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1. Resumen

La Ecologia quimica es el area de estudio que se enfoca en las interacciones que se
establecen entre dos 0 mas organismos a traves de sustancias quimicas, su origen, funcion y
evolucion (Ruther et al., 2002). Estas sustancias, también llamadas infoquimicos, son producidas
y liberadas al ambiente por un organismo, provocando reacciones fisioldgicas o de comportamiento
entre individuos de la misma o de distinta especie (Dicke y Sabelis, 1988). Por ejemplo, desde el
enfoque quimico, las interacciones planta-insecto analizan como los metabolitos secundarios que
liberan la plantas, promueven varias interacciones ecolégicas con distintas especies de insectos;
dentro de los metabolitos secundarios mas comunes se encuentran los compuestos organicos
volatiles (COVs), (Anaya-Lang, 2003). En México han sido reportadas las interacciones planta-
insecto, que se observan entre coledpteros de la familia Melolonthidae con sus plantas hospederas
(Romero-L6pez, 2016) y recientemente encontramos nuevos registros de la presencia de
Macrodactylus mexicanus Burmeister en poblaciones del género Quercus (Moctezuma-Vega,
2020). De tal manera que no ha sido demostrado que esta interaccion podria estar siendo establecida
por los COVs de las diferentes especies de encino. Por ello, en el presente estudio se analizé la
interaccion entre dos especies de encino, Quercus grahamii Benth. y Quercus sartorii Liebm. con
adultos de M. mexicanus, mediante los COVs liberados por las hojas de dichos arboles. Se logro
obtener el perfil quimico de ambas especies, el cual determind catorce compuestos de la
clasificacion de los terpenos. Aunado a esto, se simulé el acoplamiento molecular entre proteinas
de unién a olores (OBP, del inglés odorant binding protein) que pudieran formar parte de la
estructura antenal de M. mexicanus y permitirle interaccionar con los COVs. A partir de este
procedimiento bioinformatico, el COV maés relevante en la interaccién entre M. mexicanus con Q.
grahamii es el 2-metil-5- (1-metiletenil) (S) -2-ciclohexen-1-ona, tanto por abundancia como por
energia de acoplamiento, mientras que los COVs mas relevantes en la interaccion entre M.
mexicanus con Q. grahamii son B-mirceno por abundancia y pulegona por energia de acoplamiento.
Esto sugiere que los compuestos reportados tienen formas complementarias al sito de union de las
OBP permitiendo asi que se establezca una interaccion intraespecifica entre ambas especies de

encino con M. mexicanus.

Palabras clave: acoplamiento molecular, ecologia quimica, perfil quimico.



2. Introduccion

La Ecologia quimica es el &rea de conocimiento que estudia el origen, funcién y evolucién
de las interacciones que se establecen entre dos 0 més organismos a traves de sustancias quimicas
(Ruther et al., 2002). Estas sustancias también llamadas infoquimicos son producidas y liberadas
al ambiente por un organismo, provocando reacciones fisioldgicas o de comportamiento de otros
individuos de la misma o de distinta especie (Dicke y Sabelis, 1988). Este campo de estudio se ha
visto reforzado por los avances conceptuales de otras disciplinas como la biologia molecular,
ademas de las metodologias y avances tecnoldgicos que permiten andlisis mas detallados sobre
estos infoquimicos y su efecto en las interacciones ecoldgicas (Eisner y Meinwald, 1995). Cuando
la ecologia quimica aun no se formalizaba como una disciplina, contaba con estudios pioneros
como los de Ehrlich y Raven (1964), en los cuales se estudio la interaccion entre mariposas y
plantas, concluyendo que la ocupacion esta dada por la preferencia de las larvas a los compuestos
quimicos presentes en algunas plantas. De igual forma, el reporte de Dethier (1954) da luz sobre
las plantas que utilizan algunos metabolitos secundarios como defensa contra fitéfagos. A partir de
estos documentos, el interés en la investigacion de las interacciones planta-insecto vistas desde el
enfoque quimico-ecoldgico se ha renovado, principalmente en lo referente al analisis de los
metabolitos secundarios que median estas interacciones (Anaya-Lang, 2003). Estos metabolitos de
origen vegetal, también Ilamados compuestos organicos volatiles (COVs), generalmente son
mezclas de varios elementos orgéanicos, lipofilicos y de bajo peso molecular que provocan la
atraccion de polinizadores y que forman parte fundamental de la defensa vegetal contra insectos,

hongos y bacterias (Figura 1) (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007).

