensamble de novo con Trinity v2.06 con el valor default de kmer=25 (Grabherr et al.,
2011). La verificacion de la calidad del ensamble se hizo con el programa QUAST v3.2
(Gurevich et al., 2013). Se buscaron proteinas homdlogas con la subrutina BLASTX dentro de
Blast2GO (Conesa et al., 2005), en la base de datos nr del NCBI con un cutoff de e-value menor
de 1X10°3. La prediccion de dominios y sitios importantes se realizé con InterProScan (Jones et
al., 2014), dentro de Blast2GO. Se utiliz6 la subrutina de Mapeo en Blast2GO para recuperar los
términos de ontologia génica (GO) asociados con los hits obtenidos con BLASTX para cada

secuencia. Los transcritos fueron anotados usando la funciéon de Anotacién GO con e-value de
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1X10%, peso GO=5 y cutoff=55. Se utilizd la funcién Annex de Blast2GO para mejorar la

anotacion.

Se seleccionaron aquellos transcritos cuya descripcion y términos GO asignados, correspondiera
con proteinas involucradas en la recepcion de olores para su posterior andlisis. Los nombres de
las OBPs se asignaron con base en la descripcion de la anotacion de Blast2GO, ademas de
seguir la nomenclatura propuesta por Hekmat-Scafe et al. (2002). A los OBPs se les asigno el
prefijo Alud seguido por el nombre del OBP de acuerdo con la descripcion de la anotacion. La
presencia de dos 0 mas transcritos asociados con la misma OBP se distinguié con un guidn
seguido de un ndmero consecutivo. Los transcritos correspondientes a CSP y SNMP se

nombraron de forma similar a las OBPs, utilizando el nombre de la proteina correspondiente.
Analisis filogenético de proteinas de percepcion de olores

Andlisis filogenético y clasificacion de AludOBPs
En los transcritos candidatos de OBPs se realiz6 la traduccién con el marco de lectura reportado
en los resultados de BLASTX por Blast2GO. En caso de observar un codon de paro en las
secuencias de A. ludens, se elimind la seccion correspondiente. Se construyd un arbol
filogenético con secuencias de A. ludens (AludOBPs) y D. melanogaster (DmelOBPs) para
clasificar las OBPs en subfamilias. Se incluyé a D. melanogaster debido a que sus OBPs se

encuentran ampliamente descritas.

Las secuencias se alinearon con ClustalW y se realiz6 una prueba de modelos con eliminacién
parcial por maxima verosimilitud (ML). Se eligié el modelo WAG+G por el Criterio de
Informacion de Akaike (AIC). Después se construy6 el arbol por ML con bootstrap de 1000
réplicas en el programa MEGA7 (Kumar et al., 2016). El arbol se edit6 con FigTree v1.4.2
(Rambaut, 2007).

Se construyd un segundo arbol filogenético para observar las relaciones entre AludOBPs y sus
homologos en otros insectos. Se incluyeron secuencias homdlogas del género Anastrepha
(Campanini y de Brito, 2016) obtenidas por BLASTP debido a que no se encontraban
disponibles cuando se realizo la anotacion. Secuencias de proteinas de Anastrepha junto con los
hits de BLASTX se incluyeron si cumplian con los siguientes criterios: 1) identidad de 70% o

superior; 2) al menos 50% de cobertura. Se hicieron excepciones cuando ninguna secuencias de
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hit cumplié con los criterios para un determinado AludOBP. Se alinearon las secuencias con
ClustalW y se realizé una prueba de modelos con eliminacion parcial por ML. Se eligi6 el
modelo WAG+G+I con el criterio AIC. EIl arbol se construyé por ML con bootstrap de 1000
réplicas. El analisis filogenético se llevo a cabo con el programa MEGA7 (Kumar et al., 2016).
El arbol se edito con FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2007).

Analisis filogenético de SNMP y CSP
Se realiz6 la traduccion de los transcritos de SNMP y CSPs con el marco de lectura reportado
por BLASTX en Blast2GO y se les dio el mismo tratamiento que a los OBPs para la
construccion del arbol filogenético con sus homdlogos, respectivamente. Se eligieron los
modelos LG para AludSNMP1 y JTT+G+I para las AludCSPs. Se construyeron los respectivos
arboles filogenéticos por ML con bootstrap de 1000 réplicas en MEGA 7 (Kumar et al., 2016).
Los arboles se editaron con FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2007).
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RESULTADOS

Ensamble y anotacion

Se secuenciaron 4,843,126 reads (Al), de los cuales después del control de calidad se
mantuvieron 4,058,706 con una longitud de 70 a 76 pb (A2). Se ensamblaron de novo 15,615
transcritos. La longitud media de transcrito (N50) fue 1,157 pb y el porcentaje de GC fue
39.55%. Se anotaron por ontologia génica 7,708 transcritos (Figura 1).

Nimero de Secuencias
0 2,500 5,000 7,500 10,000 12,500 15,000

Total

Solo con
InterProScan

Con Blast
(sin hits)

Con hits
de Blast

Conmapeo :|

Con
anotaciones
GO

Figura 1. Distribucion por mddulo de Blast2GO de las secuencias analizadas de A. ludens.

Se obtuvo el nimero de transcritos por categoria GO con un término GO asociado (Figura 2).
Los principales términos de ontologia génica (GO) en la categoria de Componente Celular
fueron: “intracelular” (3,790), “parte intracelular” (3,629) y “organelo intracelular” (2,975); en
la categoria de Funcion Molecular fueron: “union de i6n” (2,037), “unioén de compuesto ciclico
organico” (1,972) y “union de compuesto heterociclico” (1,963); y en la categoria de Proceso
Biologico fueron: “proceso celular de organismo simple” (3,889), “proceso metabolico de
sustrato organico” (3,653), “proceso metabolico primario” (3,456) y “proceso metabolico
celular” (3,352).
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Figura 2. Gréficas de pastel nivel 3 de los términos GO por categoria. Arriba;: Componente celular; Centro: Funcion

molecular; Abajo: Proceso bioldgico. Los nimeros corresponden a la cantidad de secuencias con el término GO

indicado.
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Transcritos candidatos de proteinas de percepcion de olores

Se identificaron y anotaron 19 transcritos candidatos correspondientes a OBPs, 1 transcrito de
SNMP (AludSNMP1) y 2 transcritos de CSPs (AludCSP3 y AludCSP4) (Cuadro 1). La longitud
de los transcritos candidatos de OBPs vario desde 251 hasta 997 pb. Para AludSNMP1,
AludCSP3 y AIludCSP4 las longitudes fueron: 391, 466 y 575 pb, respectivamente. Se
encontraron dos isoformas para AludOBP56a. Los transcritos AludOBP19a-1 y AludOBP19a-2
corresponden a genes diferentes. La similitud media para las OBPs con sus respectivos hits se
encontré entre 55.55% y 90.4%. Las similitudes medias de AludCSP3 y AludCSP4 fueron:
85.25% y 89.15%, respectivamente; y de AludSNMP1 fue: 88.8%.

Cuadro 1. Similitud media de los transcritos de A. ludens con secuencias homologas en otros dipteros.

Transcrito Similitud e-value* Transcrito Similitud e-value*
media media

AludOBP8a 66.35% 3.96X108 AludOBP83a-like 90.4% 4.71X10°8
AludOBP19a 86% 5.32X10%3 AludOBP83ef 71.05% 3.03X10168
AludOBP19d 59.45% 6.46X104 AludOBP83g 87.9% 1.57X10°77
AludOBP19d-like-1 77.75% 1.56X102 AludOBP84a-like 73.2% 1.82X1078
AludOBP19d-like-2 64.4% 2.56X10% AludOBP99a-like 83.9% 3.86X10%
AludOBP28a-like 75% 1.25X10% AludOBP99b 73% 8.56X1072
AludOBP49a 55.55% 6.75X1072 AludOBP99c 56.7% 3.81X10%
AludOBP50c 57.75% 2.94X10°116 AludOBP OS F 81.85% 2.76X10%
AludOBP56a-1 64.65% 1.17X10% AludCSP3 85.25% 3.25X107
AludOBP56a-2 64.6% 1.6X10 AludCSP4 89.15% 1.51X10%!
AludOBP57c-like 65.3% 4,72X10°%8 AludSNMP1 88.8% 5.37X10°77

*e-value del mejor resultado de la busqueda con BLASTX.

Las especies con las que se encontré mayor similitud mediante BLAST para las OBPs fueron A.
fraterculus, A. obliqua, Bactrocera dorsalis, B. oleae y B. cucurbitae, todas pertenecientes a la
familia Tephritidae (Cuadro 2 y A5). En A. ludens se identificaron OBPs no reportadas en otras
especies estudiadas del género Anastrepha: AludOBP28a-like, AludOBP50c, AludOBP83a-like,
AludOBP84a-like, y AludOBP OS F. Para AludSNMP1 y AludCSPs no se encontraron
homologos dentro del género Anastrepha, aunque si dentro de la familia Tephritidae como

Bactrocera dorsalis, B. oleae y C. capitata (A6).
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Cuadro 2. Cobertura de los transcritos de OBPs de A. ludens con OBPs de dipteros.

Longitud en A. ludens  Cobertura (Long. de la secuencia en aa / long. del hit en aa)

Transcrito pb aa Afra Aobl Bdor Bole Ccap Otros
AludOBP8a 721 240.3 155/155* 155/155* 154/159 154/159 157/162 129/155°
AludOBP19a 395 131.7 - 94/148*  94/148  94/148  94/147  94/162*
AludOBP19d 654 218 - - 140/144 140/143 140/142 146/150!
AludOBP19d-like-1 276 92 68/156*  68/156*  68/157  68/157  68/158 -
AludOBP19d-like-2 282 94 - - 92/144  93/143  54/79  71/150*
AludOBP28a-like 251 83.6 - - 82/147  82/147  82/147 -
AludOBP49a 611 203.7 199/189* 199/189* 199/209 183/206 202/221 191/212*
AludOBP50c 942 314 138/258* 258/258*  240/250 - 255/253 -
AludOBP56a-1 848 282.7 121/121* - 165/165 165/165 165/165 95/1373
AludOBP56a-2 798 266 121/121* - 165/165 165/165 165/165 95/137*
AludOBP57c-like 693 231 164/177* 164/177* 154/184 150/184 138/186 80/148°
AludOBP83a-like 685 228.3 - - 139/148 130/148 130/148 128/149*
AludOBP83ef 997 332.3 254/254*  254/254* 274/274 243/268 291/584 212/245!
AludOBP83g 981 327 142/142* 141/141* 123/142 123/142 124/142 122/1461
AludOBP84a-like 650 216.7 - - 141/167 141/167 142/178 116/174?
AludOBP99a-like 810 270 150/150* 150/150* 135/149 135/149 135/149 133/1512
AludOBP99b 549 183 152/152* 152/152* 125/151 147/154 127/149 126/149*
AludOBP99c 603 201 117/117 - 139/149 139/149 139/149 139/151!
AludOBP OS F 956 318.7 - - 155/155 155/145 157/157 158/174!
AludCSP3 466 155.3 - - 121/156 121/156 126/162 106/155!
AludCSP4 575 191.6 - - 111/111 111/111 111/111 100/112%
AludSNMP1 391 130.3 - - 129/535 129/535 129/535 129/551!

Afra: A. fraterculus; Aobl: A. obliqua; Bdor: Bactrocera dorsalis; Bole: B. oleae; Ccap: Ceratitis capitata; *: D.
melanogaster; 2 D. persimilis; 3 D. pseudoobscura; 4 D. virilis; % D. willistoni; *: Comparacion realizada

utilizando BLASTP, posterior al proceso de anotacion.

