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Resumen

Los compuestos organicos volatiles (COV) son sustancias quimicas emitidas por
las plantas que, bajo el contexto quimico-ecoldgico, son los responsables de mediar las
interacciones que establecen con los insectos. Los COV forman parte de actividades
cruciales de los fitéfagos como es la reproduccion, alimentacion y busqueda de plantas
hospederas. Por otro lado, al emplear un analisis in silico para estudios quimico-
ecoldgicos, se aporta conocimiento sustancial sobre las interacciones entre los insectos y
las plantas, ya que sirven como primer paso para su entendimiento, ademas de brindar un
ahorro en tiempo y capital. En este estudio se complementd la informacion sobre la
interaccion que establecen los adultos de Macrodactylus mexicanus Burmeister
(“frailecillos™) y los arbustos de Acaciella angustissima Mill. (Britton & Rose) (acacia).
En primera instancia, se genero un perfil de los COV que forman parte de hojas y flores
de esta acacia, destacando a-pineno como el compuesto mas abundante de los doce que
se analizaron. Simultaneamente, se llevaron a cabo los analisis in silico correspondientes
desde la eleccion de secuencias de proteinas de union a olores (OBP, por sus siglas en
inglés) hasta el modelado por homologia de OBP “moldes” de acuerdo con los principales
volatiles de plantas registrados en la literatura para coleopteros Melolonthidae. EI modelo
con mayor porcentaje de identidad fue el de la OBP molde de Chrysopa pallens Rambur
(41.46%), tomando como referencia OBP de Holotrichia oblita Faldermann. Con las
estructuras 3D de cada una de las OBP se desarroll6 el acoplamiento mediante el docking
molecular para obtener los valores energéticos (Kcal/mol) y las interacciones con los
residuos de aminoacidos; en este caso, destacaron leucina, isoleucina, valina y alanina
con el mayor nimero de interacciones a este nivel. Como complemento, se establecieron
bioensayos de laboratorio por olfatometro para evidenciar que los COV liberados por
macerados de hojas y flores de A. angustissima detonan la interaccion con los adultos de
M. mexicanus. Se registraron respuestas positivas estadisticamente significativas por
parte de los adultos de esta especie hacia los macerados de hojas+flores de acacia, con
respecto al control (X2 = 8.53, p< 0.05); tales respuestas se detectaron en por lo menos el
90% de los insectos que se sometieron a las pruebas, mostrando una tendencia en donde
tanto hembras como machos presentan taxias positivas hacia los estimulos. Todas estas

lineas de evidencia respaldan el papel de los COV en esta interaccion insecto-planta.



1. Introduccion

Las interacciones bioticas se establecen entre dos 0 mas participantes; el resultado
de éstas es el beneficio o la afectacion de acuerdo con el contexto (Boege y del Val, 2011).
La Ecologia quimica es una disciplina en la cual se estudian dichas interacciones desde
un punto de vista quimico y sus procesos de emision y percepcidn entre los organismos
(Acevedo, 2020). Con la evolucion de los organismos, la transferencia de informacion
aumento su complejidad, primero detectando las sustancias quimicas, pasar a ser sefiales
y, por ultimo, una comunicacion “verdadera” (Leonhardt et al., 2016) que bajo este
contexto se conoce como esquema de comunicacion quimica y que dicha transmision de
informacion provoca modificaciones en el comportamiento o en aspectos fisioldgicos del

receptor (Dicke y Sabelis, 1988; Romero-Lo6pez, 2016).

Los adultos de Macrodactylus mexicanus Burmeister (“frailecillos”) forman parte
de los coledpteros Melolonthidae y destacan por su importancia agricola y ecoldgica
(Moron et al.,, 2014), evidenciandose que localizan a sus parejas y a sus plantas
hospederas mediante los denominados compuestos organicos volatiles (COV) (Romero-
Lopez, 2016). Recientemente se ha demostrado que tanto hembras como machos de M.
mexicanus presentan patrones de comportamiento relacionados con los COV liberados
por hojas de especies vegetales de los géneros Eysenhardtia (Morales-Blancas y Romero-
Lopez, 2020), Aesculus, Baccharis y Zea (Romero-Lopez, 2016). Asimismo, se ha
modelado por “docking” molecular: herramienta bioinformatica empleada para simular
la interaccion entre moléculas, la actividad bioldgica que detonan algunos COV de las
hojas de Acaciella angustissima (Mill.) Britton & Rose (“acacia”) en adultos de M.
mexicanus, al acoplarse con proteinas de union a olores (OBP, por sus siglas en inglés:
Odorant-binding proteins) de las antenas de otras especies de insectos (Pages-Paez,
2021). A pesar de ello, se requiere complementar la informacion sobre el acoplamiento
molecular con OBP cercanas a M. mexicanus y con COV de otras estructuras vegetales,

como las florales y efectuar bioensayos de confirmacion bioldgica en laboratorio.

Por ello, en la presente investigacion se pretende el estudio de la interaccion que
establecen los adultos de M. mexicanus con arbustos de A. angustissima a partir de los
COV liberados por sus hojas y flores, desde su nivel molecular con la implementacion
del docking molecular. De esta manera, se podra complementar la informacién sobre la

comunicacion quimica de esta especie de Melolonthidae y explorar una posible



participacion de estos insectos como visitadores florales de estas acacias y otras especies
vegetales distribuidas en México.

2. Antecedentes

2.1. Compuestos Organicos Volatiles
Las plantas destinan una gran cantidad de carbono asimilado para la produccion

de metabolitos secundarios, los cuales estan estrechamente relacionados con funciones
ecoldgicas. Los metabolitos secundarios se pueden clasificar en cuatro grandes grupos;
alcaloides, glicésidos, compuestos fendlicos y terpenos, este Gltimo constituye el grupo
mas numeroso de los metabolitos secundarios. Estas sustancias son insolubles en agua y
se componen de unidades Ilamadas isoprenos (5 atomos de carbono) y es donde se
encuentran los COV (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009; Baldelomar et al., 2018). Los
COV son sustancias lipofilicas que se producen en diferentes partes de las plantas y se
emiten por factores abiodticos y bidticos; la mayoria son gases al ser expuestos a
temperatura ambiente, ademéas de servir como mecanismos de defensa, atraccion y
repelencia (Cantua-Ayala et al., 2019). Se trata de compuestos quimicos que constituyen
del 0,1 al 1% del peso seco de la planta (Lopez-Luengo, 2004) y son producidos, en mayor
parte, por el metabolismo secundario de especies vegetales de las familias Apiaceae,
Lauraceae, Myristicaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Rosaceae, Piperaceae,
Verbenaceae y Rutaceae (Soto-Vazquez et al., 2019). Dentro de estos mismos grupos de
plantas existe una amplia variedad de perfiles metabolicos, lo cual es una estrategia de
adaptacion, pues se sabe que como defensa ante patdgenos o insectos fitofagos, a éstos
les es mas dificil infectar o alimentarse de plantas que contienen mezclas diferentes de
metabolitos secundarios. En contraste, esta variacion contribuye al establecimiento de la
simbiosis con otros organismos y la atraccion de insectos polinizadores y dispersores de
las semillas y frutos, traduciéndose en efectos benéficos para las especies vegetales

(Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

2.2. Interacciones planta-insecto mediadas por COV: el caso planta hospedera — adultos
de Melolonthidae
La ecologia quimica es una disciplina dentro de la investigacion cientifica que

aborda el estudio de las sustancias involucradas en las interacciones intraespecificas e
interespecificas de los organismos (Cortez, 2013). Entre dichas sustancias quimicas
destacan los COV, los cuales detonan los eventos ecoldgicos mas relevantes en la

naturaleza (Cantla-Ayala et al., 2019). La eleccién de una planta como hospedera por
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parte de los insectos est4 relacionada con la calidad del recurso alimentario, la fecundidad
y la frecuencia de oviposicion (Lépez et al., 1999) a través de una secuencia
comportamental en la cual el insecto distingue entre su planta hospedera y la que no lo es
mediante la busqueda, localizacién y aceptacion del sitio (Nieves-Silva, 2019). Estas
interacciones también representan ventajas reproductivas para la planta, como es el caso
de los visitadores florales, proporcionando un servicio ambiental esencial para el

mantenimiento de los ecosistemas terrestres (Reyes-Prado et al., 2019).

Los coledpteros Melolonthidae (Cherman y Mordn, 2014) destacan por su ciclo
biol6gico y hébitos alimentarios, modifican sustancialmente el ambiente ya sea como
“plagas” por su actividad rizofagica o como “ingenieros del ecosistema” por los
beneficios que pueden brindarle al sitio en el que se desenvuelven (Moré6n, 2001;
Romero-Ldpez et al., 2010) y por las interacciones ecoldgicas que pueden establecer. Se
ha estudiado este esquema en adultos de Macrodactylus subspinosus F., (Heath et al.,
2001), Melolontha hippocastani F., (Ruther et al., 2000, 2001, 2002) y Melolontha
melolontha L., (Reinecke et al., 2002), en los cuales se ha mencionado que su
comportamiento estd mediado por los COV de sus plantas hospederas, provocando
principalmente respuestas de atraccion (Romero-Lopez, 2016) y observando que COV
como el butirato de octilo, butirato de n-nonilo, 1-nonanol, una mezcla de &cidos valérico
y hexanoico (1:1) y la mezcla acido valérico, acido hexanoico y butirato de octilo (1:1:1)
destacan como atrayentes de estos insectos (Morales-Blancas y Romero-Lopez, 2019).
Yarden y Shani (1994), por su parte, reportaron atraccion de machos y hembras de
Maladera matrida Argaman, hacia volatiles de hojas de Arachis hypogaea (L.), en
observaciones de campo Yy laboratorio. Con respecto a especies distribuidas en México,
se han generado datos para adultos de Phyllophaga obsoleta Blanchard y Phyllophaga
ravida Blanchard, para los cuales se ha detallado su interacciéon con arboles de encino
(Quercus spp.) (Romero-Lépez et al., 2007). En afios recientes se sabe que los adultos de
Macrodactylus nigripes Bates establecen relaciones estrechas con los arbustos del
“azumiate” Baccharis salicifolia (Ruiz & Pav. Pers.) por medio de COV emitidos por las
hojas, observandose un vuelo dirigido de los insectos hacia ellas; ademas de haber
identificado tres compuestos mas abundantes (a-pineno, trimetilidan y
ciclohexilbenceno) reportados para otras especies hospederas de este género (Nieves-

Silva'y Romero-Lépez, 2019).



2.3. Interaccion entre adultos de M. mexicanus y sus plantas hospederas mediada por
cov
Los adultos del género Macrodactylus pueden defoliar por completo a sus

hospederos vegetales y causar disminucion significativa en la produccién de cultivos
agricolas o frutales (Serapio-Jer6nimo et al., 2014), aunque en algunas condiciones
pueden promover un efecto de poda en diferentes arboles y arbustos, con un impacto
positivo en el desarrollo de estos (Romero-Lopez, 2016; Moctezuma-Vega y Romero-
Lopez, 2020).

Los integrantes de M. mexicanus muestran una amplia distribucion en México,
localizdndose en Tlaxcala, Puebla, Ciudad de México, Estado de Mexico, Michoacan,
Querétaro, Veracruz, Oaxaca, Coahuila, Morelos, Hidalgo, Durango y Jalisco. La época
del afio en que manifiestan su mayor actividad es de mayo a septiembre y se encuentran
en climas semicélidos y templados, con altitudes que van de los 100 a los 2650 msnm
(Arce-Pérez y Moron, 2012). Los adultos de esta especie se alimentan de diferentes
plantas silvestres y cultivadas, principalmente de flores, hojas y frutos, mientras que las
larvas prefieren las raices de diferentes especies vegetales, formando asi parte de los
denominados “ensambles gallinas ciegas” (Romero-LOpez, 2012). A la fecha se ha
avanzado en el estudio de la interaccion entre los adultos y algunas de sus plantas
hospederas. Se sabe que los primeros acercamientos de estos insectos con las plantas se
fundamentan en los COV y algunas evidencias de ello son los reportes de Nieves-Silva 'y
Romero-L6pez (2019) con los COV liberados por las hojas de B. salicifolia y de los
encinos de diversas especies de Quercus (Moctezuma-Vega y Romero-Lopez, 2020), asi
como los posibles COV liberados por brotes florales del “palo dulce” Eysenhardtia

polystachya (Ortega) Sarg. (Morales-Blancas y Romero-Lo6pez, 2020).

Para el género Acaciella, perteneciente a la familia Leguminosae (Rincon-Rosales
y Gutiérrez-Miceli, 2008), se cuenta ya con la identificacion de los COV liberados por
hojas de A. angustissima, presentando terpenos (Figura 1) como a-pineno y mirceno
(Pages-Paez, 2021), los cuales son compuestos reportados como atrayentes para
integrantes de Melolonthidae (Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2019), aunque no se ha

logrado confirmar el efecto que provocan en adultos de M. mexicanus.