Los COVs se producen en distintas rutas metabolicas propias de las plantas, principalmente
por dos: la via de los acidos grasos o via de los volatiles de hojas verdes y la via del mavelonato;
entre los COVs mas importantes se encuentran los terpenos, hidrocarbonos saturados e insaturados,
bencenoides y fenilpropanoides (Niinemets et al., 2004). Estos mismos COVs suelen ser exclusivos
de la especie vegetal que los emite, provocando que la interaccidn con otros organismos, como con

los insectos, tienda a la especificidad (Xu y Turlings, 2018).
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Figura 1. Interacciones ecoldgicas en las que generalmente participan los COVs de las plantas. Tomado
de Marin-Loaiza (2007)

Para que puedan llevarse a cabo estas interacciones planta-insecto, los insectos cuentan con
estructuras morfoldgicas especializadas, tanto en las antenas como en areas bucales, que estan
relacionadas con el sistema olfativo. Estas estructuras les permiten llevar a cabo la deteccion y
reconocimiento de los COVs de las plantas (Leal, 1998; Romero-Lépez et al., 2019), un proceso
sensorial complejo que involucra desde proteinas de union a olores (OBP, por sus siglas en inglés
odorant binding protein) hasta la codificacion neuronal (transduccion de la informacion) y las

respuestas de comportamiento correspondientes. De esta manera se promueven distintos tipos de



interaccion, como la seleccion y localizacion de las plantas hospederas, busqueda de pareja o sitios
de oviposicion (Conchou et al., 2019).

2.1 Interaccion entre coledpteros Macrodactylus mexicanus y encinos

En México se han estudiado interacciones planta-insecto, como las que se observan entre
coledpteros de la familia Melolonthidae con sus plantas hospederas (Romero-Lopez, 2016). La
familia Melolonthidae Leach cuenta con registros de 1179 especies de coledpteros en territorio
mexicano, los cuales se encuentran presentes en todos los habitats continentales, excepto en
ambientes con hielos perennes (Moron et al., 2014). Estos insectos pueden ser encontrados desde
el edafon hasta el dosel, sobre todo porque los adultos se alimentan de las hojas, flores y tallos de
varias plantas, mientras que las larvas se alimentan de raices, humus o xilema. Predominan los
registros en los que se enlistan las especies vegetales que fungen como alimento, refugio y sitios
de oviposicion de estos insectos, causando pérdidas econémicas en cultivos agricolas en su etapa

larvaria y adulta (Cherman y Morén, 2014).

Dentro de Melolonthidae, se encuentra el género Macrodactylus, el cual estd conformado
por coledpteros conocidos como “frailecillos” o “escarabajos de las rosas” (Arce-Pérez y Mordn,
2000). Los adultos de Macrodactylus mexicanus Burmeister, suelen ser coledpteros activos en el
periodo mayo-agosto, sobre todo en ambientes templados o semicéalidos situados entre los 100 y
los 2650 m de altitud; muestran un cuerpo alargado y delgado cubierto por élitros largos y anchos
que abarcan cinco esternitos abdominales, ademas de presentar patas largas y delgadas de
coloracion variable, aunque con una tendencia a tonos anaranjados (Arce-Pérez y Moron, 2000)
(Figura 2). Existe evidencia de que las larvas de M. mexicanus se alimentan de raices del maiz (Zea
maiz (L.)) y el frijol (Phaseolus vulgaris (L.)). Sin embargo, en su etapa adulta muestran patrones
de comportamiento relacionados con la agregacion, alimentacion y copula en algunas especies
arbéreas, como los pinos (Aragon-Garcia et al., 2010), aunque también se ha asociado la presencia
de adultos de M. mexicanus con arboles del género Quercus, como Quercus grahamii (Benth.) y
Quercus sartorii (Liebm.). No se ha analizado la interaccién a fondo, la cual podria estar mediada

por COVs de las hojas de estas dos especies de encino (Moctezuma-Vega y Romero-Lépez, 2020).