Ontologia génica de proteinas de percepcién de olores
Como se esperaba el término “unidon a olor” fue reportado para la mayoria de los transcritos

dentro de la categoria GO de funcion molecular, excepto para el transcrito AludOBP Olfactory
Specific F, el cual present6 “union de feromona” y “unioén de fenilalquilamina” como funciones
moleculares (Cuadro 3). En AludSNMP1 destacan los términos ‘“actividad scavenger”,

“componente integral de membrana plasmatica” y “respuesta a feromona”. Ambos AludCSPs
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presentaron el término “componente integral de membrana”, lo cual resulta poco consistente con

secuencias de CSPs de otros tefritidos, las cuales estan reportadas como proteinas solubles.

Cuadro 3. Términos GO de los transcritos de percepcion de olores.

Proteina Longitud Términos GO
final (aa)

AludOBP8a 156 F: union de olor

AludOBP19a 94 F: union de olor; C: componente integral de membrana

AludOBP19d 143 F: union de olor

AludOBP19d-like-1 93 F: union de olor

AludOBP19d-like-2 68 F: unién de olor

AludOBP28a-like 83 F: union de olor

AludOBP49a 203 F: union de olor

AludOBP50c 258 F: union de olor

AludOBP56a-1 166 F: union de olor

AludOBP56a-2 166 F: unién de olor

AludOBP57c-like 164 F: unién de olor; C: componente integral de membrana

AludOBP83a-like 180 F: unién de olor

AludOBP83ef 295 F: unién de olor

AludOBP83g 143 F: union de olor; C: region extracelular; P: percepcion sensorial de estimulos
guimicos

AludOBP84a-like 182 F: union de olor

AludOBP99a-like 153 F: union de olor

AludOBP99b 163 F: unién de olor

AludOBP99c 141 F: unién de olor

AludOBP OS F 155 F: union de feromona, unién de fenilalquilamina; C: region extracelular; P:
percepcion sensorial de estimulos quimicos

AludCSP3 122 F: union a feromona; C: componente integral de membrana, region extracelular;
P: percepcion sensorial de estimulos quimicos.

AludCSP4 127 C: componente integral de membrana, regién extracelular.

AludSNMP1 129 F: actividad de receptor scavenger; C: componente integral de membrana

plasmética, dendrita, cuerpo de célula neuronal; P: homeostasis de lipidos,
adhesion celular, receptor de superficie celular en ruta de sefializacion,
respuesta a feromona, deteccidon de estimulos quimicos involucrados en la

percepcion de olor, respuesta de defensa.

F: funcion molecular; C: componente celular; P: proceso celular.

16



Caracteristicas de las AludOBPs

Los resultados obtenidos mediante la anotacion de la libreria de cDNA de A. ludens coinciden
con los obtenidos por otros autores, quienes sefialan a las OBPs como las proteinas mas
abundantes de entre todo el repertorio involucrado en la percepcion de olores (Wu et al., 2015).
Entre las 19 OBPs identificadas se encontraron miembros de las subfamilias Clasica, Menos-C,

Més-C y Dimero con los residuos de cisteina caracteristicos de las subfamilias (Figura 3 y A7).

Cc1
AludOBP99b 0] A TNEDLVEARKQCVISKL|ST. . . v oot v v v n ..
AfraOBP99b SDY[VVE .« v e et e e e e e e e e TNEDLVEARKQCVISKLIST|. « v« o v v o v v e ..
AoblOBP99b SDY[VVE e ¢ v o v et e e e e e e e e e e e e TNEDLVEARKHCVSKLST/. . o« o v v v v vt
CcapGOBP99%a SDYVVE e o v e et et e e e e e TGEDLARYRDQCVAKLISI. . o oo v e v ..
RzepGOBP99b AD[YIVVK e ¢ v vt it e e e e e e e e e e e e SKEDLAHARDHCVISKLTI. . « « o v v v v n
Cc2 C3
AludoBP99b ...PDDLVEKYRKWEYPDDEKSRCFLK/CIFEQF|GLYDPEXG. FpIH[KIHHQLE/GDKVDHS
AfraOBP99b ...PDDLVEKYRKWEYPDDEKSRCFLKCIFEQF|/GLYDDEKG.FDIHKIHHQLEGDKVDHS
AoblOBP99b ...PDDLVEKYRKWEYPDDEKSRCFLK|CIF|EQ[FGLYDDEKG. FDTHKIHHQLEGDKVDHS
CcapGOBP99a .. .PADLVEKYKKWEYPDDEKSRCYL‘KCVLESF‘GL‘FD ‘AKG.FDVHK&HH‘Q‘LG‘G‘GDVDHB
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c4 C5 Cé
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AfraoOBP99b GDVHAKIENCAKEG . ADAADAICITRAYRGITICFLKNNLS « « o« 2 o v v enn LV[KQISV|G|SA .
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Figura 3. Alineamiento de AludOBP99b con varias especies de dipteros. Cisteinas conservadas marcadas C1-C6.

Cuando se compararon con sus secuencias homologas AludOBP19a, AludOBP19d-like-1 y
AludOBP19d-like-2 se observan como secuencias parciales con menor cobertura de sus
homologos. De acuerdo con el alineamiento, la distribucion de los residuos conservados de
cisteina para A. ludens fue: C1-X26.29-C2-X3-C3-X32.43-C4-Xs.10-C5-Xg-C6. La distribucion es
similar a los reportes para éste género (Campanini y de Brito, 2016).

Caracteristicas de SNMP y CSPs olfativos de A. ludens

En A. ludens se identificaron 1 SNMP y 2 CSPs que en namero son menores a las OBPs, lo cual
corresponde con reportes en otras especies. Como en el caso de B. dorsalis, en donde se
reportan tres SNMPs y cuatro CSPs (Wu et al., 2015). El alineamiento entre AludSNMP1 y sus
homologos en Rhagoletis zephyria, C. capitata, B. oleae y D. melanogaster mostré que en la

region de traslape existen varios residuos con la misma identidad (Figura 4).

Por otro lado el alineamiento de AludCSPs obtuvo una cobertura con una longitud similar a la
de CSPs de otros tefritidos. Para AludCSP3 y AludCSP4 la regién central se observo altamente

conservada. Ambas AludCSPs mostraron cuatro residuos conservados de cisteina (Figura 4),
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caracteristicos de este grupo de proteinas. La distribucién de las cisteinas fue: C1-Xe-C2-X1s-
C3-Xz-C4.
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Figura 4. Alineamientos de proteinas de la ruta olfativa en A. ludens con sus homologos en otros dipteros. Arriba:
Alineamiento de SNMPs; Abajo: Alineamiento de CSPs.
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Analisis de la filogenia de proteinas de percepcion de olores

Analisis filogenético de AludOBPs vs DmelOBPs
La clasificacion de las OBPs de A. ludens se realizd mediante su comparacion con secuencias de
D. melanogaster a través de un andlisis filogenético por ML y bootstrap de 1000 réplicas
(Figura 5). Lo que permitio ubicar las AludOBPs en subfamilias. De acuerdo con esta
clasificacion 13 secuencias se asignaron a la subfamilia Clasica, 3 a la Menos-C, 2 a la Mas-C y

1 a la subfamilia Dimero. EI grupo ABPII ha sido descrito para Drosophila y no esta distribuido
de forma equitativa en los dipteros.
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Figura 5. Relaciones filogenéticas de las OBPs de A. ludens y D. melanogaster (AludOBPs y DmelOBPs,
respectivamente). Las ramas estan coloreadas de acuerdo con la subfamilia de la secuencia. El soporte de las ramas
se muestra como valores de bootstrap.
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Por otro lado la reconstruccion filogenética por ML de las relaciones entre OBPs de especies
con mayor porcentaje de similitud con los transcritos de A. ludens mostr6 que las OBPs de A.
ludens se agruparon principalmente con secuencias homologas de A. obliqua, A. fraterculus y B.
dorsalis, todas miembros de la familia Tephritidae (Figura 6). En éste caso, los grupos que se
forman por las proteinas coinciden con la clasificacion de OBPs descrita por otros autores
(Campanini y Brito, 2016; Siciliano et al., 2014; Wu et al., 2015; Zheng et al., 2013). En esta
reconstruccion de la historia evolutiva de los transcritos se observa que cada OBP de A. ludens
se agrupa con su correspondiente OBP en otra especie, dentro de estas las que presentan mayor
similitud en la composicion de residuos de aminoacidos y por lo tanto menor longitud entre
ramas fueron A. ludens con A. fraterculus y A. obliqua. Asi mismo se observa la formacion de
grupos en donde la subfamilia Clésica y Mas-C se agrupan por un lado y las subfamilias Menos-
C y Dimero por otro. Dentro de estos grupos se observan procesos de diversificacion entre las
OBPs de la subfamilia Cléasica y la subfamilia Mas-C. Esto mismo se puede observar en los
miembros de las subfamilias Menos-C y Dimero. El grupo de la subfamilia Menos-C incluye a
OBP8a, OBP83g, OBP99a-like, OBP99b y OBP99c, de las cuales OBP83g y OBP99b se
agruparon con OBPs miembros de la subfamilia Clasica en el arbol de AludOBPs y DmelOBPs.
Sin embargo, debido a que A. ludens se encuentra méas relacionado con A. fraterculus y A.

obliqua, OBP83g y OBP99b fueron entonces clasificados como Menos-C.
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Figura 6. Relaciones filogenéticas de las OBPs de A. ludens y sus homologos. Las ramas estdn coloreadas de

acuerdo con la subfamilia de la secuencia. El soporte de las ramas se muestra como valores de bootstrap.

La proteina AludOBP8a se clasific6 como Menos-C en el arbol de secuencias con mayor valor
de similitud, debido a que se agrup6 con AfraOBP8a y AoblOBP8a; ambas secuencias
clasificadas en la misma subfamilia. De manera similar la clasificacion para AludOBP83g fue
diferente de DmelOBP83g, que pertenece a la subfamilia Clasica. De acuerdo con el grupo
formado por AfraOBP83g y AoblOBP83g, AludOBP83g se trata de un miembro de la
subfamilia Menos-C. Esto se puede deber a la similitud entre A. ludens, A. fraterculus y a A.
obligua y a medida que se cuenta con mayor informacion sobre especies relacionadas las

inferencias filogenéticas pueden predecir con mayor probabilidad la historia evolutiva de las
proteinas.
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En el arbol se observa un grupo integrado por proteinas OBP83ef (Dimero), el cual en trabajos
anteriores con D. melanogaster se observé que esta relacionado con miembros de la subfamilia
Clésica (Camapini y Brito, 2016), sin embargo en la reconstruccion filogenética de este analisis
se agrupa con miembros de la subfamilia Menos-C. Esto Ultimo coincide con otros trabajos, los
cuales integran OBPs de diferentes grupos de insectos (Sanchez-Gracia et al., 2009), y sefialan
que las OBPs Dimero se encuentran conformadas por dos OBPs Menos-C consecutivas
(S&nchez-Gracia et al., 2009). La subfamilia Mas-C incluyé a dos miembros: AludOBP49 y
AludOBP50c. Por lo que la subfamilia Clasica fue la mas abundante con 11 transcritos de OBPs
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Clasificacion de las OBPs en A. ludens.