Figura 1. Estructuras quimicas de los terpenos a-pineno y mirceno, compuestos
identificados en hojas de Acaciella angustissima.

2.4. Comportamiento mediado por COV en las interacciones Melolonthidae-planta
Los COV de las plantas hospederas evocan respuestas adaptativamente favorables

para sus huéspedes (Lopez et al., 1999) provocando su atraccion y posteriormente el
desarrollo de actividades vitales como la alimentacion y reproduccién. Se han llevado a
cabo bioensayos para evaluar la preferencia de los insectos (Avila-Cervantes et al., 2019)
y observar los comportamientos generados por los COV. Se ha recabado informacion en
cuanto a bioensayos en laboratorio y campo para evaluar la atraccion de estos. Ejemplo
de ello es para Holotrichia parallela (Qu et al., 2021), Melolontha hippocastani F.
(Svestka, 2007), Phyllophaga obsoleta y P. ravida (Romero-Lopez, 2016), M. nigripes
(Nieves-Silva y Romero- Lopez, 2019; Nieves-Silva et al., 2021) y M. mexicanus, en los
cuales, a estos dos ultimos se ha descrito el comportamiento con relacion a sus plantas
hospederas; B. salicifolia (Nieve-Silva-Romero-Lopez, 2019), E. polystachya (Morales-
Blancas y Romero-Lopez, 2020), Quercus sp. (Moctezuma-Vega y Romero-Lopez, 2020)
y A. angustissima (Pages-Paez y Romero-Lopez, 2023), obteniendo resultados similares
en cuanto a los patrones de comportamiento en funcion a los COV, siendo este un

comportamiento estereotipado (Nehaniv et al., 1999).

2.5. Recepcion de COV en adultos de Melolonthidae: quimiorreceptores y OBP
El sistema olfativo en los insectos es de suma importancia; por ello esta muy

desarrollado para la detencion de compuestos quimicos en el ambiente, detectando y
percibiendo toda la variedad de compuestos existentes en el ambiente y desencadenando
en el insecto respuestas de atraccion, repulsion, localizacion del sitio de oviposicion y
ubicacion de plantas hospederas, entre otras (Wei et al., 2019). En las antenas de estos
artropodos existen diferentes tipos de drganos sensoriales llamados sensilas o
quimiorreceptores, los cuales son elementos estructurales y funcionales, importantes para

la captacion de informacidn quimica presente en el ambiente que se transmite al sistema
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nervioso central (Romero-Lopez et al., 2004) por medio de neuronas sensoriales olfativas
antenales (Hansson et al., 1999). Este sistema se compone de cuatro grupos principales
de proteinas: de union a olores (OBP), receptores de olores (OR), esterasas degradantes
de olores (ODE) y quimiosensoriales (CSP); los COV presentes en el ambiente son
captados por dichas proteinas, las cuales se unen a ellos para ser transportados por la
hemolinfa a los OR ubicados en la membrana dendritica de las neuronas sensoriales

olfativas antenales, donde se produce la transduccién de sefiales (Cilia et al., 2021).

En relacién con los Melolonthidae, se han llevado a cabo estudios en antenas de
adultos de P. obsoleta, Phyllophaga ravida Blanchard., Phyllophaga opaca Moser y
Phyllopertha diversa Waterhouse, observando los tipos de quimiorreceptores y
definiendo seis para Phyllophaga con base en su aspecto morfolégico externo:
placoideos, auricilicos, basiconicos, celocénicos, queticos y tricoideos (Romero-
Lopez, 2016) al igual para M. mexicanus y M. nigripes, se observo una distribucion
particular de los quimiorreceptores tipo celoconicos, encontrandose Gnicamente en las
lamelas distales y medias (Martinez-Bonilla et al., 2015), para Phyllopertha se observo
que la mayor parte de la superficie lamelar esta cubierta por quimiorreceptores tipo
placoideos de aspecto liso y un tipo en forma de pasa, y tambien de tipo celoconico
(Hansson et al., 1999). En Hylamorpha elegans Burmeister se observaron cuatro tipos de
quimiorreceptores; tricoideos, quéticos, celocénicos y placoideos (Mutis et al., 2014). En
especies como Popillia japonica Newmann, Anomala cuprea Hope y Anomala osakana
Sawada, los quimiorreceptores placoideos son los principales involucrados en la
recepcion de feromonas (Kim y Leal, 2000), al igual que en especies como M. mexicanus
y M. nigripes (Romero-Lopez et al., 2017). Para Phyllophaga macrocera Bates se
observo la presencia de cuatro tipos de quimiorreceptores: placoideos, auricilicos,
basiconicos y celoconicos, localizandose en la superficie interna y externa de las lamelas,
a excepcion de los celocdnicos que son exclusivas de la parte interna (Benitez-Herrera 'y
Romero-Lépez, 2014).

Dentro de los quimiorreceptores, se encuentran proteinas involucradas en la
percepcién de olores denominadas proteinas de unién a olores (OBP, por sus siglas en
inglés) (Pelosi y Maida, 1995). Las OBP “clasicas” son proteinas solubles presentes en la
linfa sensilar, compuestas de 120-150 aminoacidos (aa), caracterizadas por conservar seis
residuos de cisteina unidos por tres puentes de disulfuro y seis hélices alfa formando una

cavidad por la cual se da la union con el ligando y que probablemente sea la regidn clave
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para la union con las moléculas del exterior (Figura 2) (Gonzalez-Gonzélez et al., 2016;
Li et al., 2021; Cilia et al., 2021). Las OBP se encuentran practicamente en todos los
insectos, se han llevado a cabo estudios de OBP en 6rdenes como: Diptera, Lepidoptera,
Hymenoptera, Hemiptera y Coleoptera (Cilia et al., 2021). La primera OBP fue
caracterizada en adultos de Antheraea polyphemus Cramer y desde entonces se han
identificado en una variedad de insectos como Drosophila melanogaster Meigen,
Anopheles gambiae Giles, Blattella germanica L., Apis mellifera L., Solenopsis invicta
Buren, y Bombix mori L. (Sun et al., 2018).

Dentro de las OBP existen diferentes clasificaciones de acuerdo con el nimero de
cisteinas, con cuatro cisteinas las llamadas “Minus-C” y con ocho cisteinas las “Plus-C”,
asi como las proteinas de union a feromonas (PBP, por sus siglas en inglés) (Sun et al.,
2018; Li et al., 2014).

H-a
_PD
cys-16 ) ‘\ X
H-a ‘//} \ fq
Q

Figura 2. Representacion de la estructura de una OBP “clasica”, observando sus seis
hélices a (H-a), tres puentes de disulfuro (PD), los seis residuos de cisteina (CYS) y su
respectiva posicion. EI * en color rojo indican la cavidad de acoplamiento con las
moléculas, mientras que de color azul y gris se observan los compuestos a-pineno y f-
ionona acoplados a la OBP.

2.6. Modelos bioldgicos bajo estudio

2.6.1. Macrodactylus mexicanus
Los adultos de esta especie presentan cabeza negra, artejos pardo-rojizos, piezas

bucales negras, pronoto negro con vestidura setifera amarilla o grisacea recumbente,

élitros con el integumento del disco rojizo ceniciento, meso y metatibias rojizas con los



apices oscuros, es notoria la diferencia de abdomen entre machos y hembras, siendo mas
convexo y amplio que el de los machos (Arce-Pérez y Mordn, 2000) (Figura 3).

Figura 3. Adulto de Macrodactylus mexicanus; mostrando las meso y metatibias rojizas.

2.6.2. Acaciella angustissima
Es la especie mas representativa del género Acaciella, tiene una distribucion

neotropical, se reporta como vegetacion secundaria siendo frecuente en condiciones de
perturbacion (Rico-Alvarado y Gomez-Acevedo, 2022). Posee caracteristicas de rapido
crecimiento, capacidad de fijacion de nitrégeno y alta acumulacion de taninos en su
corteza (Rincén-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008). Presenta inflorescencias en fasciculos
conformados por cabezuelas, integradas por 10-12 flores pediceladas con simetria
actinomorfa. Las flores en su mayoria son hermafroditas, constan de caliz y corola con 5
piezas florales que incluyen 280-360 estambres con filamentos libres entre si, pero unidos
a la base (Alvarado y Gomez-Acevedo, 2022). Los arboles de A. angustissima carecen de
espinas, nectarios y glandulas estaminales y llegan a medir hasta 12 m (Figura 4) (Rico-
Arce y Bachman, 2006). De acuerdo con su fitoquimica, Pages-Paez (2021) reporto la
presencia de insaturaciones y la identificacion de compuestos como el g-mirceno y a-
pineno descritos anteriormente como COV que juegan un papel importante dentro de las

interacciones con los insectos, sirviendo como atrayentes.



Figura 4. Arbol de Acaciella angustissima.

2.7. Extraccion-identificacion de COV que median interacciones con adultos de M.
mexicanus
Para la extraccién de COV existen distintos métodos entre los que destacan:

enfleurage, compresion, maceracion y la hidrodestilacion mediante arrastre por vapor o
el Clevenger, de acuerdo con Oviedo y Orochena (2011); estos dos ultimos son empleados
a escala de laboratorio, siendo el método Clevenger el considerado en varios estandares
internacionales como el mas adecuado para la determinacion del contenido total de aceite
esencial de una planta aromatica. Un equipo de Clevenger (Figura 5) se caracteriza por
ser un sistema cerrado en donde el solvente o material extraido (en dependencia si el
aceite esencial es mas o menos denso que el agua) son “devueltos o retornados” al balon
de destilacion en un proceso que se repite hasta que se haya considerado la total extraccion
del aceite esencial. Esta “devolucion o retorno” es lo que se conoce como cohobacion
(Fernandez-Sanchez et al., 2013). Para la identificacion de los COV previamente
extraidos se utiliza la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM), la cual permite la separacion e identificacion de mezclas complejas que son
inyectadas en el cromatografo de gases, se separan en la columna cromatografica y se
obtiene la elucién sucesiva de los componentes individuales aislados que pasan
inmediatamente al espectrémetro de masas. Cada uno de estos componentes se registra
en forma de pico cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas

(Gutiérrez y Droguet, 2002); finalmente se acarrean por un gas inerte, ya sea hidrogeno,
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helio, nitrogeno, argén o dioxido de carbono (lkan, 2008). Previamente, Nieves-Silva y
Romero-Lépez (2019) extrajeron los COV de hojas de B. salicifolia mediante
microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas en inglés) y los identificaron
mediante CG-EM, donde las sustancias quimicas méas abundantes fueron a-pineno,
trimetilindano y ciclohexilbenceno, compuestos anteriormente reportados en otras plantas

que fungen como hospederas de integrantes de Melolonthidae.

Pages-Paez (2021), ya empled el sistema de hidrodestilacion Clevenger para
extraer COV foliares de A. angustissima, los cuales se analizaron por CG-EM. En este
caso se sugirié que a-pineno y S-mirceno podrian estar involucrados en la interaccion con
adultos de M. mexicanus. Otros estudios relacionados con extraccion e identificacion de
COV en interaccion adulto Macrodactylus-planta hospedera pertenecen a Nieves-Silva et
al. (2021), quienes extrajeron e identificaron COV de Prunus persica L. Batsch por medio
de headspace y CG-EM, destacando R-(+)-limoneno y (Z) 3-hexenil acetato para mediar

la interaccidn con adultos de M. nigripes.

_~ Condensador
4l n
\
N
Vapor que arrastra volatiles / +— Deposito de volatiles
| liquidos
J
'3 Elas
————’_' ( i
Matraz bola { Agua recirculada
N

Figura 5. Sistema Clevenger modificado para extraccion de Volatiles. Tomado de Pages-
Paez (2021).

2.8. Confirmacion de actividad bioldgica para el estudio de interacciones y comunicacion
quimica de Melolonthidae y Macrodactylus mexicanus

2.8.1. Estudios in silico
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El acoplamiento o “Docking” molecular es una herramienta bioinformética que
permite estudiar la interaccion entre un ligando y una proteina, ademas de predecir y
modelar las estructuras y el comportamiento de las moléculas, por ejemplo, el complejo
ligando-proteina en el cual, generalmente, la mejor pose es la reportada con menor energia
en la unién (Font-Maté, 2017; Velasquez et al., 2013). Estos estudios in silico permiten
la basqueda de moléculas candidatas mediante la seleccion de moléculas a partir de bases
de datos (Velasquez et al., 2013), denominandose “Ecologia quimica inversa” (Gonzalez-
Gonzélez et al., 2016). Para trabajos relacionados con Docking molecular en integrantes
de Melolonthidae se cuenta con evidencia para H. elegans con su planta hospedera
Nothofagus obliqua (Mirbel) Oerst., donde Gonzalez-Gonzalez et al. (2016),
evidenciaron OBP que presentan una gran afinidad a COV de su hospedera N. obliqua,
exhibiendo altos valores de energia en términos de acoplamiento; esto demuestra que los
residuos hidrofobicos de las OBP interactian mas con los ligandos y que las interacciones
de Van der Walls e hidrofobicas son las mas importantes. Para Holotrichia oblita
Faldermann se sabe que las OBP en adultos hembras son esenciales para la percepcion de
COV emitidos por sus hospedadoras Ulmus pumila (L.) y Ricinus communis (L.),
teniendo presente dos genes altamente expresados, los cuales provocan una fuerte
atraccion hacia ellas (Wei et al., 2021). Por otra parte, para la misma especie se demostro
tras ensayos con docking molecular, destacando que cuatro ligandos (Benzoato de hexilo,
[-ionona, mirceno y cinamaldehido) de sus plantas hospederas tenian mejor acoplamiento

en OBP, siendo el benzoato de hexilo el mas afin (Zhuang et al., 2014).