El género Quercus pertenece a la familia Fagaceae. Para México se registran alrededor de
161 especies, de las cuales 86 son endémicas y econdmicamente importantes dado su uso
maderable por las propiedades anatdmicas, mecanicas y fisicas que poseen (Valencia, 2004; Luna-
José et al., 2003. En la actualidad, se encuentran en un estado de declinamiento, es decir, en la
pérdida del vigor del arbolado, muerte progresiva de ramas y posteriormente, del organismo
(Uribe-Salas et al., 2019). Las poblaciones de encinos son afectadas por diversos factores tanto
abiodticos como bidticos, como es la presencia de diversas especies de insectos que amenazan su
supervivencia, entre las cuales se encuentran integrantes de las familias Cerambycidae, Buprestidae
(Sosa-Ramirez, 2011), asi como de Melolonthidae (Romero-L&pez et al., 2007; Romero-L06pez,
2016).

Figura 2. Adulto de Macrodactylus mexicanus. Se muestran algunas de sus principales caracteristicas
como la forma del cuerpo y coloracion de patas. Se observa al insecto mordiendo la hoja de Quercus
grahamii (Foto B. M.).

Quercus grahamii es un grupo de arboles conocidos cominmente como “encinos chilillos”
y forman parte de la seccién Lobatae (Nixon, 1993) (Figura 3). Crecen en regiones templadas y en
México se les encuentra en los estados de Colima, Jalisco, México, Michoacén, Puebla, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Tlaxcala y Veracruz (Romero-Rangel, 2006; Valencia, 2017). Dentro de la Red



List, es una especie que se encuentra en la categoria de escasa informacién; sin embargo, su
sindnimo taxondmico Quercus acutifolia (Née) se registra dentro de la categoria vulnerable, sin

informacidn del estado actual de la poblacion (Wenzell y Kenny, 2015).

Figura 3. Arbol y hojas de Quercus grahamii (Foto B.M).

Quercus sartorii, por otro lado, es un grupo de encinos pertenecientes también a la seccion
Lobatae, los cuales presentan hojas lanceoladas, elipticas y ovadas; estas presentan margen dentado
con los dientes aristados (Figura 4) (Cabrera, 2003). Estos encinos cuentan con una amplia
distribucion en México, ya que se les encuentra en bosques de montafia perennifolios de Hidalgo,
Puebla, Oaxaca, Tamaulipas y Veracruz (Valencia, 2004; Sabas-Rosales et al., 2015). Esta especie

cuenta con un registro en la Red List como especie bajo amenaza (Jerome, 2018).



Figura 4. Arbol y hojas de Quercus sartorii. (Foto B.M).

2.2 Estudio de la interaccion M. mexicanus-Q. grahamii y Q. sartorii con la posible
participacion de COVs

Todas las plantas producen COVs que promueven la interaccién con factores bidticos, ya
sea planta-planta, o en el caso de este estudio, planta-insecto y estos compuestos son dificiles de
aislar e identificar; sin embargo, en la actualidad existen procedimientos que permiten analizarlos
de una forma eficaz, permitiendo recabar informacion sobre los interactuantes y de los metabolitos
involucrados.

Una manera de esclarecer estos mecanismos de interaccion es mediante el analisis de las
proteinas de unidn a olor o también llamadas OBP, que son proteinas que se encuentran localizadas
en el sistema olfatorio de los insectos en general y participan en el reconocimiento y transduccion
de la informacion (Fan et al., 2011). Aunado a estas proteinas, el acoplamiento de los COVs puede
ser analizado desde el enfoque de la bioinforméatica mediante la herramienta denominada

“acoplamiento molecular” o también llamado “docking”, que es un estudio que permite analizar la



unién de un ligando (en este caso los COVs) con una proteina receptora (en este caso las OBPs),
de tal manera que permite predecir la probabilidad del acoplamiento mediante la suma de la energia
de afinidad entre ambos componentes (Yuriev y Ramsland, 2013). De esta manera, su aplicacion
dentro de la ecologia quimica es la de inferir las posibles interacciones entre plantas e insectos

dilucidando el mecanismo de accion del esquema de comunicacion.