OBPs Subfamilia ~ Cys conservadas/ OBPs homdlogas en el género Anastrepha
Cys totales

AludOBP8a Menos-C 5/5 AfraOBP8a, AoblOBP8a
AludOBP19a Clasica 5/5 AoblOBP19a
AludOBP19d Clasica 6/7 -
AludOBP19d-like-1 Clésica 3/3 AfraOBP19d, AoblOBP19d
AludOBP19d-like-2 Clésica 3/3 AfraOBP19d, AoblOBP19d
AludOBP28a-like Clasica 3/4 -
AludOBP49a Més-C 3/12 AfraOBP49a, AoblOBP49a-1
AludOBP50c Méas-C 4/14 AfraOBP50a-1, AfraOBP50a-2, AchlOBP50a
AludOBP56a-1 Clasica 6/10 -
AludOBP56a-2 Clasica 6/10 -
AludOBP57c-like Clésica 6/6 AfraOBP57c, AoblOBP57¢
AludOBP83a-like Clasica 6/7 -
AludOBP83ef Dimero 6/14 AfraOBP83es, AoblOBP83ef
AludOBP83g Menos-C 6/7 AfraOBP83g, AoblOBP83g
AludOBP84a-like Clasica 6/8 -
AludOBP99a-like Menos-C 4/5 AfraOBP99c, AoblOBP99c
AludOBP99b Menos-C 6/6 AfraOBP99b, AoblOBP99b
AludOBP99c Menos-C 4/4 -
AludOBP OS F Clasica 6/6 -
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Analisis filogenético de AludSNMP1
En la reconstruccion de esta proteina, con base en la region de sobre posicion que se presentd
con la secuencia de A. ludens en el alineamiento, se observa que AludSNMP1 se agrup6 con el
SNMP1 de Rhagoletis zephyria (bootstrap=0.323). En tanto que las SNMP1 provenientes de
Ceratitis capitata y Bactrocera dorsalis formaron un grupo aparte con un soporte de bootstrap
de 0.511. La SNMP1 de D. melanogaster es la més distante con respecto a los otros dos grupos
(Figura 4). La confiabilidad de las ramas es baja, lo que se puede asociar con el reducido
numero de secuencias disponibles de esta proteina, sin embargo permite sefialar que la secuencia

de SNMP1 en A. ludens tiene mayor relacion con la familia Tephritidae que con Drosophilidae.

AludSNMP1

0,323

e RzepSNVPT

CcapSNMP1

BoleSNMP1

DmelSNMP1_A

0.04

Figura 7. Relaciones filogenéticas de las SNMPs de A. ludens y sus homdlogos en otros dipteros. El soporte de las

ramas se muestra como valores de bootstrap.
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Analisis filogenetico de AludCSPs
En el analisis filogenético de los transcritos de CSPs con dos secuencias de A. ludens y seis
secuencias de CSPs, se observa que los dos transcritos identificados como CSP formaron grupos
independientes, por un lado AludCSP3 se agrupa con BoleA10 de B. oleae, mientras que
AludCSP4 se agrupa con BdorCSP4 de B. dorsalis, en ambos casos las especies pertenecen a las

moscas de la fruta de la familia Tephritidae.

La probabilidad de que las relaciones sean verdaderas es mayor por tener mas informacion de
estos genes y proteinas en especies relacionadas con las cuales se puede comparar, lo que se
refleja en el mejor soporte de bootstrap de las ramas, principalmente en AludCSP4 y BdorCSP4

con bootstrap de 0.832.
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Figura 8. Relaciones filogenéticas de las CSPs de A. ludens y sus homdlogos en otros dipteros. El soporte de las

ramas se muestra como valores de bootstrap.
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DISCUSION

Distribucion de cisteinas en las OBPs y CSPs de A. ludens
En este estudio se encontraron 19 OBPs candidatas, mediante ensamble de novo, expresadas en

cabezas de adultos jovenes de A. ludens. Para los cuales los residuos de cisteina y su
distribucion espacial son fundamentales para su clasificacion. En el caso de la subfamilia
Cléasica en Drosophila, que es la especie mas estudiada, su distribucion es: X22.6s-C1-X25.68-C2-
X3-C3-X31-46-C4-Xg.29-C5-Xg9-C6-Xs5.71  (Pikielny et al., 1994), donde X, es cualquier
aminoacido. Esta distribucion indica que la distancia entre C2 y C3, al igual que entre C5 y C6,
es muy corta: tres residuos para la primera y de ocho a nueve para la segunda. La distribucion en
esta subfamilia dentro del género Anastrepha es diferente y corresponde: C1-X24.33-C2-X3-C3-
X35.47-C4-Xg.18-C5-Xg-C6 (A. fraterculus) y C1-X24.37-C2-X3-C3-X3s5.42-C4-Xg-12-C5-Xg-C6 (A.
obliqua) (Campanini y Brito, 2016). Estas ultimas fueron similares a la distribucion obtenida
mediante el alineamiento de las OBPs de A. ludens con sus homélogos; en donde la distancia
entre C2 y C3 fue de tres residuos, lo que al parecer es una constante para OBPs a través de
diferentes grupos de insectos (Xu et al., 2009). Se observa un caso similar con el nimero de
residuos entre C5 y C6, donde la distancia es muy cercana a 8 residuos: en D. melanogaster esta
entre 8 y 9 residuos, mientras que para el género Anastrepha, incluyendo A. ludens, es

exactamente de 8.

La presencia de cisteinas en los diferentes grupos de insectos es variable. La clasificacion de
AlduOBP8a con secuencias de D. melanogaster agrupo a esta proteina dentro de la subfamilia
Clasica, sin embargo en el alineamiento y analisis realizado con secuencias de mayor similitud,
se encontr6 que AludOBP8a se agrup6 con las OBP8a de A. fraterculus y A. obliqua. Tanto
AludOBP8a como AfraOBP8a y AoblOBP8a carecen de C2 y poseen una cisteina cerca de C5,
lo anterior sumado a la similitud de la secuencia, permitieron clasificar a AludOBP8a como
miembro de la subfamilia Menos-C. Al igual que OBP8a, la clasificacion se modificd para
AludOBP99c, puesto que tanto AludOBP99c como AfraOBP99c y AobIBP99c no presentan C2
y C5. AludOBP83g también cambio su clasificacion, debido a que se agrup6 con AfraOBP83g y
AoblOBP83g, ambos pertenecientes a la subfamilia Menos-C (Campanini y Brito, 2016).

En el caso de la proteina de la subfamilia Dimero, AludOBP83ef, esta tuvo un total de 14

residuos de cisteina, al presentar dos dominios de OBPs consecutivos, los cuales coinciden con
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la descripcion de proteinas para este grupo, AludOBP83ef presentd mayor niumero de cisteinas
que A. fraterculus y A. obliqua (12 residuos) y que B. dorsalis y D. melanogaster (13 residuos).
Los residuos adicionales presentes en esta OBP de A. ludens se ubicaron al inicio de la

secuencia.

Algunos miembros de la subfamilia Menos-C en A fraterculus y A. obliqua difieren de los
presentes en A. ludens. Los OBPs de los primeros mostraron tres residuos de cisteina previos a
C1 y tres posteriores a C6 (Campanini y Brito, 2016), mientras que en A. ludens las OBPs son
mas similares a D. melanogaster: AludOBP49a tiene cinco residuos de cisteina antes de C1, dos
al final y uno entre C4 y C5. Una situacion similar se observo en AludOBP50c y DmelOBP50c,

en este caso ambos presentan 12 residuos con una distribucion similar a lo largo de la secuencia.

Finalmente las CSPs tienen generalmente una longitud de 100 a 120 residuos de aminoacido y
se encuentran muy conservadas entre especies (Xu et al., 2009). El rango de longitud de las
BdorCSPs se encuentra entre 111-156 residuos (Wu et al., 2015), mientras que AludCSP4 tiene
una longitud de 127 residuos y AludCSP3 de 122 residuos. Ambas proteinas presentaron una
logitud similar a la de otros BdorCSPs. El patron de distribucion de estas proteinas reportado en
dipteros es: C1-Xs.s-C2-X1819-C3-X2-C4 (Xu et al., 2009), patrén que coincide con el obtenido
en el alineamiento de este estudio: C1-Xg-C2-X18-C3-X2-C4. En ortdpteros como Schistocerca
gregaria también se presentan cuatro cisteinas conservadas. Estas cisteinas forman puentes
disulfuro entre residuos cercanos (Cys29-Cys38 y Cys57-Cys60), con 9, 19 y 3 residuos de
distancia entre C1 y C2, C2y C3, y C3y C4, respectivamente (Xu et al., 2009).

Clasificacion de las OBPs de A. ludens
Las OBPs forman una familia de proteinas con alrededor de seis residuos de cisteina

conservados en posiciones caracteristicas y que ademas presentan un extremo N-terminal
divergente (Hekmat-Scalfe et al., 2002; Ramsdell et al., 2010). Las OBPs son secretadas y
liberadas en la linfa antenal por las células auxiliares, presentan una sefial secretora dividida en
una region N-terminal, una region central hidrofébica y una region C-terminal polar (von-
Heijne, 1986). Con base en la identificacion de estas regiones conservadas, las herramientas
informaticas actuales permitieron la identificacion y anotacion de secuencias homologas de A.
ludens. El nUmero de transcritos identificados es similar al nimero de OBPs en otras especies

del mismo género como: A. fraterculus (23 OBPs) y A. obliqua (24 OBPs) (Campanini y Brito,
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2016). De entre las 19 OBPs encontradas en A. ludens, solo 12 han sido reportadas en adultos de
A. fraterculus y A. obliqua, por lo que es probable que existan OBPs aln sin describir en A.
ludens. Sin embargo con relacion al nimero de transcritos descritos en dipteros se observa una
gran variacion en cuanto al nimero reportado en diferentes especies, por ejemplo en D.
melanogaster, la especie mejor descrita, se conocen 63 transcritos correspondientes a 52 genes
(Hekmat-Scafe et al., 2002); en B. dorsalis 34 transcritos correspondientes a 25 genes y en
Ceratitis capitata 17 transcritos para 14 genes (Gomulski et al., 2008; Siciliano et al., 2014; Wu
et al., 2015; Zheng et al., 2013).

En relacion a la longitud de OBPs en otros tefritidos se sefiala que existe variacion en la
longitud de estas proteinas, por ejemplo en B. dorsalis se encontrd que la longitud de OBPs
completas fue de 134 a 274 residuos de aminoacido (Wu et al. 2015); en C. capitata de 124 a
177 residuos (Siciliano et al., 2014); en Rhagoletis suavis de 124 a 164 residuos (Ramsdell et
al., 2010); y en A. fraterculus y A. obliqua de 121 a 258 residuos (Campanini y Brito, 2016). En
el caso de A. ludens se encontré que la longitud varié de 68 a 295 residuos, la mas larga fue
AludOBP83ef correspondiente a la subfamilia Dimero. Sin embargo, algunas de estas OBPs se
obtuvieron como secuencias parciales probablemente debido al tipo de ensamble por lo que se
requiere de la incorporacion de mas librerias con diferentes condiciones o repeticiones para
determinar el nimero de OBPs en A. ludens. Las secuencias que se detectaron como parciales
fueron: AludOBP19a, AludOBP19d-like-1 y AludOBP19d-like-2, las cuales requieren de
estudios posteriores.

Con respecto a la clasificacion en subfamilias de las AludOBPs, esta fue muy similar a la de las
OBPs de A. fraterculus y A. obliqua (Campanini y Brito, 2016). A. fraterculus presentd 10
OBPS en las subfamilia Clasica, 6 en Menos-C, 5 en Mas-C y 2 Dimero; A. obliqua present6 10
OBPS en las subfamilia Clésica, 7 en Menos-C, 5 en Méas-C y 2 Dimero. En A. ludens 11 OBPs
pertenecen a la subfamilia Clasica, 5 a la Menos-C, 2 a la Mas-C y 1 a la subfamilia Dimero. El
cambio en la clasificacion de AludOBP8a y AludOBP83g se soporta en el analisis de filogenia

con sus homdlogos de especies relacionadas (Figura 6).