2.8.2. Bioensayos en laboratorio con olfatdmetro
Los estudios en condiciones de laboratorio brindan la posibilidad de someter a

organismos a estimulos bajo condiciones controladas y asi conocer su comportamiento;
la mayor parte de estos se centran en insectos de interés agronémico o de salud, como son
los &caros, los mosquitos o escarabajos (Avila-Cervantes et al., 2019). Para estudios de
Ecologia quimica, tradicionalmente se utilizan los olfatdbmetros, equipos que evallan la
preferencia de los organismos ante uno o varios estimulos y ver el efecto que provocan,
tanto en su forma “activa” (mediante un flujo de viento para transportar de manera
constante el estimulo quimico) y en forma “pasiva” (sin intervencion de flujo de aire al
estimulo) (Romero-Lopez, 2016; Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2016). Para integrantes
de Melolonthidae se han efectuado estudios con adultos de M. nigripes, utilizando un

olfatbmetro de cuatro vias para evaluar las taxias positivas de estos insectos hacia
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extractos vegetales de diversas fuentes vegetales (Nieves-Silva y Romero- Lopez, 2016).
Por otra parte, Morales-Blancas y Romero-Lopez, (2020) para estudios de M. mexicanus
y Nieves-Silva et al. (2021), para M. nigripes, emplearon un olfatometro de vidrio de dos
vias en forma de “Y” (Figura 6) conectado a un flujo de viento constante para evaluar la
atraccion hacia diferentes COV. Garcia-Canales y Romero-L6pez (2017) efectuaron
pruebas con machos de M. mexicanus en olfatdmetro, registrandose atraccion hacia la
camara genital y glandulas accesorias de hembras de esta especie. Del mismo modo
Pérez-Estrada (2020) emple6 un olfatometro para evaluar respuestas hacia COV
bacterianos extraidos de las glandulas accesorias del aparato reproductor de hembras de

esta especie.

Figura 6. Olfatdmetro de vidrio de dos vias en forma de “Y” empleado para bioensayos
en laboratorio.

3. Justificacion

Bajo el contexto quimico-ecoldgico, las interacciones entre los insectos y las
plantas son mediadas por los COV; la eleccion de una planta como hospedera por parte
de los insectos esta relacionada con la calidad del recurso alimentario, la fecundidad y la
frecuencia de oviposicion (Lopez et al., 1999) a través de una secuencia comportamental
en la cual el insecto distingue entre su planta hospedera y la que no lo es, mediante la
busqueda, localizacion y aceptacion del sitio (Romero-Lopez, 2016). Estas interacciones
también muestran ventajas reproductivas para la planta, como es el caso de los visitadores
florales (Reyes-Prado et al., 2019). Bajo este tenor, se han llevado a cabo estudios para
los Coleoptera Melolonthidae pertenecientes a Phyllophaga, Cyclocephala, Paranomala

y Macrodactylus (Romero-Lépez, 2016) y recientemente se cuenta con informacién
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detallada sobre la interaccion entre adultos de M. mexicanus, en donde se ha descrito que
la actividad de estos insectos promueve el crecimiento de algunas partes aéreas de sus

plantas hospederas (Romero-Lopez, 2016; Moctezuma-Vega y Romero-Lépez, 2020).

Para esta especie de Macrodactylus se ha comenzado a implementar el estudio de
comunicacion quimica en diferentes niveles de andlisis, incluyendo la integracion de la
parte molecular, modelando la actividad biolégica que detonan algunos COV de las hojas
de A. angustissima en hembras y machos al acoplarse con proteinas de union a olores de
las antenas de otras especies de insectos (Pages-Paez, 2021). Caso similar lo descrito para
Melolontha hippocastani F., donde integran diferentes analisis para la compresion de la
busqueda y localizacidn de pareja mediante COV y feromonas (Ruther et al., 2000). De
esta manera se pretende dilucidar el rol de los COV liberados por hojas y flores de esta

especie vegetal.

Se ha observado que en la interaccion de M. mexicanus con A. angustissima, los
COV son fundamentales, ya que son los responsables de generar respuestas
comportamentales en los adultos de M. mexicanus. Por ello, el complementar la
informacion de esta interaccion con diferentes lineas de evidencia de actividad biologica,
desde la molecular hasta la comportamental, permitira una mayor comprension de la
interaccion entre ambas especies y en particular, del esquema de comunicacion quimica

de esta especie de Melolonthidae.

4. Hipotesis

Los COV que liberan las hojas y flores de A. angustissima del Parque Estatal
“Cerro Zapotecas” provocan la atraccion en adultos de M. mexicanus para que se inicie

la interaccién con éstas.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de los COV liberados por hojas y flores de A. angustissima en
la interaccion con adultos de M. mexicanus a través de un modelado in silico, asi como

en bioensayos de laboratorio.
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5.2. Objetivos particulares
e Identificar los compuestos quimicos liberados por hojas y flores de A.

angustissima.

e Modelar in silico la interaccion entre los COV identificados previamente y las
OBP homdlogas seleccionadas para los adultos de M. mexicanus.

e Registrar las respuestas de los insectos bajo estudio al ser expuestos a

macerados de hoja+flor de la acacia bajo estudio.

6. Metodologia

6.1. Obtencidn de insectos, hojas y flores
Los insectos y el material vegetal se recolectaron en el Parque Estatal “Cerro

Zapotecas” (Figura 7), ubicado en el municipio de San Pedro Cholula a un 1.5 km de la
ciudad de Puebla y colindando con los municipios San Cristébal Tepontla, San Juan
Tlautla, San Gregorio Zacapechpan, San Francisco Coapa, San Sebastian Tepalcatepec,
San Diego Cuachayotla y San Agustin Calvario (Tlapa-Almonte, 2005). Se trata de un
sitio en el que predomina un clima templado subhimedo con lluvias en verano y con una
temperatura media anual que fluctda entre 18°y 20° C, con vegetacion diversa de cultivos
de temporada, arboles frutales, bosque de pino-encino y matorral xeréfilo (Flores-
Hernandez, 2011). Esta actividad tuvo lugar entre mayo y agosto de 2022, lapso en el que

los adultos de M. mexicanus llevan a cabo sus actividades alimentarias y sexuales.
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Figura 7. Zona de estudio Parque Estatal “Cerro Zapotecas” ubicado en San Pedro
Cholula, en temporada de verano de 2022.

6.2. Extraccion e identificacion de COV de hojas y flores de A. angustissima
Se empled el sistema Clevenger modificado segun lo sugerido por Oviedo y

Orochena (2011). Se tomo de referencia la metodologia empleada por Pages-Paez (2021),
utilizando 100 g de material vegetal (hojas y flores) con 300 ml de agua destilada,
llevando la muestra a punto de ebullicion durante 4 h. Para la identificacion de COV
extraidos previamente, se consider6 una columna DB5-MS (30 m, 0.25 mm de diametro
interno y 0.25 pm de espesor de la pelicula), a una temperatura de 300 °C del inyector y
70 °C de temperatura inicial, con un incremento de 31 °C/min hasta alcanzar los 280 °C.
Se empled hidrégeno como gas acarreador (1.5 mL/min) y el inyector se mantuvo en
modo splitless. El espectrémetro de masas Agilent 5975C se emple6 en modo SCAN (50
a 400 UMA), tomando como base la biblioteca del Wiley-Nist Ed 11-2017, en particular

los compuestos quimicos con una similitud de espectros mayor al 95%.

6.3. Bioensayos de confirmacion de actividad bioldgica
6.3.1. Insilico
Se utiliz6 el programa Schodinger para el modelado por homologia de OBP de

especies filogenéticamente cercanas a M. mexicanus. Posterior a ello, se empled el
programa AutoDock Vina con cien repeticiones por analisis de acoplamiento para obtener
los valores de energia de acoplamiento en Kcal/mol para la minimizacion energética, la

conformacién mas estable y la generacion de diagramas 2D de las interacciones de los
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residuos aminoacidos entre ligandos y proteinas (Cuadro 1). En los anélisis se emplearon
los compuestos identificados del perfil quimico de hojas y flores de A. Angustissima,
ademés de utilizar como control positivo a la a-pulegona por su alta energia de
acoplamiento y como control negativo al mirceno por su baja energia de acoplamiento
(Figura 8).

Cuadro 1. Clasificacion de los aminoéacidos de acuerdo con su cadena lateral y
abreviacion.

Naturaleza de los residuos de aminoacidos
Apolares Glicina-GLY, Alanina-ALA, Prolina-PRO, Valina-VAL, Leucina-
alifaticos LEU, Isoleucina-ILE y Metionina-MET
Aromaticos Fenilalanina-PHE, Tirosina-TYR y Triptéfano-TRP
Polares sin Serina-SER, Treonina-THR, Cisteina-CYS, Asparagina-ASN y
carga Glutamina-GLN
Carga positiva Lisina-LY'S, Histidina-HIS y Arginina-ARG
Carga negativa Acido aspartico-ASP y Acido glutamico-GLU
G ‘

= X

Figura 8. Estructura quimica del a-pulegona (control positivo) y mirceno (control
negativo) empleadas para los acoplamientos moleculares en OBP de Melolonthidae y
COV de A. angustissima.

Se seleccionaron ocho secuencias de OBP de Holotrichia oblita Faldermann,

Holotrichia parallela Motschulsky e Hylamorpha elegans Burmeister, especies
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pertenecientes a Melolonthidae como “meloléntido de referencia” y con el programa
MEGAL11 se compararon mediante un alineamiento multiple MUSCLE (Kumar et al.,
2018) (por sus siglas en inglés) (Cuadro 2). Las secuencias se obtuvieron de las bases de
datos NCBI y PDB (ambos, por sus siglas en inglés).

Cuadro 2. OBP seleccionadas de las especies Melolonthidae empleadas para el
alineamiento de secuencias de aminoacidos y creacion de estructuras tridimensionales.

“Melolontido de referencia” OBP ID Versién NCBI
Holotrichia oblita OBP 24 AZL 87166.1
Holotrichia oblita OBP 8 AZZ786674.1

Holotrichia parallela OBP 39 AVM18965.1
Holotrichia parallela OBP 35 AVM18961.1
Holotrichia parallela OBP 49 AKI184360.1
Hylamorpha elegans OBP 6 AMR98356.1
Hylamorpha elegans OBP 4 AMR98355.1
Hylamorpha elegans OBP 1 AMR98353.1

Se compararon por pares las OBP bajo estudio, usando “plantillas” mediante el
programa Jalview version 2.11.2.0 (Cuadro 3); esto con el fin de contar con el porcentaje
de identidad entre secuencias y asi crear una estructura tridimensional de las proteinas
ademas de generar un dendograma para representarse de manera grafica las similitudes
entre las secuencias de OBP, empleando el programa MEGA version 11, mediante el

método Neighbor-Joining.

Cuadro 3. OBP seleccionadas de Melolonthidae y de organismos de referencia por pares
para comparacién de porcentaje de identidad.

Cadigo PDB Especie de referencia Version ID Especie de Melolonthidae
2L.2C Culex quinguefasciatus Say | AZL87166.1 Holotrichia oblita
6JPM Chrysopa pallens Rambur AZZ86674.1 Holotrichia oblita
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4745 Nasonovia ribisnigri AVM18965.1 Holotrichia parallela
6HHE Ceratitis capitata AVM18961.1 Holotrichia parallela
6QQ4 Drosophila melanogaster AKI84360.1 Holotrichia parallela
3K1E Aedes aegypti AMR98356.1 Hylamorpha elegans
5DIC Phormia regina AMR98355.1 Hylamorpha elegans
6QQ4 Drosophila melanogaster AMR98353.1 Hylamorpha elegans

6.3.2. Bioensayos en laboratorio
Se empled un olfatometro en “Y” de dos vias como el empleado por Sanchez-

Cruz et al. (2020) y conformado por un tubo central de 14 cmy con dos brazos de 13 cm
cada uno, con un diametro interior de 1.5 cm. Cada uno de los brazos esta conectado con
una camara de vidrio de 6.5 cm de longitud y 2.5 cm de didmetro interior y a su vez, cada
lado del olfatometro estd conectado a un flujo de viento constante de 500 mL/min,
regulado por un flujémetro (Cole Parmer, USA) (1 L/min en el tubo central). En ambos
brazos se colocaron fragmentos de papel filtro de 5 x 2 mm con los estimulos quimicos.
Se maceraron hojas y flores de A. angustissima; de la pasta resultante se consideraron
0.10 g para cada muestra, la cual se coloco en el papel filtro para emplearse como el
estimulo quimico. Para el control, se impregnd el papel filtro con agua destilada. Se
consider6 como “respuesta positiva” cuando cada adulto de M. mexicanus mostro
movimientos orientados hacia alguno de los estimulos e hizo contacto con el papel filtro,
permaneciendo ahi por lo menos 30 s. Los estimulos se colocaron de manera aleatoria y
en un horario de 11:00 a 14:00 hrs, periodo en que se ha observado que estos insectos
llevan a cabo su actividad sexual y alimentaria (Romero-Lopez, 2016). Ademas, se
diferenciaron los distintos tipos de respuestas de los adultos de M. mexicanus,
considerando los movimientos, actos y posturas de hembras y machos en el interior del

brazo principal del olfatdmetro.