De la familia Dimero se han sefialado dos miembros: OBP83cd y OBP83ef, presentes en D.
melanogaster, A. obliqua, A. fraterculus y B. dorsalis. En A. ludens s6lo se encontrd a

OBP83ef. Esto puede ser debido al estado de desarrollo que se evalu6 puesto que en B. dorsalis
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esta OBP solo se encontrd en los estados de huevo y pupa (Wu et al., 2015). Esta proteina ha
sido ampliamente descrita en D. melanogaster y se ha encontrado en otros tefritidos, por lo que
probablemente sea necesario incrementar el nimero de librerias o de etapas analizadas del ciclo
de vida para incrementar la posibilidad de encontrarla. Otros transcritos identificados en A.
fraterculus y A. obliqua por Campanini y Brito (2016) que se encuentran dentro del género y
que no se identificaron en A. ludens fueron: OBP19b, OBP19c, OBP47b, OBP50a, OBP50e,
OBP56d, OBP56h, OBP59a, OBP83cd y OBP99d. En este estudio se utilizaron tres estados
reproductivos para hembras y dos para machos, por duplicado, para un total de diez librerias por
especie, por lo que es probable que el incremento en el nimero de repeticiones permita

identificar un mayor nimero de transcritos de los que se reportan en este estudio.

Posibles sitios de expresion de las proteinas identificada
El nimero de estudios de expresion en tejidos para estas proteinas es reducido y en C. capitata

se ha encontrado que el OBP83a se expresa principalmente en antena y palpos maxilares, en
cambio en B. dorsalis solo se expresa en antena. CcapOBP8a, CcapOBP44a, CcapOBP49a,
CcapOBP56d y CcapOBP99d se expresan en oOrganos olfativos (sénsulos antenales y palos
maxilares), y en algunas otras partes del cuerpo en ambos sexos (Siciliano et al., 2014). Por el
momento se puede sefialar que en A. ludens las proteinas identificadas se encuentran en cabeza,

sin embargo se requiere de estudios especificos para determinar su expresion en tejidos.

Este tipo de estudios en el manejo de la mosca mexicana de la fruta pudiera aplicarse incluso en
el control de calidad de las moscas que se utilizan en la técnica del insecto estéril. En esta
técnica se emplea radiacion, que produce efectos laterales, los cuales pueden afectar la
capacidad de las moscas de responder a olores, evitando que tengan una copulacion exitosa
(Bosa et al., 2016; Nakamura et al., 2016). Adicionalmente las OBPs al ser las primeras
proteinas que intervienen en el reconocimiento de los olores son candidatos para el control de
plagas de importancia. Nakamura et al. (2016) identificaron a AoblOBP19d-2, AoblOBP56a y
AoblOBP99c como candidatos para el control de esta especie a partir de estudios con A.
fraterculus. Estas mismas proteinas han sido identificadas en este estudio para A. ludens. En A.
obligua AoblOBP99c se expresa en mayor cantidad en machos y AoblOBP56a en hembras
virgenes, al parecer AoblOBP56a esta regulado por el contacto con el esperma del macho. La

expresion de este gen en machos se incrementd después de copular (Nakamura et al., 2016).
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Otro gen que puede ser de interés en el manejo de plagas es OBP19d-2, el cual puede estar
asociado con la identificacion de hospedero. En A. ludens se construy6 una libreria como un
pool de hembras y machos jovenes, por lo que hasta este momento no es posible detectar
diferencias genes asociados al dimorfismo sexual. Sin embargo podrian buscarse candidatos

con aproximaciones similares.

Con respecto a las CSPs, en trabajos como el de Wu et al. (2015), se identificaron 4 BdorCSPs
(BdorCSP1 a BdorCSP4) y se han realizado estudios de expresion diferencial, en los que se
encontré que BdorCSP3 fue la Unica que se presentd exclusivamente en antenas de hembras y
machos en cambio BdorCSP4 se encontr6 en antenas, palpos, torax, patas, abdomen y alas en
ambos sexos, por lo que probablemente ocurra algo similar con la expresion en A. ludens debido
a la similitud en la secuencia y a la cercania de las especies. De ser este el caso AludCSP3
podria tener principalmente funciones asociadas con la percepcion de olores, mientras que
AludCSP4 podria intervenir en transporte de precursores feromonales. Sin embargo se requieren

estudios posteriores para tener un mejor entendimiento de estos genes y sus proteinas.

Con respecto a las SNMPs, tnicamente se identificé una (SNMP1), mientras en otros trabajos
como el de Wu et al. (2015), se encontraron tres SNMPs con un alto nivel de identidad (superior
al 80%) debido a que la familia CD36 se encuentra altamente conservada. En tanto que Liu et
al. (2016) quienes también trabajaron con B. dorsalis identificaron 4 SNMPs correspondientes a
dos genes (SNMP1 y SNMP2). En D. melanogaster se conocen Unicamente dos SNMPs (Liu et
al., 2016), por lo que la presencia de una SNMP constituye una aportacion significativa, sin
embargo el alineamiento con secuencias de especies relacionadas indica que la secuencia de
AludSNMP1 pudiera estar incompleta, puesto que sélo la region terminal se alineo con esta
fraccion en proteinas pertenecientes a las especies Rhagoletis zephyria, Ceratitis capitata, B.
dorsalis y D. melanogaster. Sin embargo es posible observar que la similitud media de dicha
seccion fue elevada, 88%. Ninguna SNMP ha sido reportada hasta la fecha en Anastrepha. Sin
embargo, esta misma proteina en ensayos con mutaciones en D. melanogaster demostro su
importancia para regular la respuesta de un componente feromonal, incrementando la velocidad
de activacion e inactivacion del receptor (Li et al.,, 2014). En B. dorsalis se encontrd que
SNMP1 se expresd con mayor intensidad en antena tanto de hembras como machos y en patas.

Sin embargo, en estas ultimas la expresion fue minima (Wu et al., 2015). Por lo que, en A.
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ludens, SNMPL1 podria tener un papel relacionado con la respuesta feromonal de los receptores

de olores.

Finalmente, los estudios sobre el olfato en insectos y en particular la identificacion de OBPs a
través de secuenciacion de siguiente generacion y analisis bioinforméticos, son cada vez mas
frecuentes debido a la relativa accesibilidad para obtener los datos de esta manera. Estos
estudios contribuyen al entendimiento de los patrones de diversificacion y de los sistemas de
comunicacion. El valor predictivo de estas técnicas computacionales se ha utilizado
recientemente en ecologia quimica reversa, en donde ha adquirido gran importancia y se ha
empleado exitosamente para predecir semioquimicos para OBPs en tefritidos como B. dorsalis
(Kamala-Jayanthi et al., 2014).
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CONCLUSIONES
La mosca mexicana de la fruta A. ludens es una de las plagas de gran importancia para la
citricultura en Meéxico. El generar informacion sobre las proteinas involucradas en la
comunicacion quimica de la especie puede ayudar a proponer nuevas estrategias de manejo. Los
resultados de esta investigacion sefialan que es posible comparar las secuencias de A. ludens con
secuencias homologas de proteinas que intervienen en la quimiorrecepcion, principalmente
OBPs de especies relacionadas, mediante herramientas bioinformaticas para identificar
candidatos de genes y proteinas para su uso en el manejo de plagas. En este estudio se
identificaron 19 OBPs, 1 secuencia de SNMP y 2 CSPs, las cuales fueron anotadas y
clasificadas. El andlisis de los resultados de este trabajo sefiala que las secuencias obtenidas
estan relacionadas principalmente con dipteros, particularmente de la familia Tephritidae. En el
analisis de filogenia se observd una mejor resolucién al reconstruir la historia evolutiva de las
proteinas con sus homdélogos que cuando se al utilizar nicamente D. melanogaster, por lo que
es probable que a medida que se tenga mas informacion se apoye la identificacion de estas
proteinas en otras especies. Por otro lado, el analisis comparativo de los transcritos con especies
relacionadas permitio detectar la falta de cobertura y la ausencia de algunas proteinas
identificadas en especies cercanas. Debido a lo anterior se requiere de un mayor numero de
repeticiones para incrementar la cobertura y la exploracién de diferentes condiciones que
permitan profundizar en el conocimiento de la comunicacién quimica de esta especie. Sin
embargo, los resultados que aqui se presentan pueden ser la base de futuras investigaciones. Los
avances recientes en el andlisis transcriptomico de proteinas olfativas con técnicas de
secuenciacion de siguiente generacion y en bioinformatica permiten plantear el desarrollo de
nuevas estrategias de manejo de plagas, por lo que es necesario fomentar este tipo de estudios en

especies de importancia econémica para México.
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ANEXOS

Al. Estadisticas basicas de las secuencias forward 1P y reverse 2P antes del control de calidad.
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A2. Estadisticas basicas de las secuencias forward 1P y reverse 2P después del control de

calidad.
Basic sequence stats Baslc sequence stats
lMeasu[e JlVa e J LME&SUFE walue
Flename X01_trimmo 1P fastq Flename X01 trimmo_2P Fastq
Fletype Conventionalbase call Filetype Conventional base call
Encoding Sanger [llumina 1.9 Encoding Sanger /lluming 1.9
Total Sequences 2029353 Total Sequences 2029353
Fltered Sequences 0 Filterad Sequences 0
Sequence length 70-76 Sequence length 7076
%CC % nGC %
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A3. Score de calidad a través de todas las bases de las secuencias antes del control de calidad.

Izquierda. Lectura de forward 1P. Derecha. Lectura de reverse 2P.
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A4. Score de calidad a través de todas las bases de las secuencias después del control de calidad.

Izquierda. Lectura de forward 1P. Derecha. Lectura de reverse 2P.

Qualityscores across all bases (Sanger / lluming 1.9 encoding) Quallty scares across allbases (Sanger  lumina 1.9 encoding)

757 3 ¢ 5 & 7 & 30N AB AW 04 0% @6 0N 12 3 4 5 6 7 8 91044 204 303 4044 5034 6064 0N

Positioninread (bp) Positionin read (bp)
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A5. NUumeros de acceso de las secuencias de OBPs analizadas.

Especie Proteina No. acceso Especie Proteina No. acceso
A. ludens OBP8a - A. fraterculus OBP57c AOWA41546.1
A. fraterculus OBP8a AOW41536.1 A. obliqua OBP57c AOW41526.1
A. obliqua OBP8a AOW41512.1 B. dorsalis OBP57c AKI29013.1
R. zephyria GOBP99a-like-  XP_017472959-1 | C. capitata GOBP57c XP_004522856.1
X2
C. vesuviana OBP2 AMY98993.1 A. ludens OBP83a- -
like
A. ludens OBP19a - C. vesuviana OBP3 AMY98994.1
A. obliqua OBP19a AOW41513.1 R. zephyria PBPR6-like  XP_017493809.1
R. zephyria GOBP19a-like  XP_017462172.1 | C. capitata OBP83a NP_001295333.1
B. dorsalis OBP19a AKI128998.1 A. ludens OBP83ef -
B. cucurbitae GOBP19a XP_011187213.1 | A. obliqua OBP83ef AOW41529.1
A. ludens OBP19d - A. fraterculus OBP83ef AOW41549.1
B. oleae GOBP19d-like  XP_014090132.1 | B. dorsalis OBP83ef AKI129018.1
B. cucurbitae GOBP19d-like  XP_011187246.1 | G. morsitans OBP3 CBA11307.1
morsitans
A. ludens OBP19d-like-1 - A. ludens OBP83g -
A. fraterculus OBP19d AOW41539.1 A. fraterculus OBP83g AOWA41550.1
A. obliqua OBP19d AOW41516.1 A. obliqua OBP83g AOW41530.1
R. zephyria GOBP19d-like  XP_017468799.1 | B. cucurbitae OBR2 AMHB85963.1
A. ludens OBP19d-like-2 - C. capitata GOBP99a XP_004523508.1
C. capitata GOBP19d-like  XP_004525139.1 | A. ludens OBP84a- -
like
B. oleae GOBP19d- XP_014090156.1 | B. cucurbitae GOBP84a-  XP_011184805.1
like-2 like
B. tau GOBP19d AKN10577.1 B. oleae GOBP84a-  XP_014097710.1
like
A. ludens OBP28a-like - C. capitata GOBP84a-  XP_012158643.1
like
R. zephyria GOBP28a-like ~ XP_017469008.1 | A.ludens OBP99a- -
like
B. oleae GOBP28a-like  XP_014095310.1 | A. fraterculus OBP99c AOWA41553.1
B. cucurbitae GOBP28a-like ~ XP_011193147.1 | A. obliqua OBP99c AOW41533.1
A. ludens OBP49a - R. zephyria GOBP99a XP_017464529.1
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A5 (continuacion). Numeros de acceso de las secuencias de OBPs analizadas.

Especie Proteina No. acceso Especie Proteina No. acceso
A. fraterculus OBP49a AOW41541.1 | B. cucurbitae GOBP99a-like ~ XP_011184698.1
A. obliqua OBP49a-1 AOW41518.1 | A. ludens OBP99b -
R. zephyria GOBP68-like ~ XP_017460912.1 | A. fraterculus OBP99b AOW41552.1
B. dorsalis OBP50e AKI129007.1 A. obliqua OBP99b AOW41532.1
A. ludens OBP50c - C. capitata GOBP99a-2 XP_004521183.1
A. obliqua OBP50a AOW41520.1 | R. zephyria GOBP99b XP_017472956.1
A. fraterculus OBP50a-1 AOWA41556.1 | A. ludens OBP99c -
A. fraterculus OBP50a-2 AOWA41557.1 | A. fraterculus OBP99a-like AMB61034.1
B. dorsalis OBP50c AKI29006.1 C. capitata GOBP99a-3 XP_004521186.1
A. ludens OBP56a-1 - D. bipectinata GOBP99a XP_017100048.1
A. fraterculus OBP56a-like AMB61033.1 D. OBP99c ABW?78556.1
melanogaster
R. zephyria GOBP56a-like  XP_017479701.1 | A. ludens OS-F -
C. capitata GOBP56a-like-  XP_004517900.1 | B. dorsalis PBPR6 XP_011212461.1
X1
B. cucurbitae OBR AMH85959.1 B. cucurbitae PBPR6 XP_011191644.1
A. ludens OBP56a-2 - C. capitata PBPR6 XP_004523445.1
B. dorsalis OBP56a AKI29008.1 D. OBP83a-C NP_001287190.1
melanogaster
A. ludens OBP57c-like -

A6. Numeros de acceso de las secuencias de CSPs y SNMPs analizadas.

Especie Proteina No. acceso Especie Proteina No. acceso
A. ludens CSP3 - C. stygia CSP AID61323.1
B. cucurbitae A10-X2 XP_011177223.1 | D. melanogaster CSP1 NP_726402.1
B. oleae Al10-X2 XP_0140087038.1 | A. ludens SNMP1 -
B. dorsalis A10-X2 XP_011208559.1 | R. zephyria SNMP1 XP_017492152.1
D. melanogaster 0S-D AAA21358.1 C. capitata SNMP1 XP_004519545.1
A. ludens CSP4 - B. oleae SNMP1 XP_014103416.1
B. dorsalis CSP4 AKI28978.1 D. melanogaster SNMP1-A  XP_001979326.1
G morsitans CSP5 CBA11331.1
morsitans
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AludOBPBa
AfraOBPBa
AoblOBP8a
RzepGOBP 99%a-1like-X2
CvesOBP2
AludOBP1l9a
AoblOBP19a
RzepGOBP19a-like
BdorOBP1%a
BcucGOBP19a
AludOBP19d
BoleGOBP19d-like
BcucGOBP19d-like
AludOBP19d-like-1
AfraOBP19d
AcblOBP19d
RzepGOBP19d-like
AludOBP19d-like-2
CcapGOBP19d-1like
BoleGOBP19d-like
BtauGOBP19d
AludOBP28a-like
RzepGOBP28a-like
BoleGOBP28a-like
BcucGOBP28a-like
AludOBP49a
AfraOBP49%a
AoblOBP49a-1
RzepGOBP68-1like
BdorOBP50e
AludOBP50¢c
AcblOBP50a
AfraOBP50a-1
AfraOBP50a-2
BdorOBP50c
AludOBP56a-1
AfraOBP56a-like
RzepGOBP56a-like

CcapGOBPS56a_isoform X1

BcucOBR
AludOBP56a-2
BdorOBP56a
AludOBP57c-like
AfraOBP57c
AoblOBP57¢
BdorOBP57¢c
CcapGOBP57¢c
AludOBPB83a-like
CvesOBP3
RzepPBPR_6-like
CcapOBP83a
AludOBP83ef
AoblOBP83ef
AfraOBP83ef
BdorOBP83ef
GmorOBP3
AludOBP83g
AfraoBP83g
AocblOBP83g
BcucOBR
CcapGOBP 99%a
AludOBP84a-like
BcucGOBP84a-like
BoleGOBP84a-like
CcapGOBP84a-1like
AludOBP99%a-like
AfraOBP99c
AoblOBP99¢c
RzepGOBP %99%a
BcucGOBP99a-like
AludOBP99%b
AfraOBP9%
AcblOBP99%
CcapGOBP 99%a
RzepGOBP 99
AludOBP99%¢c
AfraOBP99a-like
CcapGOBP 99a
DbipGOBP 99a
DmelOBP99c
AludOBP_OS-F (OBP83a)
BdorPBPR6
BcucPBPR6
CcapPBPR6-like
DmelOBP83a-C

A7. Alineamiento de OBPs de A. ludens con homdélogos en otras especies.
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A7 (Continuacién). Alineamiento de OBPs de A. ludens con homologos en otras especies.

1 10 20
AludOBPS8a [LAF|IMFLE[TFDAFSA. . o v v ...
AfraOBP8a LAFIVFLFTEDAFSA. . o o v v
AcblOBP8a LAFIMFLETEDAFSA. o oo v v ..
RzepGOBP99%a-like-X2 LAYIIFLETECMPIS . . ... ...
CvesOBP2 LAFIILLETECMLIS . o v v v v
AludOBP19a 5L S S S P
AcblOBP19a L ILITVFIILVLQVTRISGG
RzepGOBPl9a-like A T
BdorOBP19a INSFVILATVEIALVLHSDQVSGG
BcucGOBP19a INLEFVILVAVFIALVLRSDQVFGG
AludOBP19d LVIFILVICSLAISYAE . . . . . . ..
BoleGOBP1l9d-like LVFLAICSLVISFSE. .. ... ..
BcucGOBP19d-like VIVIC[LIAIICSILVISHTE . . . . . ...
AludOBP19d-like-1 alafefale]e @ als a0 ofu 0@ a s ua i
AfraOBP19d ITMT(S|. . P TILLADLQPPHYGP
AoblOBP19d e e e e e e e e e e e e MTAFSCFLIF|ITMT|S|. . LPTILLADLQPPHYGP
RzepGOBP19d-like . ....... MNFTVEVRLLFINLVRICGMRVLSVLTICLAISIL. . LPVSMLADPPPPHYDS
AludOBP19d-like—=2 L. e e e e e e e e e e e e elelelelefs + JLAISYAE........
CcapGOBP19d-1like AIIITGSKMTILVVADSKPPHYSS
BoleGOBP19d-like AV|S|SVIF . IIKMAAAESKPPHYSS
BtauGOBP19d VVICLAICSLVIAHTE . o . . o v
AludoBP28a-like ILIAIFCILSGTLSK. ... . AFN
RzepGOBP28a-like VILII|GAFCILNAAVSKA. .. AFN
BoleGOBP2Ba-like ILFARAFCILSAAVSKA. .. .AFN
BcucGOBP28a-like ILIIAALCILSAAVTKA... . .AFN
AludoBP49a = ... ASVDCTKPPRHIPPHMCCP..VPDLSTDELMKQCDQYAGPPPTPPPG. .APPR
AfraOBP49a = ....... ASVDCTKPPRHIPPHMCCP..VPDLSTDELMEK|QCPDIQYAGPPPTPPRG. . APQR
AocblOBP49a-1 . ...... ASVDCTKHPRHIPPHMCCP..VPDLSTDELMEK|QCDIQYAGPPPTPPRG. . APPR
RzepGOBP68-1like . ...... TSVDCTKKPRHVPPHMCCP . .VPDLTTDELMQEICIAQFAGPPPPRPSSSEEPPM
BdorOBP50e .. ..... ETVDCTKPPRFVPPHMCCP..VPDVSTDELKEQCRAEYNKPPPPPPMGRGGPPK
AludOBP50c VENSAEKEAKECAKHNWKKDMHCCKGSNVNDEQLELFMNVIKKECIAELKGEPADDAYDPF
AocblOBP50a VEHSAEKDAKECAKHTWKKDMHCCKGSNVNGEQLELFMNVKKECVAELKGEPADDAYDPF
AfraOBP50a-1 e e i e e e e
AfraoBP50a-2 RS 18 I 1N I S O Y O
BdorOBP50c DAN....... ECSKRNWKKDMQCCKGGNVNGDQLELF[K|SVIKKIQCIADLKGEPADDAVDPF
ALudOBPS56a-1 e e e e e IMKSTISCCILATVLLCLCATS TDAFGRKPKKLNPELE
AfraOBP56a-1ike ... e e s ef-]+]s]. NTPAFGRKPKKLNPVLE
RzepGOBPS6a-like . .. ... e MKLTISCCILATVL|FFLCATNTDAFVRKPKKLKPELE
CcapGOBP56a_isoform X1 . .. .. ..t iv v nnnn s onn MKSFIVCCMLATTL[LS|FICVMLS TEAGLRKPKKLTPELE
BOUa@OBR = it s a s e st s s e MKSSIICCMLATVL|LSILCVIFSADAGLRKPKKLTPELE
ALudOBP56a~2 e e IMKSTISCCILATVL[LCLCATS IDAFGRKPKKLNPELE
BdorOBPS56a e e e e e e MKSSIICCILATVV|LSLCVIFNADAGLRKPKKLTPELE
AludOBP57c-like ... e e RGEMY . ..... SSGKRMAILP|RILTWLVIFAAAILFLMPLG
AfraOBP57¢ L. MYQFGVDRENATERGEMY ... ... SSGKGMALPRLTWLVIFAAAILFLMPLG
AoblOBP57c¢ ... MYQFGMDRENATERGEMY . ... .. SSGKGMAILP|RLTWLVIFAAAILFLMPLG
BdorOBP57¢ ... MYQFGAHEKRATTTATMSATVLAAGGGKGKS[IPIGLIWLVLLAVIVVFALPPG
CcapGOBP57¢ ... MFQFGEVGKNTTTKSEM. .. .MLASNGRGMS[LP|GLTWLVLLAAILMFFLPID
AludOBP83a-like ... e e KMHKIQAIL[LGRALLCSGVLLNVAWAQKELRRD
CvesOBP3 e e e i e MPQMY . FLKIL[LGT|ILF|ILSCIYLLSTANAQKELRRD
RzepPBPR_6-like . .. ... e MHKMY . SLKML|LG|T|LF|LF C[Y LS SMAKAQQELRRD
CcapOBP83a cr e s s e s s s s e s asaaees s MY .ILRTILGALLWCSVLLNLIWAQKELRRD
AludOBP83ef NADTDTEILRKCLREVGSKDLVG...ELQKVARYSKW[TKEE|I|P CFTRCLAAEKRWEFDAGE
AcblOBP83ef NADTDTEILRKCLREVGSKDLVG...ELQKVARYSKUW[TKE|EIPCFITRCLAAEKRWFDADE
AfraOBP83ef NADTDTEILRKCLREVGSKDLVG. ..ELQKVARYSKW[TKEE|I|P CFTRCLAAEKRWEDADK
BdorOBP83ef DVDSDTEILRKCLREVGSKDLVG. ..ELQKVARYSKUW|T|S|EEVIPCFITRCLASMKHWFDADE
GmorOBP3 .+...NSEILRKCFEEIDQSQYNSSEVLLEKFKNYAYW[SHEEIPCFARCIASEKGWFDIDL
ALUudOBPB83g e e e e e e e e e e e KMEKLQLIILILLACVALAA . . . . oo v v v
AfraOBP83g QLIILL LACVALAS . . . ..o 0.
AoblOBP83g QLI LILLACVALAA . . . . oo v v v
BcucOBR OL|ILLLACVALVIV . . . . .o v v
CcapGOBP99%a OLIILLLACVALVA . . ..o v v v u
AludOoBP84a-like .SNRRSWMELKISKMATCRYYRTYLDIVVSLIIVVAIISIF|T|YAQTNSKNNGVDEQPSIEMT
BcucGOBP84a-like . ....... MSELLE..MVNYRKVELALSLLLLGVLAG|T|TADAQSDATDNKLDKQQSMETT
BoleGOBP84a-like = . .. ... MINHRQLSLALPLLLLRVLAG|TKANPIQTDATNNKLDKQQSMETT
CcapGOBP84a-like . .... MGITCKLLKKTMLDHRHLNIILLLLQFGIMSSGAADAQTINLTNNASDQLQAVENT
AludOBP99%a-1ike = e e e e e e e KIKMKY[F|I[IAILAIVALAHAE . . .. .. ..
AfraOBP99c . MKY[F|I|ZAT|LAIVALAHAE . . . . . ...
AoblOBP99c CMEY[F| IITAILAIVALAHAE . . . . o0 oW
RzepGOBP99%a CMKY[F|.|IAILAVVALAQAE . . .. . ...
BcucGOBP99%a-like Fl.|IVIILAVVALAYAE . . . . ...
AludOBP99b F|T|Z|A|F|L S LIIALVILADHDHDHAGH
AfraOBP99b F|I|T|A|F|L S LLIALVILADHDPDHAGH
AoblOBP99b F|I|T|A|F|LS LIALVILADHDHDHADH
CcapGOBP99%a C/LALLSLEFAVVVADHG. . . .DH
RzepGOBP99b F|I|.|AJFILSLIVVVILAYHDHS . EHH
AludOBP99c FlYVVILIIALFGLVFAE . . . . . ...
AfraOBP99a-like ofeafafefs]s s ofs s s ]t v i i i
CcapGOBP99a L . |I[VVLAVVALAYAD . . . ... ..
DbipGOBP99%a FILIIVIVILALCSVAFA . . v v v v v W
DmelOBP99c YLIVAILALICAVAHAD . . . . . ...
AludOBP_OS-F (OBP83a) . ... ..' ' nnnsnnns MVLNGIWRAQAFYVFL|IVALIS|SSLTLMH. . VQAQEPRRD
BdorPBPR6 e e e e MVLTGTRRGQAFHAFL|I|VIA|LIS|SSLITLMH|. . VQAQEPRRD
BeucPBPR6 e e MVLNGILRGHPLSAFL|IVALASSLTLVH. . VRAQEPRRD
CcapPBPR6-1like . ... ... ... 0 MALNGSRRSQAFNAFLIIVIALALSSTLLMHVVQAQEPRRD
DmelOBP83a-C .MDQEGPRSSGKERNGKSHIKMALNGFGRRVSASVLLIIALSLLSGALILPPAAAQ. . .RD
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A7 (Continuacién). Alineamiento de OBPs de A. ludens con homologos en otras especies.