Para el analisis de los datos de frecuencia de respuestas positivas, se aplicd una Ji-

cuadrada con el Software Rstudio version 4.2.1.

Previo a los resultados, se integré la parte conductual descrita por Pages-Paez y Romero-

Lopez (2023), como pieza fundamental en este estudio para un mejor entendimiento de la
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interaccion. Mediante observaciones se identificaron los desplazamientos y patrones

comportamentales de la interaccion entre M. mexicanus y A. angustissima.

7. Resultados

7.1. Secuencia comportamental de la interaccién M. mexicanus-A. angustissima
Como parte importante de la interaccion entre M. mexicanus y A. angustissima, se

integrd informacion sobre el comportamiento de estos insectos en campo mediante una
secuencia en la cual se describieron cinco tipos de desplazamiento y tres patrones de
comportamiento; esto una vez que los adultos de M. mexicanus emergian del suelo e
iniciaban la interaccion con los arboles de A. angustissima (Pages-Paez y Romero-Lo6pez,
2023) (Figura 9).

!s.
< i

ey e MY

Figura 9. Representacion grafica de la secuencia de la interaccion entre adultos de M.
mexicanus y arbustos de A. angustissima. 1. DA=desplazamiento aéreo en direccién hacia
arbustos, 2.PH=Posado en hoja, 3. DH=desplazamiento a través del envés de hoja, 4.
DA=desplazamientos aleatorios a través de la hoja, 5. DT=desplazamiento a través de
tallo, 6. MA=movimiento antenal; 7. DF=desplazamiento hacia flor, y 8. PF=posado en
flor. Tomado de Pages-Paez y Romero-Lopez, 2023.

7.2. Extraccion y CG-EM de COV de hojas y flores A. angustissima
De los 0.036 g de muestra de hojas y flores de A. angustissima, se gener6 un

cromatograma, en el cual se observa en el eje horizontal el tiempo de retencion de los
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compuestos en min y en el vertical, la abundancia (tamafio de pico) de cada compuesto.
Se observan doce picos que corresponden a los compuestos identificados (Figura 10,
Cuadro 4).
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Figura 10. Cromatograma de compuestos quimicos obtenidos de hojas y flores de Acaciella angustissima que se recolectaron en la temporada de
verano del 2022, en el Cerro Zapotecas, Puebla. En el eje de las ordenadas se muestra la abundancia de cada compuesto, mientras que en el eje de
las abscisas los picos cromatograficos y tiempos de retencidén en minutos para cada compuesto.
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Cuadro 4. Nombre, abundancia y estructura de los compuestos que conforman el perfil
quimico de hojas y flores de Acaciella angustissima recolectada en la temporada de
verano del 2022 en el Cerro Zapotecas, Puebla.

Nombre Abundancia Estructura
a-pineno 41,96
“Pin”

1,6-Octadien-3-ol, 3,7- 1,67

dimetil-
“1,6-octa”
Biciclo (2.2.1) heptano-2- 1,14
ol,1,3,3-trimetil-
“Bici (2.2.1)” ®

OH

Biciclo (3.1.0) hexano-3- 7,43 .
ol,4-metileno-1-(1- //<
metiletilo)-, acetato o\"'"%;e

“Bici (3.1.0)” H

Borneol 3,21
“Bor”

(+)-4-careno 10,12
“(+)-4-car”

ciclohexanol, 2-metileno-5- 6,39
(1-metiletenil)-
“Ciclo,2”
Biciclo [2.2.1]heptan-3-ona, 1,43

6,6-dimetil-2-metileno-

“Bici [2.2.1]”
Salicilato de metilo 2,49
“Sal”

Eugenol 1,48
“Eug7’

2-cyclopenten-1-one, 3- 1,00
methyl-2-(2-pentenyl)-, (2)-
“2-ciclo”
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Acido tereftalico, éster di(4- 9,12 i
octilo) .
“A. o /Wr I
Mirceno Control Z AN
“Mir” negativo

a-pulegona Control
“Pul” positivo 0 |

7.3. Bioensayos de confirmacion de actividad bioldgica
7.3.1. Insilico
En la Figura 11 se muestran los sitios conservados, resaltando los residuos de

cisteina caracteristicos de las OBP.

Speciestabbry v B
1. AZZ86674.1H. oblita MK LBivive o cBoc [@vEEs  [BaBviaajk L REE cREkEK 1 . - - -BBvEkcvfnccuBimk
2. AZLE7186.1 H. oblita S -nMR YR v Loy i vEA L L 1HaakLca I APKE A Li 3

3. AVM18965.1H. parallela

4. AVM13961.1 H. parallela F
5. AMR98356.1H. elegans A M
6. AMR9E355.1H. elegans KPPPFMBBMH@YR

T.AMR9S3S31H.elegans - - - - - - - - vvviLraBBlviLc RIGER 1 RK YR
8. AKIB4360. H. parallela - MK I BLFcFaLcva vNAE ER

9.6QQ4D. melanogaster |- - - - - - - - - - - - -
10.6QQ# 1D. melanogaster
116/ C. pallens

12. 6HHE 1C. capitata
13.5DIC 1 P. regina - -
14. 4745 N. ribisnigri

15.3K1ET A degypti - - - - - - - - - vElr RRB A
16.2L2C C. quinquefasciatus |- - - - - - - - - - - - BV TP RRBIA

I(LFH Ak

Species/Abbrv v |

1. AZZBEE74.1H. oblita o - - .- --kkcB Bvarrkcvy FBllP
2 Azs7IeE Hooblia [ L QDQINGBMMN - - - - - - - - - . AvLvi8c L kg Rk LEIK

3. AVM18965.1H. parallela
4. AVWMI18961.1 H. paralieia
5. AMR9E356.1H. elegans
6. AMR9E355.1H. elegans PBlkvik By -------
7.AMROE3S31 H.elegans |G F IINEQGELL - - - - - - -

£ AKIB4360.1H. parallela
9.6QQ4 D. melanogaster
10.6QQ4 1D. melanogaster
11.6PM C. pallens CkNGk LM - - - - -
12.6HHEIC capitata L 1 [BlaBN 1 v - - - - - -
13.5DIC 1 P. regina
14. 4745 N. ribisnigri
15.3KIETA aegypti KV VEIBMBHVH - - - - - - -
16.2L2C C. quinquefasciatus KV v [DIBINIGBIV H - - - - - - -

Figura 11. Alineamiento de secuencias de OBP de Melolonthidae y OBP homologas de
insectos sefialando con “*” los residuos de cisteinas conservados y observando la
tendencia de los seis residuos de las OBP.

En el Cuadro 5 se evidencia la similitud entre las plantillas y las OBP,
detectandose el porcentaje de identidad més alto para 6JMP (C. pallens) con AZZ86674.1
(H. oblita) obteniendo un 41.46 % (Figura 12), seguido de 4Z45 (N. ribisnigri) con
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AVM18965.1 (H. parallela) con 28.95 % (Figura 13) y 6QQ4 (D. melanogaster) con
AKI184360.1 (H. parallela) con 25.41% (Figura 14). Con valores debajo del 25%, se
observo a la 6HHE (C. capitata) con AVM18961.1 (H. parallela) alcanzando un 24.79%,
seguido de 6QQ4 (D. melanogaster) con AMR98353.1 (H. elegans) con 20.66%, y 3K1E
(A. aegypti) con AMR98356.1 (H. elegans) con 20.63%. Por ultimo, con valores debajo
del 20% se obtuvo 19.53% de identidad entre 2L2C (C. quinquefasciatus) con
AZL87166.1 (H. oblita) y 19.17% entre 5DIC (P. regina) con AMR98355.1 (H. elegans).

Score = 2500.0

Length of alignment = 123

Sequence gill552771550 | gk |AZZ566,/21-143 (Sequence length = 143)
Seqgquence &JPM 1 |Chains/1-11% {[(Seguence length = 11%)

gi| 1552771550 |gb | REZE866,/21-14353 AMINELROMELAREKLIERNTCRTETITKISDEQIEDMHEEGIWHDDD
L e L I U I I I I (R O Ll
&JPM 1 |Chains,/1-11% MLTEAOMLASTANIMREMCOPETEVIDEQINNFHEGWVE-DDD

gi| 1552771550 |gb|REZS66,/21-143 DVIECYTHOCMGIMEMONEHGGFDRELALDEQOYPOIFESMERE
[ R 1. [ . S - -1

6JPM 1 |Chains/1-11% EEMMCYMNCILETMET -IEKNGELDMSAVEOOMPTLPEEYOE

gil|l 1552771550 |Igb | AEZE86€6,/21-14353 SLVSSLEGCADSGEGLTEECDISYARFFECVYEFSHEFEEYILE
| -1 1 e L L I N ™ 0 I I e e e

&JPM 1 |Chains/1-11% STEESIEECKSADTG——DECEPAYNFARKCLYLSNPEMYFLPE

Percentage ID = 41.4&8

Figura 12. Porcentaje de identidad de 41.46 % entre 6JMP (C. pallens) con AZZ86674.1
(H. oblita).

Score = T730.0

Length of alignment = 76
Sequence gi|l35726403¢6|gk|AVM1E9e5/1-72 (Sequence length = 72)
Sequence 4Z45_1|Chains/33-108 (Sequence length = 121)

gil|l3578e403¢6 |gh|AVM1E9e5/1-72 PSRHEGECLIFCLHKRFNMMHDDGT INTEGAIETMEFLEEE
N I I I A . | |
4745 1|Chains/33-108 PSTETGECIMECMITELGLLNDDGSYNETGMEAGLEKYWSE

gill357864086 gk |AVM1E965/1-72 DPELYDEFMTIGERCTEE-—-VOTQEDE-CEYATE
e 1D T [ [.1.
4745 11Chaina/33-108 -W3T-EKIETINNKCYEEALLVSEEVVATCHYSYT

Percentage ID = 28.495

Figura 13. Porcentaje de identidad de 28.95% entre 4Z45 (N. ribisnigri) con
AVM18965.1 (H. parallela).
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Score = 1200.0
Length of alignment = 122

Sequence gi|823558415|gb|AKIZ436/22-143 (Sequence length
Sequence 6004 1|Chainsa/1-121 (Sequence length

gil8235955415|gb | AKIE436/22-143
6004_1|Chains/1-121
gil 8235958415 |gb | AKIS436/22-143
6004_1|Chains/1-121
gilB823558415|gb| AKIE436/22-143
6004 1|Chains/1-121

Percentage ID = 25.41

149)
121)

YIDQLITEIATAKTECAKOVGASVDDVVEVEQGETFISEE:
. e I I I B
LEKEALAKIMESAESCMPEVGATDADLOEMVERQFLASTYRG

KCITSCVLKLFGGODSHGEINEHAR I GHIEELKFIDTOVYE
[ e I I e N I N T A |
KCLEACVMENTIGI LOANGELDTERGHERRE Y TGN D PAKLE

KFSSVWESCSERT SDDNDGCDSARKTIMICLAQEVDEHGIS
e 11T Taald le 1 11l
IALETGDTCARTTVED-DHCERRERYGTCFRGEAKEHGLL

Figura 14. Porcentaje de identidad de 25.41 % entre 6QQ4 (D. melanogaster) con

AKI184360.1 (H. parallela).

Cuadro 5. Porcentaje de identidad por pares de OBP con plantillas.

OBP ID plantilla | OBP ID Melolonthidae % identidad
2L2C AZL87166.1 19.53%
6JPM AZZ86674.1 41.46 %
4745 AVM18965.1 28.95 %
6HHE AVM18961.1 24.79 %
6QQ4 AKI184360.1 25.41%
3K1E AMR98356.1 20.63 %
5DIC AMR98355.1 19.17 %
6QQ4 AMR98353.1 20.66 %

Con base en el alineamiento, se preparé un dendograma basado en la similitud de

secuencias de aminoacidos de las OBP con el programa MEGA version 11, mediante el

método Neighbor-Joining (Figura 15).
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Figura 15. Dendograma basado en las secuencias de amino&cidos de las OBP de
Melolonthidae y de OBP homologas. Representacion de insectos tomada de Google
imagenes.