30 a0
AludOBPBa AD[F| DF|LSASERCE
AfraOBP8a ADF| DF|ILSASERCF
AocblOBP8a ADIF| DE|LSASERCF
RzepGOBP99a-like-X2 AD|F| DELTASEHCY|
CvesOBP2 AD[F DF|ILRVSERCY|
AludOBP19%a . a]s e ofe s anuafe ofe s
AoblOBP19a ATIE DVICLEPKF S[KV]
RzepGOBP19a-like .. DLYTFIFS|. .
BdorOBP19%a ATE SAGKLMRDVICLPKF S[KI]
BcucGOBP19a ATIE AAGKLMRDVICLPKFNKI
AludoBP19d GOE|LLOK . v v ittt e e e e .AKALAND[CK
BoleGOBP19d-like AEEFLEK . v v v e vt e ee et e ii e ne e nenns .VKKIAEE]CK
BcucGOBP19d-1like AQEILLEK . v v vttt e e LIKQIAEEICK
AludoBP19d-like-1 D Y P ..
AfraOBP19d LRA| AIEDCYEDAAQKVKVET
AocblOBP19d LR AIEDCYEDAAQKVKVET
RzepGOBP19d-like LR[T| AVEDCYEDADQNVKVET
AludoBP19d-like-2 AP TOOK . v e e e e e .IKKIANDICK
CcapGOBP19d-1like LR[L| AIGDCYE[DAARSVKVET
BoleGOBP19d-like LLV] AIEDCYKDAAQSVEVQL|
BtauGOBP19d AQEILLEK . v vttt e e e e e .VKQIAEE[]CK
AludoBP28a-like 38 o011 PN e O F|VTRMEE|CR|
RzepGOBP28a-like 8 o012 PN 2 .EMTNVEE[]CR
BoleGOBP28a-like KE[E A TKT o ot e e e e e e e et e e e e e FMT RAEE|CE|
BcucGOBP28a-like 8 o1 PN .FMTRAEE[]CR
AludOBP49a QPRH ...GPHPHGPHPNP[CLIECIFNKT|
AfraOBP49a OFHEPHPHG .« v v e v e eeee e eeeens PHPNP|CLIECIFNKT|
AcblOBP49a-1 OP|HPHPHG v v v v e v e veeeeeenens PHPNP|CLIECIFNKT|
RzepGOBP68-like RGHPHPHG . v v e v vt ve e ei e en QHMHP|CFMECIFN[QT
BdorOBP50e FDRRHHPH . ¢ vt v vt e e eeeee e ne HTPE[CV]IIDCIFN|NT|
AludoBP50c NCDKMOQOV e v v e e e e e e e eeeens KEQMI[CVAECVGKKF
AoblOBP50a NCDKMOOV . ¢ v e v et e e e ee e ens KEQMI[CVIAECVAKKE
AfraoOBP50a-1 MOV e KEQMI[CVAECVAKKE
AfraOBP50a-2 ] MOOV L KEQMI[CVIAECVAKKE
BdorOBP50c DCEKMOOV .« v v e e e e e e e e KEKMI[CI[TECVAK|SE
AludoBP56a-1 AK AWIAYRLNLKHAKEACV]
AfraOBP56a-like AK AWIAYRLNLKHSKEACV]

RzepGOBP56a-like AK AWIAYRLNLEKHAKEACI
CcapGOBP56a_isoform_X1 AK AWIAYRLNLEKHAKEACI
BcucOBR AK| AWIAYRLNLKHAKEAICT
AludOBP56a-2 AK AWIAYRLNLEKHAKEACV|

BdorOBP56a AK
AludOBP57c-like RV
AfraoOBP57c RV
AcblOBP57c RV

AWIAYRLNLKHAKEAICV
GATSSFEFVIQAICLEQHK|. I
GAPSSFVEACLEQHK|. I
GAPSSFVIQACLEQHK|. I

BdorOBP57¢c AV]| APTRSFVEACQVKHN|. I
CcapGOBP57c KV| ASTRSFMEACQVEHN. I
AludOBP83a-like DT LMKALRE|. .|. . IHDS|CV|
CvesOBP3 ET MLKALREP|. . IHD3S|CV]|

RzepPBPR_6-like ET
CcapOBP83a ET

MLKALRE|.
LLEALRP|. .|. . VHDEK|CV|

. IHDS|CV]|

AludOBP83ef SKWIKQQIAEDLGADMYNYCRYELDRFNEDGCEFAYTGF RICL| YTLETYRNILSCA
AcblOBP83ef SKWIKQQIAEDLGADMYNYCRYELDRFNEDGCEFAYTGFRIC YTLETYRNILSCA
AfraoBPB83ef SKWIKQQIAEDLGADMYNYCRYELDREFNEDGCEFAYTGFRC YTLETYRNILSCA
BdorOBP83ef SKWNKQQIADDLGADMYNYCRYELDRYNEDSCEFAYTGLRIC YTLETYKNIVSCA

GmorOBP3 SRWNKQRLVDELGANMYNYCRFELNRAFKNVCISFIAFKGLEKIC NVIITHNNLLECV

AludOBP83g AKIFIQLR . ¢ ¢ ¢ s s s s s s v et s s s as o TAEDAIIAHEEICR
AfraOBP83g AKFIOLR . . ¢ i i i i e e i e e e e e i et TAQDAITIAHEEICH
AcblOBPB83g AKFIQLR . 4 v v v s s i s e s s e s n s s aaaas TAEDAIIAHEECRE|
BcucOBR GKIFIQIR . + s s s s a s s unnsssssssssas TAQDALAAHEAICH
CcapGOBP99%a GKIFELR . . ¢ ¢ ¢ ¢ i i i i ittt et e v TAQDALAAHEAICR
AludOBPB4a-like TA SAQGFDYKENVRICNAS|ETV|
BcucGOBPB4a-like TP NASGFDF|QDVVRTCNAS|IFTI
BoleGOBPB84a-like TP NVSGFDFEEVVRTCNASE TV
CcapGOBP84a-like TP HEMGFDFDAVVRTCNASIFAI
AludOBP99%a-like DE

AfraOBP99%c DEMEKVE . « v v v s s s s s s et s s v s s 0 s 00 TAADIKVIRQECIKEF
AcblOBP99c DEFITVEK . ¢ ¢ ¢ ¢ ¢« s st et assas TAADIKVIRQEIC
RzepGOBP99%a EEMINVEK . . . @ i ittt ittt it et e v TAADIKVIRQEICT
BcucGOBP99%a-1like DDMWIVEPEK . + o v v s st e s s s e s n s s e s 0 as NAAEIKVIRQECF
AludOBP99% SDEVVE . ¢ ¢ ¢ s st s s st st e e tanas TNEDLVEARKQCV|
AfraOBP99b SDVVEK . ¢ & ¢ttt ittt ettt e TNEDLVEARKQICV|S
AcblOBP99b SDIYVVE . v v v v v v s nr v n s e TNEDPLVEARKHICV|
CcapGOBP 99%a SDY|VVE . v i ittt e e e it it oo TGEDLARYRDOQICV
RzepGOBP 99b ADIVVEK . ¢ ¢ i i it ittt it e v aa s SKEDLAHARDHICV|
AludOBP99c EQVIKS I o o ¢ v o v s o s s aseeseesassas TLEELTKNRLQICL
AfraOBP99%a-like AENMKST o v it i e it e e e e SREDVITKYRLGICS
CcapGOBP99%a DEWTVE. . ¢ ¢t it i ittt i ti v QAAEIKEIRQEICL
DbipGOBP99%a LEMQPK . L e e e e e e e e e e TGDEIKKIRVEICL
DmelOBP99%¢c R = TGEEIRKIRVECLKEN]
AludOBP_OS-F (OBP83a) DK VLEMAKV]. .|. .FHDICV|
BdorPBPR6 DK VLEMAKI|. .FHDIICV|
BcucPBPR6 DK VLEKMAKI|. .FHDICV
CcapPBPR6-1like DK VLKMAKI|. FHDI|CV]

E
[F
oy
|
F|
oy
I
F|
T
T
T
A
A
Y|
Y|
Y|
Y|
)y
|
oy
I
|
M
M
S
M
g ........... TAADIKVIRQECIKEF

DmelOBP83a-C EN ILKMAKE|. .|. . FHDA[CV]

43



AludOBP8a
AfraOBP8a
AcblOBP8a
RzepGOBP99%a-like-X2
CvesOBP2
AludOBP19%a
AoblOBP19a
RzepGOBP19%a-like
BdorOBP19%a
BcucGOBP19a
AludOBP19d
BoleGOBP19d-like
BcucGOBP19d-like
AludOBP19d-like-1
AfraOBP19d
AoblOBP19d
RzepGOBP19d-1like
AludOBP19d-like-2
CcapGOBP19d-like
BoleGOBP19d-like
BtauGOBP19d
AludOBP28a-like
RzepGOBP2Ba-like

.. PSSYQRRFDNFEYPDEEI
..PSSYQRRFDNFEYPDEEI
..PSSYQRRFDNFEYPDEEI
.PASYQRRFDNFDYPNEEPVH
..PASYQRLFDNFDYPNEEPVH
.+GIK....LGNVPDTKDVK.|.
..GIK....LGNVPDTKDVK.|.
..GIK....LGNIPDTKDVK.|.
..GIK....EGNVPDTKDVK.|.
.GIK....EGKVPDTKDVK.|.

.ELL....KGS.RDNLSRNAJ

50 60

.DADIEALFKHEPAANDKASF
.DEDVAGVFKYEPAANDKA
.DDDVTRMLKYEPATNDK

..ELL....KGS.RDNLMHNT]
..ELL....KGS.RDNLIHNT[
.ELL....RGS.RGNLLRNT[K

.DADIDALLKHQPAGSDK

80
WND|RTG . FNVE[HTIA
WNDIRTG . FNVEHI|A
WN&RNG,FNVEHIA
WN&RTG FNVEHIA
WNDIRTG . FNVEHIA
MK*GKFLLES.
MKKIGKFLLES.
MKKGKFLLES .
MKKIGKFLYES.

A7 (Continuacién). Alineamiento de OBPs de A. ludens con homologos en otras especies.

FITDGDAE

BoleGOBP2Ba-like DSDIQDIVAKVPAAGKEG] MDININGKFVKSVAD YITDGDAD
BcucGOBP28a-like DSDIQDLIAKVPAAGKEGHE MD|GINGKFVEKSVAD YTDGDAD
AludOBP49a GELNQDKFKELLATAVKDNEEMA CIEKATEMKTKIA DPEFAEK
AfraOBP49%a GELNQDKFKELLATAVKDNEEMA CIEKATEMKTK[IA DPEFAEK
AcblOBP49%a-1 GELNQDKFKELLATAVKDNEEMA CIEKATEMKTKVA DPEFAEK
RzepGOBP68-like GELNADKFEQLLNTVVKDD] CSAKANELKTK|IA PEFSK.
BdorOBP50e GEPDVDKFSALLDTAVEKDNEEMA CVIGMLSELKAK HPEFADR
AludOBP50c GQFKRDVILEQLRKQIGDVIQWKK] CLIAEVKEKH. . GKLS..
AcblOBP50a GQFKRDVILEQLGKQIGDVIQWKEK CLAEVKEKH GKLS.

AfraOBP50a-1 GQFKRDVIVEELRKQIGD CLIAEVKEKH GKLS..
AfraOBP50a-2 GQFKRDVIVEELRKQIGDVIQWKE CLIAJEVKEKH GKLS..
BdorOBP50c .. GELQRDAILEGLRGQIGT CLIA[IEVKEKR GELKE.
AludOBP56a-1 . .DELATNLVKIKVANPNDREF YKINN . SINTQA] EIVGE
AfraOBP56a-like ..DELATNLVKIKVANPNDRE] YKNIN . SINTQA] EIVGG
RzepGOBP56a-like .. DQLATSLVKVQVANPSDRE[F YNNN QINTQA] EIVGE
CcapGOBP56a_isoform X1 .DELATNLVKIKVANPSANE] YK:S TINKQA EIVGE
BcucOBR ..DELATNLVKIKVANPTDQOQ YK"D AINKQA EIVGE
AludOBP56a-2 . .DELATNLVKIKVANPNDRE[F YK”N SINTQA] .| EIVGE
BdorOBP56a . .DELATNLVKIKVANPSDRE[F YKDD .AINKQA «|+|- EIVGE
AludOBP57c-like ..ELP....DDPNPEDIDMKY] MDENGKLNAE . [LNDDSYE
AfraOBP57c ..ELP....DDPNPEDIDMKY[H MDENGKLNAE LNDDSYE
AcblOBP57¢ ..ELP....DDPNPEDIDMKY[F MDENGKLNAE INDDSYE
BdorOBP57c ..EFP....TDPSPEDIDMKF| MD|SINGKLDAE LNDESYE
CcapGOBP57¢ .EFP....DEPDADEVEMKEFIF LD*NGKLNVE [LTDPSYE
AludOBP83a-like EEAIKEFSDGEVHE.DEALR LHDDGEVHLEKIL .KSMHD
CvesOBP3 EEAIKEFSDGEVHE .DEALY LHDDGEVHLEKIILDS .QSMHD
RzepPBPR_6-like EEAIKEFSDGQVHE.DEALJ LHDDGEVHLEKIL . QSMHN
CcapOBP83a EEAIKEFSDGEIHE.DEPL] LHEDGEVHLEKLLDS . NSMHN
AludOBP83ef NELNVTMEELQKYAAFPSKEV P CLE] YTHITYE . WNFENW|VK| MR . .QON
AcblOBP83ef NELNVTMEELQKYAAFPSKEVV|IPCLE| YTHTYE . WNFENWVK MR . .QON
AfraOBP83ef NELNVTMEELQKYAAFPSKEVV|PCLE]| YTHTYE . WNFENWVK MR . .QN
BdorOBP83ef SELNVTMKELQKYAAFPTKEVV|PCLE| YTPITYE . WNLD[NW[VQ MR..QD
GmorOBP3 KEKSISMDQLLEYYHFPQLEHIPCLF YTVINYE . WNVLINWLK| IR..NE
AludOBP83g ..PEDIYQKYLNYEFPAHKRT FTEEKG.FDEKAI KSSKNL
AfraOBP83g ..FEDIYQKYLNYEFPAHKRT FTEEKG.FDEKAI KSTKNL
AocblOBP83g ..PEDIYQKYLNYEFPAHKRT, FTIEKG.FDEKEI KSSKNL
BcucOBR ..PEDIYEKYLNYEFPPHKRT FTEEKG.FDEKAI FTIAIKSSKNL
CcapGOBP9%a .PDDIYEKYLNYEFPPHKRT FTEEKG.FDEKAT FTIAAKNSKNL

AludOBPB84a-like
BcucGOBP84a-like
BoleGOBP84a-like
CcapGOBP84a-like
AludOBP99%a-like
AfraOBP99c
AcblOBP99c
RzepGOBP99%a
BcucGOBP99%a-like
AludOBP99%:
AfraOBP99%
AoblOBP99b
CcapGOBP9%a
RzepGOBP99%b
AludOBP99c
AfraOBP99a-like
CcapGOBP99a
DbipGOBP99a
DmelOBP99¢c
AludOBP_OS-F (OBP83a)
BdorPBPR6
BcucPBPR6
CcapPBPR6-1like
DmelOBP83a-C

. . YMOQRFNETAELPNTTDKTG]
.- YIQRFNETAELPNTTDKTG]
.+ YIQQFNETAELPNITDKTG]
..LIQRFNETAELPNTTDKTG]
.. SEEDIQKMKNFEYPDEEPVJR
.. SEEDIQKMKNFEYPDEEPVR
..SEEDIQKMKNFEYPDEEPVR
.+ SQEYIQKMKNFEYPDEEPVR
.. SEEYIQKMKSFEYPDEEPVR
. .PDDLVEKYRKWEYPDDEKS|R
..PDDLVEKYRKWEYPDDEKS[R
..PDDLVEKYRKWEYPDDEKSR
.. PADLVEKYKKWEYPDDEKSR
. .ADDLVEKYKKWEYPDDEKTH
. .ASKYFVKILNLEYPDVPE
. ASEYFVNLLNFEYPDVPE
..GDEYIQKMKSFEYPDEEP
. .SNDQVVQLKQLVFPDEPEVR
. «SNDQISQLKNLIFPNEPDVR
..EEAIKEFSDGQIHD.DEAL
..EEAIKEFSDGQIHE.DEALF
..EEAIKEFSDGQIHE.DEAL
..EEAIKEFSDGQIHD.DEALP
.EAAIKEFSDGEIHE.DEKL
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NwoLNRA.[. LI
.nworLnsT.|. .
.NwoLNPT.|. .
NWQLNRS .|. .
AHEG . YHADRV]
AHEG . YHADRV]
E[HEG . YHP DIRV]
E[HOG. YHADRY]
HQG.YHADRV
DEKG . FDIH[KI
pEKG . FDIH[KI
plEKG. FDIH[KI
DlAKG . FDVH[KV]
pEKG . FDVH[KV]
F[K TGQPNVERL
KTNQINVD[TV
HEG.YHVDRI
T[VEG . YHADRL]

DI0OG . YHADRL
DINGDVHLE TLY|D T|
DINGDVHLE T[LE|NT|
DNGDVHLE TILF|N T|
DNGDVHLE TIL YN T|

FHHHAAD D PP AP

DINGDVHLEKLEAT




A7 (Continuacién). Alineamiento de OBPs de A. ludens con homologos en otras especies.