Por ultimo, se modelaron por homologia las OBP de los Melolonthidae, con el fin
de obtener sus estructuras tridimensionales con base en el porcentaje de identidad de las
OBP empleadas como “plantillas” obteniendo los modelados para H. oblita (Figura 16),

H. parallela (Figura 17) e H. elegans (Figura 18).
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Figura 16. Modelado de OBP AZL87166.1 Holotrichia oblita con la plantilla 2L2C
Culex quinquefasciatus y de AZZ86674.1 Holotrichia oblita con 6JMP Chrysopa pallens.

Figura 17. Modelado de OBP AVM18965.1 Holotrichia parallela con la plantilla 4245
Nasonovia ribisnigri, AVM18961.1 Holotrichia parallela con 6HHE Ceratitis capitata
y AKI184360.1 Holotrichia parallela con 6QQ4 Drosophila melanogaster.
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Figura 18. Modelado de OBP AMR98356.1 Hylamorpha elegans con la plantilla 3K1E
Aedes aegypti, AMR98355.1, Hylamorpha elegans con 5DIC Phormia regina y
AMR98353.1 Hylamorpha elegans con 6QQ4 Drosophila melanogaster.

7.3.2. Docking molecular

Se prepararon las OBP modeladas de H. oblita (Figuras 19 y 20), H. parallela
(Figuras de la 21 a la 23) y H. elegans (Figuras 24-26), estabilizandolas con los ligandos
identificados para la interaccion. Posterior a ello, se procedio con el docking en 100
repeticiones, tomando el valor méas negativo para cada acoplamiento y representando la
minimizacién energética para cada interaccion (Cuadro 6) (color rojo para el valor méas
negativo) entre los ligandos y las 8 proteinas (COV-OBP), empleando a la a-pulegona
(control positivo color naranja) y el mirceno (control negativo color azul) como ligandos

control.
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Cuadro 6. Valores energéticos (Kcal/mol) obtenidos del docking molecular por ligando-proteina.

H. parallela | H. parallela | H. elegans H. parallela | H. oblita H. oblita H. oblita H. elegans
Compuesto | AK184360.1 | AMR98353.1 | AMR98355.1 | AVM18961.1 | AVM18965.1 | AZL87166.1 | AZZ86674.1 | AMR98356.1
“Pin” -4,637 -3,754 -4 -3,917 -6,147 -6,521
“l,6-octa” | -3,894 -3,358 -2,42 -1,583 -1,708 -2,068 -3,911 -3,955
“Bici -5,167 -4,943 -4,006 -3,802 -6,463 -6,596
(2.2.1)”
“Bici -5,005 -5,044 -2,323 -2,973 -3,310 -3,206 -6,076 -6,67
(3.1.0)”
“Bor” -5,31 -4,211 -4,241 -3,676 -3,642 -4,867
“(+)-4-car” -5,997 -4,263 -4,140 -3,841 -6,292 -6,339
“Ciclo,2” -5,58 -5,908 -3,637 -3,663 -4,448 -4,157 -6,149 -6,147
“Bici -5,162 -5,380 -3,779 -4,434 -4,540 -4,089 -6,402 -6,786
[2.2.1]”
“Sal” -5,384 -5,082 -3,814 -4,071 -3,855 -4,064 -6,112 -5,132
“Eug” -5,801 -5,191 -2,095 -4,805 -3,92 -6,176 -5,512
“2-ciclo” -4,644 -4,338 -2,740 -2,856 -2,789 -5,535 -5,121
“A. ter” -4,796 -5,073 -3,648 -3,879 -3,667 -6,151 -4,898
“Mir” -3,545 -2,887 -2,618 -1,583 -1,292 -1,139 -3,298 -3,454
“Pul” -6,437 -6,249 -4,432 -4,278 -4,555 -4,35 -6,757 -6,087

Se muestran los compuestos “Mir” y “Pul” como ligandos control para el docking molecular, siendo control negativo el “Mir” y control positivo la “Pul”.
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B AZL87166.1

-4,35 Pul
1,139 Mir

-3,667 A ter

-2,789 2-cyclo

-3,92 Eug

-4,064 Sal

-4,089 Bici[2.2.1]
457 ——————————ciclo,; 2

-3,841 (+)-4-car

-3,642 Bor

-3,206 bici(3.1.0)

-3,802 bici(2.2.1)

-2,068 1,6-Oct

-3,917 Pin

-5 -4,5 -4 -3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

Figura 19. A) OBP AZL87166.1 Holotrichia oblita con la plantilla 2L2C Culex
quinquefasciatus y B) Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos.

Como valor més negativo se observa al ciclo,2.
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AZZ786674.1
-6,757 Pul
_

-6,151 A ter
-5,535 2-cyclo
-6,176 Eug
-6,112 Sal
-6,402 Bici[2.2.1]
-6,149 ciclo, 2
-6,292 (+)-4-car
-4,867 Bor
-6,076 bici(3.1.0)

’ -
-3,911 1,6-Oct
6,147 Pin

8 7 6 5 -4 3 2 1 0

Figura 20. A) OBP AZZ86674.1 Holotrichia oblita con 6JMP Chrysopa pallens y B)
Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos. Como valor mas
negativo se observa bici (2.2.1).
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AVM18965.1

-4,555 Pul
1,292 Mir

-3,879 A. ter

-2,856 2-cyclo

Eug

-3,855 Sal

il i

-4,448 ciclo, 2

-4,14 (+)-4-car

-3,676 Bor

-3,31 bici(3.1.0)

-4,006 bici(2.2.1)

-1,708 1,6-Oct

-4 Pin

5 45 4 35 3 25 -2 15 -1 05 0
Figura 21. A) OBP AVM18965.1 Holotrichia parallela con la plantilla 4245 Nasonovia

ribisnigri y B) Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos. Como
valor més negativo se observa bici [2.2.1].
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AVM18961.1

-4,278 Pul
1583  Mir

-3,648 Acter

2,74 2-cyclo

-4,805 Eug

-4,071 Sal

-4,434 Bici[2.2.1]

-3,663 ciclo, 2

-4,263 (+)-4-car

-4,241 Bor

-2,973 bici(3.1.0)

-1,583 1,6-Oct

-3,754 Pin

Figura 22. A) OBP AVM18961.1 Holotrichia parallela con 6HHE Ceratitis capitata y
B) Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos. Como valor mas
negativo se observa bici (2.2.1).
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-6,437 Pul
3545 M

-4,796 A. ter

-4,644 2-cyclo
_

-5,384 Sal

-5,162 Bici[2.2.1]

-5,58 ciclo, 2

(+)-4-car

-5,31 Bor

bici(3.1.0)

bici(2.2.1)

-3,894 1,6-Oct

Pin

Figura 23. A) OBP AKI84360.1 Holotrichia parallela con 6QQ4 Drosophila
melanogaster y B) Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos.
Como valor més negativo se observa al Eug.
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AMR98356.1

-6,087 Pul
3454  Mir

-4,898 A ter

-5,121 2-cyclo

-5,512 Eug

-5,132 Sal

ici[ 1

-6,147 ciclo, 2

-6,339 (+)-4-car

Bor

-6,67 bici(3.1.0)

-6,596 bici(2.2.1)

-3,955 1,6-Oct

-6,521 Pin

Figura 24. A) OBP AMR98356.1 Hylamorpha elegans con la plantilla 3K1E Aedes
aegypti y B) Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos. Como
valor més negativo se observa bici [2.2.1].
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AMR98355.1

-4,432 Pul
r2618  Mir
A. ter
-2,095 2-cyclo
3814 - Eug~
-3,779 Sal
-3,637 Bici[2.2.1]
ciclo, 2
(+)-4-car
Bor
-2,323 bici(3.1.0)
bici(2.2.1)
-2,42 1,6-Oct
Pin

-5 -4,5 -4 -3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

Figura 25. A) OBP AMR98355.1, Hylamorpha elegans con 5DIC Phormia Regina y B)
Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos. Con valor més negativo

se observa al Eug.
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B AMR98353.1

-6,249 Pul
_

-5,073 A. ter

-4,338 2-cyclo

-5,191 Eug

-5,082 Sal

-5,38 Bici[2.2.1]

-5,908 ciclo, 2
M

-4,211 Bor

-5,044 bici(3.1.0)

-5,167 bici(2.2.1)

-3,358 1,6-Oct

-4,637 Pin

7 6 5 -4 3 2 1 0

Figura 26. A) OBP AMR98353.1 Hylamorpha elegans con 6QQ4 Drosophila
melanogaster y B) Valores de energia obtenidos del docking para los 12 compuestos. Con
valor mas negativo se observa al (+)-4-car.

7.3.3. Diagramas 2D de interacciones con aminoacidos
Se obtuvieron diagramas 2D de las interacciones aminoacidicas de los acoplamientos

moleculares entre los ligandos y proteinas para su revision y posterior andlisis de los aa
en las OBP modeladas de los Melolonthidae H. oblita (Figura 27) (Cuadro 7) H. parallela
(Figura 28) (Cuadro 8) y H. elegans (Figura 29) (Cuadro 9).
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Figura 27. Interacciones aminoacidicas de la OBP AZL87166.1 Holotrichia oblita con
la plantilla 2L2C Culex quinquefasciatus para cada ligando. Los colores representan
“tipos de interaccion” verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga
positiva, rojo: aa con carga negativa, flecha morada: Enlace de hidrégeno, linea negra:
coordinacion de metales y halos grises: exposicion al disolvente.
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Cuadro 7. Residuos aminoacidicos de la OBP AZL87166.1 Holotrichia oblita con la
plantilla 2L2C Culex quinquefasciatus que interactian con los compuestos identificados
de Acaciella angustissima.

Residuos aminoacidicos

Compuesto
“Pin” LEU (66,75,91) THR (123) VAL (69,73,122) ILE (87) LYS (138) ALA (119)
TYR (70)
“1,6-octa” LEU (66,75,91) THR (123) MET (82) VAL (69, 104,122) ILE (87) LYS (138)
ASP (101,105) TYR (70) SER (108)
“Bici LEU (75,91) THR (123) VAL (104,122) ILE (87) LYS (138) ASP (101) TYR
(2.2.2)” (70)
“Bici LEU (66,75,91) THR (123) MET
(3.1.0)” (82)VAL(69,73,122)LYS(138)GLN(90)ALA(119)ASP(101)TYR(70)
“Bor” LEU(91)THR(100)VAL(104)LYS(97,138)PHE(96)ASP(101)
“(+)-4-car” LEU (75,91) MET (82) VAL (73,104,122) ILE (87) LYS (138) ASP (101,105)
TYR (70) SER (108)
“Ciclo,2” LEU
(75,91)MET(82)VAL(69,73,104,122)ILE(87)LY S(138)GLN(90)ASP(101,105)
TYR(70)
“Bici LEU
[2.2.1]” (75,91)MET(82)VAL(104,122)ILE(87)LYS(138)CYS(125)ASP(101,105)TYR(
70)
“Sal” LEU
(66,75)THR(123)MET(82)VAL(104,122)ILE(87)LYS(138)ASP(101)TYR(70)
“Eug” LEU
(75,91)THR(123)VAL(69,73,104,122)ILE(87)LYS(138)ASP(101)TYR(70)
“2-ciclo” LEU(66,75,91) THR(123)VAL(69,73)ILE(87)LYS(33)GLN(90)TYR(70)
“A. ter” LEU
(66,75,91)THR(123)MET(82)VAL(62,69,73,104,122)ILE(46,87)LYS(57,138)P
HE(65)ALA(47)ASP(101,105)TYR(70)ASN(137)
“Mir” LEU
(75,91)MET(82)VAL(69,73,122)ILE(87)LYS(33,138)GLN(90)ASP(101)TYR(
70)
“Pul” LEU (66,75,91)
THR(123)MET(82)VAL(122)ILE(87)ALA(119)ASP(101)TYR(70)

41




1,6-octa

Bor

Ciclo,2

Bici(2.2.1)

Bici(3.1.0)

Bici[2.2.1]

42



™
vR
. 0o
( e )
{0} SER g 132
VAL 103 @ @
132 TYR
= Q N
Sal \ o Eug
o8 o w 1
y ILE s
( 141 MET
S o we 75
SER LEU 78 141
107 X 102 N
/ - & 7 g
ver 12
;

- » o =~

4 / - .

o &
2-ciclo ( ¥ X :

100 \
e / G .
B~ = g Mir
»(7Y) )
3
B~ \
A.ter (t; ( " o /"’
= / i
& - Y
s |
7 ' LY
VAL o
by . 4 et B ier
D & /
B
b R i ™
S /\ 2
* Z e
7 . \ e [ =
<
NS J - a
5 J P - Pul
* w
¢ | {
]
" a
v L ‘
\ 5
4
" f w | F 5
( ‘/
0
e
3
2
o

Figura 28. Interacciones aminoacidicas de la OBP AZZ86674.1 Holotrichia oblita con
6JMP Chrysopa pallens para cada ligando. Los colores representan “tipos de
interaccion”; verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga positiva,
rojo: aa con carga negativa, flecha morada: enlace de hidrégeno, linea negra:
coordinacion de metales, halos grises: exposicion a solvente y flecha verde: interaccion
TC-TT.
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Cuadro 8. Residuos aminoacidicos de la OBP AZZ86674.1 Holotrichia oblita con 6JMP
Chrysopa pallens que interactian con los compuestos identificados de Acaciella

angustissima.

Compuesto Residuos aminoacidicos
“Pin” LEU (104,108,142) MET (75,77,100)
VAL(132)ILE(96,141)PHE(128)GLN(78)GLU(139)TYR(140)SER(103,107)
“1,6-octa” LEU
(104,108,142)MET(77,100)VAL (132)ILE(96,141)PHE(84,128) ASN(136)GLN(
78)GLU(139)ALA(89)TYR(140)SER(103,107)
“Bici LEU(104,108,142)MET(75,77,100)VAL(132)ILE(96,141)PHE(128)GLN(78)G
(2.2.1)” LU(139)TYR(140)SER(107)
“Bici LEU (104,108,142) MET (75,77,100)
(3.1.0)” ASN(136)VAL(132)ILE(96,141)PHE(84,128)GLN(78)GLU(139)TYR(140)SE
R(103,107)
“Bor” MET (27,75,77) ILE (22,34) GLN (92,95) ALA (30)
“(+)-4-car” LEU (194,108,142) ASN (136)
MET(77,100)VAL(132)ILE(96,141)PHE(128)GLU(139)TYR(140)SER(103,10
7)
“Ciclo,2” LEU (104,142) ASN (136) MET (27,75,77,100) VAL (132) ILE (96,141) GLU
(139) TYR (133,140) SER (103,107)
“Bici LEU (104,108,142) MET (77,100)
[2.2.1]” VAL(132)ILE(96,141)PHE(128)GLN(78)GLU(139)TYR(140)SER(103,107)
“Sal” LEU (104,108,142) ASN (136) MET (77) VAL
(132)ILE(141)PHE(84,128)GLN(78)GLU(139)ALA(89)TYR(133,140)SER(107
)
“Eug” LEU (104,108,142) ASN (136) MET (75,77,100) VAL (132) ILE (96,141) PHE
(84,128) GLN (78)GLU(139)TYR(133,140)SER(103,107)

“2-ciclo” LEU (104,108,142) ASN (136) MET

(77,100)VAL(132)ILE(96,141)PHE(128)GLN(78)GLU(139)TYR(140)SER(103
,107,135)

“A. ter” LEU
(104,108,142)ASN(136)MET(27,75,77)VAL(132)ILE(22,34,96,141)PHE(84,12
8)GLN(78,92,95)GLU(139)ALA(30,89)ARG(31)TYR(140)PRO(143)SER(107,

103,135)
“Mir” LEU (104,108) ASN (136) MET (77,100)
VAL(132)ILE(96,141)PHE(84,128)GLN(78)GLU(139)TYR(140)SER(103,107)
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“pul” LEU(104,108,142)ASN(136)MET(77)VAL(132)ILE(141)PHE(84,128)GLN(78
)GLU(139)ALA(89)TYR(133,140)SER(107)
Pin 1,6-octa
Bici(2.2.1) Bici(3.1.0)
Bor 4+car
Bici[2.2.1] Ciclo,2
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Figura 29. Interacciones aminoacidicas de la OBP AVM18965.1 Holotrichia parallela
con la plantilla 4245 Nasonovia ribisnigri para cada ligando. Los colores representan
“tipos de interaccion”; verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga
positiva, rojo: aa con carga negativa, flecha morada: enlace de hidrégeno, linea negra:
coordinacion de metales, halos grises: exposicion a solvente y crema: interaccion con
glicina.
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Cuadro 9. Residuos aminoacidicos de la OBP AVM18965.1 Holotrichia parallela con
la plantilla 4245 Nasonovia ribisnigri que interactian con los compuestos identificados

de Acaciella angustissima.

Compuesto Residuos aminoacidicos
“Pin” LEU (38) THR (34) MET(19,35)LYS(39)HIS(14)
“1,6-octa” LEU(38)THR(34)MET(19,35)ILE(52)LYS(39)PHE(17)HIS(14)
“Bici LEU (38)THR(34)MET(19,35)LYS(39)HIS(14)
(2.2.2)”
“Bici LEU (13,38) THR(34)MET(19,35)LYS(39)PHE(17)HIS(14)
(3.1.0)”
“Bor” LEU (38)THR(34)MET(19,35)LYS(39)HIS(14)
“(+)-4-car” LEU(38)THR(34)MET(19,35)LYS(39)HIS(14)
“Ciclo,2” LEU(38)THR(34)PHE(17)GLU(33)ARG(16)PRO(37)ASN(18)
“Bici LEU (38) THR(34)MET(19,35)LYS(39)HIS(14)
[2.2.1)”
“Sal” LEU (38)THR(34)MET(19,35)ILE(52)LYS(39)HIS(14)
“Eug” LEU (38) THR(34)PHE(17)GLU(33)ARG(16)PRO(37)ASN(18)
“2-ciclo” LEU (38) THR(34)MET(19,35)ILE(52)LYS(39)PHE(17)HIS(14)
“A. ter” LEU(13,38)THR(34,57)GLY (53)MET(19,20,35)VAL(60)ILE(26,52)LYS(39)P
HE(17)CYS(56)GLU(59,72)HIS(14)
“Mir” LEU(38)THR(34)MET(19,35)ILE(52)LYS(39)PHE(17,49)HIS(14)
“Pul” LEU(38)THR(34)PHE(17)GLU(33)ARG(16)PRO(37)ASN(18)
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Figura 30. Interacciones aminoacidicas de la OBP AVM18961.1 Holotrichia parallela
con 6HHE Ceratitis capitata para cada ligando. Los colores representan “tipos de
interaccion” el verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga positiva,
rojo: aa con carga negativa, flecha morada: Enlace de hidrogeno, linea negra:
coordinacion de metales, halos grises: exposicion a solvente y flecha verde: interaccion

TC-TT.
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Cuadro 10. Residuos aminoacidicos de la OBP AVM18965.1 Holotrichia parallela con
la plantilla 4245 Nasonovia ribisnigri que interactian con los compuestos identificados

de Acaciella angustissima.

Compuesto Residuos aminoacidicos
“Pin” LEU (82,86) VAL (94)ILE(124,127)LYS(131,134)PHE(79)GLU(93)SER(90)
“1,6-octa” LEU
(61,64)THR(117)MET(45,120)VAL (42)ILE(28,51,128)LYS(131,132,134)PHE(
60)
“Bici LEU (82,86) VAL (94) ILE (124,127)LYS(131,134)PHE(79)GLU(93)SER(90)
(2.2.1)
“Bici LEU
(3.1.0)” (68,82,86,130)VAL (94)ILE(127)LYS(131,134)PHE(70,79)GLU(93)SER(90)
“Bor” LEU (82,86) VAL (94) ILE (127) LYS(131,134)PHE(70,79)GLU(93)SER(90)
“(+)-4-car” | LEU(82,86)THR(97)MET(120)VAL(94)ILE(124,127)LYS(131,134)PHE(70,79
)GLU(93)SER(90)
“Ciclo,2” LEU(82,86,130)MET(120)VAL(94)ILE(124,127,128)LYS(131,134)PHE(70,79)
GLU(93)SER(90)
“Bici LEU (82,86)
[2.2.1]” MET(120)VAL(94)ILE(124,127)LYS(131,134)PHE(79)GLU(93)SER(90)
“Sal” LEU(78,82,86) THR(97)MET(120)VVAL(94)ILE(124,127)LYS(131)PHE(70,79)
GLU(93)SER(90)
“Eug” LEU(61,64)THR(117)MET(45)VAL(37,42)ILE(28,128)LYS(131,132,134)PHE
(60)
“2-ciclo” LEU
(82,86)THR(97)MET (120)VAL(94)ILE(124,127,128)LYS(131,134)PHE(79)G
LU(93)SER(90)
“A. ter” LEU
(61,64,68,82,86)THR(117)MET (45)VAL(42,94)ILE(28,127,128)LYS(131,132,
134)PHE(60,70,79)GLN(24)ARG(133)SER(90)
“Mir” LEU
(61,64)THR(117)MET (45,120)VAL(42)ILE(28,128)LYS(131,132,134)PHE(60)
ASN(65)
“Pul” LEU (64,68,82,86)
VAL(94)ILE(127)LYS(131)PHE(70,79)GLN(24)GLU(93)SER(90)
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Figura 31. Interacciones aminoacidicas de la OBP AKI84360.1 Holotrichia parallela
con 6QQ4 Drosophila melanogaster para cada ligando. Los colores representan “tipos de
interaccion” el verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga positiva,
rojo: aa con carga negativa, flecha morada: enlace de hidrdgeno,
coordinacion de metales, halos grises: exposicion a solvente.

linea negra:
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Cuadro 11. Residuos aminoacidicos de la OBP AKI184360.1 Holotrichia parallela con
6QQ4 Drosophila melanogaster que interactian con los compuestos identificados de
Acaciella angustissima

Compuest
0

Residuos aminoacidicos

“1,6-octa”

LEU
(70,94,129,133)GLY (75)MET(130)VAL(51,69)ILE(30,66,82)L YS(90)PHE(73) T
RP(109)GLU(93)

“Bici
(3.1.0)”

LEU(26,70,94,133) THR(27)GLY (53)MET(130)VAL(51,69,137)ILE(30,66)LYS(
34,55,95)PHE(52,73)

GGBor”

LEU(26,94) THR(27)GLY (54)VAL(51,137)ILE(30,142)LYS(21,95)PHE(52)GLN
(53)GLU(20)SER(143)

“Ciclo,2”

LEU (70,94,133) THR
(27)GLY (54)MET(130)VVAL(51,69)ILE(30,66)LY S(34)PHE(52,73)

“Bici
[2.2.1]”

LEU(26,94,133) THR(27)GLY (54)MET(130)VAL(51,137)ILE(30,66)LYS(34)PH
E(52)GLN(53)

“Salaa

LEU(70,94,133)THR(27)GLY (54)MET(130)VVAL(51,69)ILE(30,66)LYS(34)PHE
(52,73)GLN(53)

‘chg,ﬂ

LEU (70,94)
GLY(54)MET(130)VAL(51,69)ILE(30,66)LYS(34,90)PHE(105) TRP(109)GLU(9
3)

«“2-ciclo”

LEU(70,94,133) THR(27)GLY (54)MET(130)VAL(51,69,137)ILE(30,66)L YS(34)
PHE(73)ALA(134)

“A. ter”

LEU(70,94,133) THR(27)GLY (54)MET(130)VAL(51,69,137)ILE(30,66)LYS(21,
34,55)PHE(52,73,105)GLN(53)ALA(134)SER(143)

“Mir”

LEU
(70,94,133)GLY (54, 75)MET(130)VAL(51,69)ILE(30,66)LYS(34,90)PHE(73,105
)TRP(109)GLU(93)

“Puln

LEU
(70,94,133) THR(27)GLY (54)MET(130)VAL(51,69)ILE(30,66)L Y S(34)PHE(52,7
3)
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Figura 32. Interacciones aminoacidicas de la OBP AMR98356.1 Hylamorpha elegans
con la plantilla 3K1E Aedes aegypti para cada ligando. Los colores representan “tipos de
interaccion” el verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga positiva,
rojo: aa con carga negativa, flecha morada: enlace de hidrdgeno, linea negra:
coordinacion de metales, halos grises: exposicion a solvente.

Cuadro 12. Residuos aminoacidicos de la OBP AMR98356.1 Hylamorpha elegans con
la plantilla 3K1E Aedes aegypti que interactian con los compuestos identificados de
Acaciella angustissima.