100 110 120 140
AludOBP8a EVLVIPTLSD[CN]. RN . AQNE SK[IKW[C DSRVG. . v nsnnns
AfraOBP8a EVILV|PITI LS D| .RN.AQNESK|LKWC NSRVG
AcblOBP8a EVILVIPILSDICN|. RN . AQNE SK|LKW|C NSRVG
RzepGOBP99a-like-X2 EVILVIPIILISDICN|. RN . AQNEP T[LKW|C NSRVG
CvesOBP2 EVI[LVIPILSEICN|. RN. TQNEP T|[LKW[C NSRVG
AludOBP19a DE[YRNGLITNICKDAA .NGIKNNICDA|SYJALLICMR. . . .. ...
AcblOBP19%a DE[YRNGLTN DAA.NGIKNNDAS ........
RzepGOBP19a-like DDYRAGLOTICKDAV . NGIKNNCDAAYALLICIR. .. .. ...
BdorOBP19%a DD|[YRNIGLAK DVT.SGIKNNDAS ........
BcucGOBP19a DE|YRIN|GLGK DAA.VGIKNNDASY ........
AludOBP19d REKLGKE|LT CKDTPAKGNEES FIAKAKE . v v v v v v v v v v s F
BoleGOBP19d-like YEKQSKEVLNECKNTPESSNEEY VIESSKS. ..o eeusn I
BcucGOBP19d-like LEKLS|[TE[VYNECKNTPANSNECE Y] TIENSKS I
AludOBP19d-like-1 EKLLNVLQOKCAEET . EKETDNCERASVAAMCVL. . . .. ... L
AfraOBP19d EKLﬁNV QKICAEKT . EKETDNICERAS[VAAMCVL. . . .. ... L
AocblOBP19d EKLLNVLQKCAEKT . EKETDNICERAS|VAAMCVL. . . .. ... L
RzepGOBP19d-like EKLIKVLQKICSDET . EKQIDN|CERAFAAATICVL]. .. .. ... L
AludOBP19d-like-2 TEKLGKEL oo ofe o v v v v v v afofeafoa]o e oafon afo v o oo n oo i oo oo oo o]eofs
CcapGOBP19d-like EKLLSVIRKICSEET .EKQTDNCERAFLAAKCIL. .. ..... L
BoleGOBP19d-like DSLLDVLQKICSRET . NKQADN|CERAFMASSICIL. . . .. ... L
BtauGOBP19d LEKLSITEVYNECKNTPASSNEICEY)| TIENSKS I
AludOBP28a-like N B N N N I A I I O T I ) R P M Y
RzepGOBP2Ba-like KMKTANE|IT CAGIAVPDDHICEA FMEQAKA
BoleGOBP28a-like KLKIAREIT CADIAVPDDHEASE FMDQAKA
BcucGOBP2Ba-like KLKIRARE|L T CADIAVPADHEATE FMEQAKA
AludOBP49%a LANHRLHSL PFS. .AMVMGIK E b= 2 M
AfraOBP49a VANHRLHSPICAPFS . .AMVMGIK E STWNNT. . M
AcblOBP49a-1 VANHRLHISPICSPFS . .AMLMGIK E SAWNDT. . M
RzepGOBP6B-1like ... QKFQPLICSPFS. .AMTMGIK Q STWNDN. . F
BdorOBP50e < eleo|-|-MGN[CSPVS . . GMLMMCVNIE SAWNDS. . T
AludOBP50c + o]+ «|+|+ -[EGCSIRCP . . LAFSGMWRE ELHVDT. . L
AcblOBP50a «o|e|-|- -[EGESRCP . . LAF SGCMWRE ELHVDT. . L
AfraOBP50a-1 + o]+ +|+|+ -[EGCSIRCP . . LAFSGMWRE ELHVDT. . L
AfraOBP50a-2 « o|s o|s|- -[EGCSIRCP. . LAFTGMWRE ELHVDT. . L
BdorOBP50c + o]+ +|+|+ -[EGCSIRSP . LAFHSMWRQFWNGCPTDLRVDS .. L
AludOBP56a-1 ERLLNIIVINS NVG. . .GANDDK KFHAICASIPEF..... \'2
AfraoBP56a-like ERLLNIVINSCLNVG. ..GANDICDK[. . .o ofe v oo v v v v i e e e i e oo e oo el s
RzepGOBP56a-like ERLLOQIVINS TAG. . GANDDK KFHAICASIPEF . . . ..ttt vt v e DEWV
CcapGOBP56a_isoform X1 ERLMNIVNSCMNAG...GANDICDKVYKFHACASPEE . . .o eunnn. DKWV
BcucOBR QRLLNIVINGICLNAG. . .GTNACDKVYKFHACASIPEF . . v v v v v v s v v v vt DKWV
AludOBP56a-2 ERLLNIVNSICLNVG. ..GAND|CDKVYKFHAICASIPEF . « - v v v v v v v v e DKWV
BdorOBP56a QRLLNIVDGICLNAG. . .GTNACDKVYKFHACASIPEF . . v v v v v v v v v v v DKWV
AludOBP57c-like D.|..l.|.-MIE AAN.DMEDDPICEY|SFIGVMLCARMIHAND. . .EYDEYAEDVP
AfraOBP57¢c D .|.MIECKAAN.DMEDDPICEY|SFIGVMLICARMIHAND. . .EYDEYAENVP
AoblOBP57c D.|..l.|-MIE AAN.DMEDDPICEY[SFIGVMLCARMIHTND. . .ENDEYAEANVP
BdorOBP57¢c N.|..|.|- MLE]| AAN.DMEDDPEYS GMMLICARMLNSEE....ENYY..SDEVD
CcapGOBP57¢ S.|..|.|-MLECKAAN .DMEDDPICEY|SF|GMMLICARMLGTEEGGSEENIEDIEEEWVE
AludOBP83a-like LI H KK| YPK. . GDTKER WLHRICWK] DP
CvesOBP3 . IALH: KKICLYPK. . .GDTKICERAFWLHRCWK| D P
RzepPBPR_6-like LI H KK| YPK. . GDTKER WLHRICWK] DP
CcapOBP83a . IALHMGKKICLYPK GDTKICERRAFWLHRCWK| D P
AludOBP83ef RLASDVCKVISAEQM. . QTRDK|CEWMYEEYNICLE| GS
AcblOBP83ef RLASDVCKVISAEQM. . QTRDKICEWMY|[EEYNCLE| GS
AfraOBP83ef RLASDVCKVISAEQM. . QTRDK|CEWMYEEYNICLE| GS
BdorOBP83ef RTRASNVCKV EQM. .KTRDKEW EEYNICLE) IGS
GmorOBP3 NADI|SICRVNANER. .EKMDIICAIMY[EEYNCWE| GI
AludOBP83g AKISHIG EKCIDHN.EHDSDTTW RVFSICWI|
AfraOBP83g AKIS|HIG EKCIDHN.EHDSDTTW RVFSICWI|
AcblOBP83g AKVSHGLEKCIDHN . EHDSDTICTWANRVFSICWT
BcucOBR AKVS|HIG EKCIDHN.EHDSDTTW RVF S
CcapGOBP99%a AKVSHGLEKICLDHN . EHDSDT|CTWANRVE S
AludOBP84a-like S.|. .|.|- IPVICQNEG. SRETCPKR ATIAK
BcucGOBPB4a-like S.|..|.]. IPVICONEG . SRETCPICKR|TYAIAK
BoleGOBPB4a-like S.|. .|.|- I|PVICONEG . SRETCPKRT AIAK
CcapGOBP84a-like S...|.]-IPVICQEEG. SRESCP|CKRTYAIAK
AludOBP99a-like AEVLTIAQGICADKN . EQGSSADVWRAYRGHK
AfraOBP99c AEVLAIAQGICADKN.EQGSSADVW, RGHK
AcblOBP99c AEVLAIAQGICADKN . EQGSSADVRAYRGHK
RzepGOBP99a AEVLAIAESICVDNN.EQGSSPDVWAYRGHK
BcucGOBP99%a-like AEVLAIIAEG| DKN .VEGSSADVW, RGHK]
AludOBP99b GDVHAKIENCAKEG. ADAADACTRAYRGIT
AfraOBP99b GDVHAKIEN KEG.ADAADATR RGIT,
AcblOBP99b GDVHAK IEN| KEG.ADAADTR RGIT
CcapGOBP99a NELHGKIEN| KEGDAAGEDATR RGAL|
RzepGOBP99%b DDLHKTIESICAKEG.ADSDDSICIRAYRGGT
AludOBP99¢c AED::DIIKN AKP.EG AE[VHGLPGHL|
AfraOBP99a-like AEDMDIIIKNICVKSE.E....EDLHVRRRYL
CcapGOBP99%a AEVVAIAEGICVDKN.EQGSSADVWAYRGHK
DbipGOBP99a EERALKIAQGECVIDSN.PQQSPS[DVWAFRGHQ)
DmelOBP99¢c EEALQIAQSICVDDN.AQKSPTDVWAFRGHQ
AludOBP_OS-F (OBP83a) - KLINMAKDICVHPE. . .GDTLCHKAWWEHO
BdorPBPR6 . QLIN KEICEHPE. .. GDTLHK WWEHQ
BcucPBPR6 - OLINMAKECEHPE...GDTLCHKAWWEHOQ
CcapPBPR6-like . KLIN KGICEHPE...GDT LHK WWEHQ
DmelOBP83a-C . KLMEMSKGICVHPE GDTLICHKAWWF HQ)
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A7 (Continuacién). Alineamiento de OBPs de A. ludens con homologos en otras especies.

AludOBPBa
AfraOBPBa
AcblOBPBa
RzepGOBP99a-like-X2
CvesOBP2
AludOBP1l9a
AcblOBP1l9a
RzepGOBPl9a-like
BdorOBP1%a
BcucGOBP19a
AludOBP19%d
BoleGOBP19d-like
BcucGOBP19d-like
AludOBP19d-like-1
AfraoOBP19d
AocblOBP19%d
RzepGOBP19d-like
AludOBP19d-like-2
CcapGOBP19d-like
BoleGOBP19d-like
BtauGOBP19d
AludOoBP28a-like
RzepGOBP28a-like
BoleGOBP28a-like
BcucGOBP28a-like
AludOBP49%a
AfraoBP49a
AoblOBP49%a-1
RzepGOBP68-like
BdorOBP50e
AludOBP50c
AcblOBP50a
AfraoBP50a-1
AfraoBP50a-2
BdorOBP50c
AludOBP56a-1
AfraoBP56a-like
RzepGOBP56a-like

CcapGOBP56a_isoform X1

BcucOBR
AludOBP56a-2
BdorOBP56a
AludOBP57c-like
AfraOBP57c
AcblOBP57¢c
BdorOBP57¢c
CcapGOBP57¢
AludOBP83a-like
CvesOBP3
RzepPBPR_6-like
CcapOBP83a
AludOBP83ef
AcblOBP83ef
AfraOBP83ef
BdorOBP83ef
GmorOBP3
AludOBP83g
AfraOBP83g
AocblOBPB3g
BcucOBR
CcapGOBP99a
AludOoBP84a-like
BcucGOBP84a-like
BoleGOBP84a-like
CcapGOBP84a-like
AludOBP99%a-like
AfraoOBP99c
AcblOBP99c
RzepGOBP99%a
BcucGOBP99a-like
AludOBP995b
AfraoOBP9%b
AoblOBP95b
CcapGOBP99a
RzepGOBP99b
AludOBP99c
AfraOBP99%a-like
CcapGOBP99a
DbipGOBP99a
DmelOBP99¢c

AludOBP_OS-F (OBP83a)

BdorPBPR6
BcucPBPR6
CcapPBPR6-1like
DmelOBP83a-C

150
LHDTKKANHVD
LHDTKKANHVD. . .
LHDTKKANHVD. . ..
LODTKTTNHLG. ...
LQETKTTNHVG. . .

HHHHs «

[N

KRDRSTE

DIQFFGKHLLFKYYPNSME. .
DTKFFGKYLLYIYYPNSDE. .
DIQFFGKHLLFKYYPNSNE. .
DIQFFGKNLLFKYYPHSIE. .
DTRFFGKHFLHKYYPNPHDEE

TLSAVIASKTASEAKE.....
TLSAVIASKTASEAKE.....
TLSSVIARKTAASVEDKTKAS
ALKKIFNF. ..ot vussans

VEEAKKQ . ... ...
.QEAKA.........

AEEAKKKAA
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