Compuesto Residuos aminoacidicos
“1,6-octa” LEU (52,55,56,68) VAL
(73,106)ILE(61,102)CYS(87)GLU(103)PRO(70)ASN(85)
“Bici LEU
(3.1.0)” (22,51,52,55)MET(9,48,115)LYS(1)PHE(5)GLU(103)ALA(27,34)ARG(13)SE
R(33)
“Bici LEU (22,51,52,55) THR
[2.2.1]” (28)MET(48,115)LYS(1)GLU(103)ALA(27,34)ARG(13)
“Sal” LEU (52,55)MET(6,9,115)LYS(1)PHE(5)GLU(103)ARG(13)HIS(10)
“Eug” LEU (52,56,68)THR(99)VAL(73,106)ILE(61,102)GLU(103)PRO(70)
“2-ciclo” LEU (22,51,52,55) MET (9,48,115) LYS (1)
PHE(5)GLU(103)ALA(27,34)ARG(13)SER(33)
“Mir” LEU(52,56,68) THR(99)VAL(73,106)ILE(61,102)LYS(86)CYS(87)GLU(103)P

RO(70)ASN(85)
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Figura 33. Interacciones aminoacidicas de la OBP AMR98355.1, Hylamorpha elegans
con 5DIC Phormia Regina para cada ligando. Los colores representan “tipos de
interaccion” el verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga positiva,
rojo: aa con carga negativa, flecha morada: enlace de hidrégeno, linea negra:
coordinacion de metales, halos grises: exposicion a solvente y flecha verde: interaccion

TC-TT.
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Cuadro 13. Residuos aminoacidicos de la OBP AMR98355.1, Hylamorpha elegans con
5DIC Phormia Regina que interactdan con los compuestos identificados de Acaciella

angustissima.

Compuesto Residuos aminoacidicos
“Pin” LEU (55)GLY(47)LYS(56)PHE(49,58,62)ALA(44,59)HIS(116)TYR(113,63)
“1,6-octa” | LEU(55)THR(52)GLY (47)LYS(56)PHE(58,49)ALA(44,59)HIS(116)ASP(51)T
YR(113)
“Bici LEU (55)GLY(47)LYS(56)PHE(49,58,62)ALA(44,59)HIS(116) TYR(63)
(2.2.2)”
“Bici LEU(55)GLY (47)LYS(43,56)PHE(49,58,62) ALA(44,59)HIS(116)ASP(48,51)T
(3.1.0)” YR(63,113)
“Bor” LEU(55)GLY (47)PHE(49,58,62)ALA(44,59)ARG(27)HIS(116) TYR(63)
“(+)-4-car” LEU (55) GLY(47)LYS(43,56)PHE(49,58)ALA(44,59)ASP(48,51)TYR(113)
“Ciclo,2” | LEU(55)GLY (47)LYS(43,56)PHE(49,58)ALA(44,59)HIS(116)ASP(48,51) TYR
(113)
“Bici LEU(55)GLY (47)LYS(43)PHE(49,58)ALA(44,59)HIS(116)ASP(48)
[2.2.1)”
“Sal” LEU
(55)THR(52)GLY(47)LYS(43,56)PHE(49,58)ALA(44,59)HIS(116)ASP(48,51)
TYR(113)
“Eug” LEU (55)
THR(52)GLY (47)LYS(43,56)PHE(49)ALA(44,59)HIS(116)ASP(48,51) TYR(1
13)
“2-ciclo” LEU
(55)THR(52)GLY (47)LYS(56)PHE(49,58)ALA(44,59)HIS(116)ASP(48,51)TY
R(113)
“A. ter” LEU(55)GLY (47)ILE(23,84)LYS(56,83)PHE(49,58,62,68)GLN(13)CYS(12)G
LU(87)ALA(44,59,66)ARG(27)HIS(88,116)ASP(48) TYR(63,119)
“Mir” LEU(55)LYS(56)PHE(49,58,62)ALA(44,59)HIS(116)ASP(48,51) TYR(113)
“Pul” LEU (55) GLY (47)
LYS(43,56)PHE(49,58)ALA(44,59)HIS(116)ASP(48,51) TYR(113)
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Figura 34. Interacciones aminoacidicas de la OBP AMR98353.1 Hylamorpha elegans
con 6QQ4 Drosophila melanogaster para cada ligando. Los colores representan “tipos de
interaccion” el verde: apolar alifatica, azul claro: polar, azul fuerte: aa con carga positiva,
rojo: aa con carga negativa, flecha morada: enlace de hidrégeno, linea negra:
coordinacion de metales, halos grises: exposicion a solvente.
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Cuadro 14. Residuos aminoacidicos de la OBP AMR98353.1 Hylamorpha elegans con
6QQ4 Drosophila melanogaster que interactian con los compuestos identificados de
Acaciella angustissima.

Compuesto Residuos aminoacidicos
“Pin” LEU (10,18,50) THR (17,56) GLY (53) VAL
(57,88)ILE(35,59)LYS(87)PHE(54,117)ALA(14)
“1,6-octa” LEU (10,18) THR
(17,56)GLY (53)MET(15)VAL(57,88)ILE(35,59)LYS(38,84,87)PHE(54,117)A
LA(11,114)
“Bici LEU (10,50) VAL (88) ILE(35)LYS(38,118)PHE(54,117)GLN(39)ALA(114)
(2.2.2)”
“Bici LEU
(3.1.0)” (10,18,50)THR(17)GLY (17)MET(15)VAL(57,88)ILE(35)LYS(38,87)PHE(54,
117)ALA(14,114)PRO(41)
“(+)-4-car” LEU (10)VAL(88)ILE(35)LYS(38,118)PHE(54,117)ALA(114)SER(121)
“Ciclo,2” LEU(10,18)THR(17,56)GL Y (53)MET(15)VAL(57,88)ILE(35)LYS(87)PHE(1
17)GLN(13)ALA(14)
“Bici LEU(10)MET(15)VAL(88)ILE(35)LYS(38,118)PHE(54,117)GLN(39)ALA(11
[2.2.1)” 4)
“Sal” LEU
(10,50)THR(89)VAL(88,99)ILE(35)LYS(38,118)PHE(54,117)GLN(39)GLU(9
6)ALA(114)SER(121)
“Eug” LEU (10,18,40,50)
MET(15)VAL(88)ILE(35)LYS(38,118)PHE(54,117)GLN(39)ALA(14,114)SE
R(121)
“2-ciclo” LEU(10,18,50)THR(17)GLY (53)MET(15)VAL(57,88)ILE(35,59)LYS(38,87)
PHE(54)ALA(14)
“Mir” LEU(10,18,50)THR(17,56)GLY (53)VAL(57,88)ILE(35,59)LYS(84,87)PHE(5
4,117)GLU(96)ALA(14)SER(85)
“Pul” LEU (10,50) VAL

(88)ILE(35)LYS(38,118)PHE(54,117)GLU(96)ALA(114)SER(121)
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7.3.4. Bioensayos en laboratorio

Se registraron treinta respuestas por parte de los adultos de M. mexicanus, quince
machos y quince hembras. Estas respuestas fueron estadisticamente significativas hacia
los macerados de hojas y flores de A. angustissima con respecto al control (X2 = 8.53, p<
0.05) (Figura 35). En este sentido, se obtuvieron taxias positivas en méas del 90% de los
bioensayos (Figura 36) y aunque no se detectaron diferencias estadisticas significativas
en lo que, a la respuesta diferencial entre sexos (X? = 0.74534, p > 0.05), la tendencia es
que las hembras muestren un mayor nimero de taxias con respecto al control y a las de

los machos (Figura 37).

25
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Figura 35. Respuestas positivas de adultos de Macrodactylus mexicanus hacia el
macerado de hojas y flores de Acaciella angustissima contra el control. Chi-cuadrada*.
Diferencias estadisticas significativas con respecto al control. n=30. MH+FAa =
macerado de hojas y flores de A. angustissima; C= control.
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Figura 36. Adulto de Macrodactylus mexicanus dirigiéndose al estimulo de macerado de
hojas y flores de Acaciella angustissima en el olfatometro de vidrio de dos vias en forma
de “Y”, empleado en el estudio.

Ademas de las respuestas positivas, se describieron otros tipos de desplazamientos como
(Cuadro 15); “desplazamiento dirigido, pero sin contacto con el estimulo” descrito como
un comportamiento previo, en el cual, el coleoptero captaba mediante el flujo de viento
los COV provenientes del estimulo, se dirigia a él, pero no habia contacto de patas o
antenas. Por otro lado, los “desplazamientos aleatorios” se describieron como
desplazamientos que no se dirigian hacia ningin brazo del olfatometro y los
“desplazamientos dirigidos, pero sin contacto con el control” son desplazamientos

dirigidos, pero sin comportamientos previos a la captacion de COV.

Cuadro 15. Porcentaje de respuestas positivas y desplazamientos detectados en la
actividad de adultos de Macrodactylus mexicanus hacia macerados de hojas y flores de
Acaciella angustissima, desglosados por sexos y por tipo de respuesta en los bioensayos
con olfatémetro. n=30.

Porcentaje de respuestas

Tipo de respuesta

HMm MMm
Respuestas positivas 43 a 33a
Desplazamientos dirigidos, sin contacto 372 392

con el estimulo
Desplazamientos aleatorios 13 b 18 b
Desplazamientos dirigidos, sin contacto

7b 17b
con el control
HMm= Hembras de Macrodactylus mexicanus; MMm= Machos de Macrodactylus mexicanus.
Chi-cuadrada, letras distintas representan diferencias estadisticas significativas (p< 0.05) entre
filas con respecto al control. Suma de porcentaje total de cada respuesta en direccidn vertical.
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Figura 37. Respuestas de machos y hembras de Macrodactylus mexicanus hacia los
diferentes estimulos. MH+FAa = macerado de hojas y flores de Acaciella angustissima;
C= control.

8. Discusion

8.1. Descripcion secuencial de la interaccion entre M. mexicanus y A. angustissima
La secuencia comportamental descrita en campo coincide con los desplazamientos

y movimientos que forman parte de la comunicacion quimica alimentaria de M.
mexicanus con A. agustissima (Pages-Paez y Romero-Lopez, datos no publicados) y en
general concuerda con reportes para esta especie con relacion a los COV emitidos por sus

plantas hospederas (Pages-Paez y Romero-Lopez, 2023).

La liberacion y cantidad de COV liberados al ambiente por parte de las plantas confiere
informacion para mutualistas, destacandose como una funcion ancestral en relacién con
los organismos que, de una manera mas estricta, respondian a la emision de estas
complejas mezclas quimicas, al igual que a las diferentes partes de las plantas donde se
liberaban (Baldwin, 2010). En este sentido, para el modelo de estudio M. mexicanus-A.
angustissima, posiblemente la mayoria de los COV liberados por la planta pertenecen al
grupo mas representativo de metabolitos secundarios, los terpenoides (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009), los cuales juegan un papel central en la generacion de diversidad
quimica de los COV (Baldwin, 2010). Por otra parte, los adultos de M. mexicanus cuentan
con quimiorreceptores capaces de captar COV emitidos por sus plantas hospederas, como

es el caso de los basiconicos y celocénicos (Romero-Ldpez et al., 2017). Esto forma parte

63



del esquema de comunicacion quimica de la especie en cuestion y aplica para cualquier
otra de Coleoptera, refrendando la relevancia filogenética que se desprende desde que los
adultos de este orden de insectos comienzan a detectar los COV del ambiente. En la
Figura 38 se propone un escenario desde el origen hasta la aparicion del primer esquema
de comunicacién quimica de los insectos. En una primera etapa “ancestro”, los
compuestos quimicos que las especies vegetales liberan al ambiente forman parte de su
metabolismo primario y en el caso de algunos metabolitos secundarios. Con respecto a la
“percepcion”, las “sefiales” que el emisor libera “involuntariamente” provoca un cambio
en el comportamiento del receptor, el cual ya cuenta con un sistema sensorial capaz de
percibir estas sefiales. Por tlltimo, en la fase de “comunicacion”, el emisor funge como tal
al producir y enviar “informacion” a través de “mensajes” dirigidos especificamente al
receptor, el cual responde con taxias positivas directas y exclusivas hacia ese emisor
(Leonhardt et al., 2016). Este ultimo corresponde a lo que se percibe en la interaccion
bajo estudio una vez que los adultos de M. mexicanus emergen y se dirigen a los arbustos

de A. angustissima por medio de los COV que emiten al ambiente.
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Figura 38. Etapas de la comunicacion quimica de insectos que respalda el esquema que
detona la interacciéon entre adultos de Macrodactylus mexicanus y los arbustos de
Acaciella angusstissima en su habitat. Se representa desde la liberacion de compuestos
por parte de un “emisor” ancestral en el que el “receptor” también ancestral no cuenta aun
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con quimiorreceptores antenales. Hasta que un emisor envia “informacion” a través de
“mensajes” provoca respuestas especificas y dirigidas por parte de un individuo receptor
dotado de un sistema quimiosensorial recientemente conformado. Modificado de
Leonhardt et al. (2016).

8.2. Extraccidn e identificacion de COV de hojas y flores de A. angustissima
Para el género Acacia y especies pertenecientes a esta familia, se ha reportado la

presencia de metabolitos secundarios en hojas, corteza y flores, con la presencia de
terpenos, lactonas, xantinas, saponinas, azlcares, entre otros (Seigler, 2003; Daza-
Barefio, 2014), siendo consistente a lo descrito para A. angustissima (Pages-Paez, 2021).

Para hojas+flores de esta misma especie vegetal, se detectaron doce compuestos;
destaca el a-pineno anteriormente reportado exclusivamente en hojas de esta especie
como potencial detonador de la atraccion y agregacion de adultos de M. mexicanus
(Pages-Paez, 2021) y, por ende, parte de la comunicacion quimica de esta especie, ya que
se ha observado en campo que, una vez que emergen los adultos, en inicio las hembras
seguido de los machos, se desplazan a estos arboles para posteriormente alimentarse y
copular. Del mismo modo, para otras plantas hospederas de M. mexicanus (Q. grahamii
y Q. sartorii) se han descrito un total de 14 compuestos de la clasificacion de los terpenos,
entre ellos el o-pineno (Moctezuma-Vega, 2022) y destacando este mismo por su
abundancia en los COV de las hojas de B. salicifolia, provocando atraccion en adultos de
M. nigripes (Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2016). Caso similar para H. elegans con su
planta hospedera N. obliqua, en la cual se describieron un total de 15 compuestos de

naturaleza terpenoide (Gonzalez-Gonzélez et al., 2016).

8.3. Bioensayos de confirmacion biologica

8.3.1. In silico mediante docking molecular
De acuerdo con el alineamiento de secuencias de aminoacidos de las OBP de los

Melolonthidae y de las plantillas seleccionadas, se observaron dos residuos de cisteina
altamente conservados en las dieciséis secuencias de OBP, asi como la tendencia de
conservacion de los seis residuos de cisteinas. Es probable que no se presente una alta
conservacion de todos los residuos de cisteinas en las dieciséis secuencias de OBP, debido
a la diferencia de tamafio entre secuencias, y a los organismos empleados como moldes

para las estructuras tridimensionales de las OBP. Si bien las OBP molde pertenecen a
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grupos de insectos diferentes a los coledpteros Melolonthidae; el fundamento recae en las
caracteristicas de las OBP clésicas y que la seleccion de estos moldes conserva el
porcentaje de identidad en las regiones mas favorecidas como lo descrito por Wang et al.,
(2013) y Sun et al. (2018). En el mismo sentido, para los porcentajes de identidad, se
observ6 que ninguno tuvo valores mayores a 50%; destaca el de 41.46% de identidad
entre las OBP de C. pallens y de H. oblita. A pesar de ser menor a 50%, dicha identidad
se encuentra conservada en las regiones de interés como los residuos de cisteina y en el
sitio de unién donde se desempefian funciones importantes. Con estos resultados, el
modelado de proteinas demuestra ser estable en cuanto a las estructuras tridimensionales,
como lo asegura Wang et al. (2013) para secuencias de OBP de H. oblita y su prediccién
tridimensional.

Con respecto a lo anterior, el porcentaje de identidad entre secuencias de OBP se
corrobora con el dendograma, donde se observa de manera gréafica la similitud entre las
secuencias de OBP, mostrando el par de OBP de C. pallens y de H. oblita unidas mediante
un nodo interno.

Para los valores de energia de los acoplamientos entre OBP-COV, las OBP
AVM18961.1 de H. parallela y AMR98356.1 de H. elegans mostraron niveles
energéticos mayores al control positivo Pul por parte de los compuestos Bici (2.2.1) y
Bici [2.2.1]. De manera similar el Eug tuvo valores mayores en dos ocasiones respecto a
los demés ligandos. Para los ligandos como el Sal, no se observaron valores de
acoplamiento mayores a la Pul, pero si con respecto a ligandos como: A. ter, 2. cyclo,
1,6-Octa, Bor y Bici (3.1.0). El Sal y el Eug presentaron mayor valor energético en las
OBP AZZ86674.1 y AKI84360.1, correspondientes a H. oblita y AMR98356.1 de H.
elegans, siendo consistente con lo descrito por Wei et al. (2021) en donde mencionan que
el Sal es un compuesto crucial en la localizacion de plantas hospederas como lo son;
Ulmus pumila (L.) y Ricinus comunis (L.) de H. oblita. Del mismo modo se ha
identificado este compuesto en Arachis hypogaea (L.), planta que hospeda a adultos de
H. parallela y en el cual se ha probado que, en conjunto con otros COV que emite esta
planta, provocan la atraccion de estos coledpteros (Zhang et al., 2021). En cuanto al Eug,
se ha reportado como atrayente para adultos de Maladera matrida A. hacia volatiles de
A. hypogaea (Ben-Yakir et al., 1995) y también para adultos de Popillia japonica
Newman, los cuales respondieron positivamente hacia trampas cebadas con dicho
compuesto (Ladd y Klein, 1986). Para las interacciones entre los residuos de aminoacidos

de las OBP con los COV prevalecen las interacciones de tipo apolar alifatico, seguido de
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las aromaéticas, polares neutras, con carga negativa y carga positiva. Para todas las OBP,
el aminoécido de naturaleza apolar con mayor presencia es la LEU por su porcentaje de
presencia en las proteinas siendo el mas alto sobre todos los aminoécidos. Después de la
LEU, aparecen la ILE, MET, VAL y ALA, a razon de que dichos aminodcidos, junto con
la LEU, tienden a agruparse entre si para estabilizar las interacciones hidrofébicas y en
menor numero la PRO y la GLY; esta ultima por tener una cadena lateral muy corta
(Nelson y Cox, 2017). Para estudios in silico con M. mexicanus se ha observado esta
tendencia de agrupacion e interaccién de los aminoacidos en el acoplamiento de OBP con
otros terpenos (Pages-Paez, 2021; Moctezuma-Vega, 2022). Sequido de los apolares
alifaticos, los aminoécidos aromaticos también interactian en gran nimero, mostrando
una mayor aparicion de la PHE, estableciendo interacciones de tipo m-m con los anillos
aromaticos de los compuestos, ademas de tener un indice hidropatico mas positivo que el
de laTYRyel TRP, mostrando una tendencia relativamente mas apolar, dado que la PHE
no genera puentes de hidrégeno por la ausencia de atomos electronegativos en su anillo
aromatico. Esto es contrario a la TYR, la cual cuenta con un grupo hidroxilo y el TRP
con un nitrogeno en su anillo inddlico, lo cual los hace relativamente mas hidrofilicos
(Nelson y Cox, 2017).

Para el caso de los aminoacidos cargados negativamente (ASP y GLU) y los
cargados positivamente (LYS, HIS y ARG), son las interacciones de menor nimero, ya
que estos, sea cual sea su carga, tienen sus grupos radicales mas hidrofilicos. Para los
polares neutros, se observa una mayor interaccién con la SER y la THR, seguido de la
ASN y la GLN. En menor caso la CYS, pues esta se encuentra en menor numero que los
otros aminoacidos, ademas de ser hidrofilica por su grupo sulfhidrilo. A pesar de ser de
naturaleza polar, las CYS suelen oxidarse generando cistinas, siendo el resultado de dos
CYS unidas por un enlace disulfuro, lo que cominmente llamariamos “puente de
disulfuro” en las OBP. Estos son fuertemente hidrofobos (Gonzalez-Gonzalez et al.,
2016; Nelson y Cox, 2017; Li et al., 2021; Cilia et al., 2021).

8.3.2 Bioensayos en laboratorio
Se registraron respuestas positivas de los adultos de M. mexicanus hacia los

macerados de hojas+flores de A. angustissima en mas del 90% de los bioensayos.
Respuestas positivas hacia flores y hojas parecidas se han registrado para esta especie de
Melolonthidae, aunque hacia macerados de hojas y macerados de flores de E.

polystachya, por separado (Morales-Blancas y Romero-Lépez, 2020). Las respuestas y el
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comportamiento fueron similares entre machos y hembras, destacando los movimientos
de abdomen de manera circular, asi como la apertura-movimiento de lamelas previo al
estimulo seleccionado, lo cual ya se ha observado en adultos de P. obsoleta, pero en este
caso realizado en un olfatdmetro de cuatro vias (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010).

Algunos adultos de M. mexicanus no se dirigieron hacia alguno de los estimulos
colocados en los brazos del olfatdmetro y no mostraron algun tipo de comportamiento
previo a la captacion de los COV. Posiblemente este tipo de desplazamientos se den por
el estado fisiologico del insecto, el cual difiere para cada individuo debido a su actividad
y comportamiento previo a los bioensayos (Nehaniv et al., 1999).

Resultados parecidos en olfatdbmetro pueden encontrarse en dos estudios previos
para especies de Macrodactylus. En el primer estudio se utilizé un olfatometro de cuatro
y dos vias para evaluar la respuesta de hembras y machos de M. nigripes hacia diferentes
cebos alimentarios, incluyendo hojas de azumiate y maiz, detectando un numero
estadisticamente significativo de desplazamientos hacia estos estimulos foliares con
respecto al control (Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2016). En el segundo se emple6 un
olfatbmetro en forma de “Y” para evaluar la respuesta de adultos de M. mexicanus hacia
extractos de hojas y flores de “palo dulce”, observando la presencia de respuestas
positivas significativas en comparacion al control (Morales-Blancas y Romero-Lépez,
2020). En este sentido, para M. mexicanus respecto a compuestos quimicos, Salgado-
Farias (2022) realizo pruebas en olfatometro de 4 vias sin flujo de viento, observando
patrones de comportamiento y respuestas positivas de hembras hacia a-pineno, D-

limoneno y acido hexanoico, y para machos hacia a-pineno y acido oleico.

Para M. nigripes Nieves-Silva et al, (2021) evaluaron su actividad biologica
empleando olfatometria, observando respuestas significativas hacia (Z)-3-hexenil acetato
en concentraciones diferentes. Respecto a COV bacterianos, Pérez-Estrada, (2020)
registré respuestas positivas en machos de M. mexicanus, en un olfatdbmetro de cuatro
vias, hacia extractos bacterianos de camaras genitales de hembras de esta especie. De
manera similar Sdnchez-Cruz et al. (2020) observaron atraccion por parte de machos de
Cyclocephala barrerai Martinez y Cyclocephala lunulata Burmeister a COV de bacterias
encontradas en las camaras genitales de las hembras de estas especies, empleando un

olfatdbmetro en forma de “Y”.

68



Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre las respuestas
positivas de machos y hembras hacia el estimulo, siendo consistente con estudios sobre
la quimiorrecepcion de los COV, en los cuales se ha determinado que no hay diferencias
entre el tipo y nimero de quimiorreceptores en las lamelas de machos y hembras de M.
mexicanus (Martinez-Bonilla, 2015), ademas de evidenciarse una distribucion similar de

quimiorreceptores en las lamelas de ambos sexos (Romero-Lopez et al., 2017).

9. Perspectivas

Se contribuyd al estudio del esquema de comunicacién quimica de M. mexicanus
al evidenciar la actividad bioldgica en la interaccion entre los adultos de esta especie y A.
angustissima in silico y en ensayos con olfatdbmetro. La relevancia de estudiar las
interacciones ecoldgicas reside en su contribucion a la estructuracion de un ecosistema y
las implicaciones filogenéticas y evolutivas que se desprenden de ello. Ademas, el
estudiar el rol de los COV en esta interaccion proporciona informacion sobre la posible
participacion benéfica de los adultos de M. mexicanus con su planta hospedera. Se trata
del primer estudio en el que se aborda simultaneamente la interaccion entre una especie
de Melolonthidae con su planta hospedera a nivel molecular y a nivel de bioensayos de
confirmacion bioldgica con olfatometro. A partir de ello, se sientan las bases para la
sintesis de las OBP propias de M. mexicanus y para la validacion de los COV bioactivos

en campo.

10. Conclusiones

o El a-pineno fue el compuesto mas abundante en el perfil quimico de hojas+flores
de A. angustissima

o El Biciclo (2.2.1) heptano-2-ol,1,3,3-trimetil y el Biciclo [2.2.1] heptan-3-
ona,6,6-dimetil-2-metileno presentaron valores energéticos mayores al control, lo
que significa que tienen un acoplamiento mayor a la Pulegona y que
probablemente provoque atraccion en los adultos de M. mexicanus.

o El mayor porcentaje de identidad entre proteinas fue de 41. 46 % para las OBP de
C. pallensy de H. oblita, ademas de mostrar los valores energéticos mas negativos

con respecto a las demas OBP.
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o En las interacciones aminoacidicas se detectaron aa apolares alifaticos y
aromaticos, siendo LEU, ILE, VAL y ALA los de mayor presencia en las
interacciones hidrofébicas.

o En las pruebas con olfatometro, se registraron respuestas positivas
estadisticamente significativas por parte de los adultos de M. mexicanus hacia los
macerados de hojas+flores de A. angustissima, con respecto al control.

o En mas del 90% de estos insectos, hembras y machos mostraron taxias positivas
hacia los COV liberados por hojas y flores.
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Glosario

aa-aminoacido

COV-compuesto organico volatil

CG-EM-cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
cm-centimetro

g-gramo

h-hora

Kcal/mol-kilocaloria sobre mol

m-metro

mm-milimetro

ml-mililitro

OBP-proteina de union a olor

SPME-microextraccion en fase solida, por sus siglas en inglés
°C-centigrado

pMm-micrometro

°C/min-centigrado sobre minuto

ml/min-mililitro sobre minuto
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