3. Antecedentes

Se cuenta con registros de adultos de algunas especies de Melolonthidae que responden a
los COVs de plantas, destacando los estudios de Heath et al. (2001) y Ruther et al. (2002), en los
cuales se sefiala que los adultos de Macrodactylus subspinosus F. y Melolontha hippocastani F.
son atraidos a plantas como Carpinus betulus (Carpe), que presentan fitofagia por parte de sus
conespecificos. Otros estudios corresponden a adultos de M. nigripes, para los cuales se ha
observado que los COVs liberados por hojas de “azumiate” (Baccharis salicifolia (Ruiz y Pav.)
Asteraceae) provocan el acercamiento de hembras y machos de estos insectos para alimentarse de
las hojas de los arboles (Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2019). En el caso de la interaccion entre
adultos de Melolonthidae con encinos, Ruther et al. (2002) reportaron la interaccién entre adultos
de M. hippocastani y Quercus rubra (L.). Los autores encontraron dafios (agujeros en la estructura
foliar) en hojas en desarrollo y totalmente desarrolladas de esta especie vegetal, con diferencias
entre los COVs liberados. Ademas, detectaron que las hembras de esta especie de Melolonthidae
se guiaban por los COVs para encontrar las plantas y los machos los usaban para localizar a las
hembras, identificando como compuesto principal el aldehido-3-hexenal. Para especies de
Melolonthidae distribuidas en México, se ha reportado la presencia de adultos de Phyllophaga
obsoleta Blanchard y Phyllophaga ravida Blanchard en hojas de Quercus sp. (Romero-Lo6pez et
al., 2007), asi como de adultos de M. mexicanus en hojas de cinco especies de encinos (entre ellas
Q. grahamii y Q. sartorii (Moctezuma-Vega, 2019), pero sin confirmarse aln la participacién de

COVs en los eventos.

Con respecto a estudios del efecto de COVs de encinos en otros grupos de insectos, destaca
el de Sanchez-Osorio (2008) en el cual se obtuvo el perfil quimico de hojas de Quercus suber (L.)

conformado primordialmente por a-pineno, sabineno, limoneno y mirceno y se confirmd su



actividad bioldgica para adultos de Cerambix welensii Kister (Coleoptera: Cerambycidae) a través
de registros electroantenograficos.

Finalmente, el empleo del acoplamiento molecular en especies de Melolonthidae, se ha
realizado para la simulacion de la interaccion entre adultos de Hylamorpha elegans Burmeister y
su planta hospedera Nothofagus obliqua (Mirbel, Nothofagaceae). Se evidencio el acoplamiento
entre sesquiterpenos (principales componentes de sus COVs) y los complejos OBP-OR, principales
centros sensoriales en estos insectos (Gonzalez-Gonzalez et al., 2016). Por otro lado, en el estudio
de Wang et al., (2013), utilizando el mismo modelo bioldgico, detectaron las OBP HoblOBP1,
HoblOBP2 y HoblOBP4, en las sensilas basiconicas, que son estructuras quimiorreceptoras del

sistema olfativo de los insectos.

4. Justificacion

En México se ha estudiado la Ecologia quimica de los miembros de Macrodactylus,
principalmente de los adultos de M. nigripes que son atraidos a COVs de hojas de azumiate, una
de sus plantas hospederas (Nieves-Silva y Romero-Lépez, 2019). Recientemente se ha reportado
la presencia de adultos de M. mexicanus en hojas de Q. grahamii y Q. sartorii (Moctezuma-Vega,
2019), encinos de importancia ecologica y econdémica que ofrecen diferentes servicios
ecosistémicos, (Luna-José, 2003). No obstante, la informacion sobre el papel de los COVs
liberados por las hojas de ambas especies vegetales en la atraccion o repelencia de estos insectos
no ha sido descrita, lo cual pretende esclarecerse con el presente estudio. De tal manera que se
completara el esquema de comunicacion quimica de los coledpteros, detectando los elementos
participes en el mensaje quimico especifico y la recepcion del mismo, permitiendo entender los
mecanismos que establecen la interaccion entre estos organismos a través de los COVs

involucrados.

5. Pregunta de investigacion

¢Cuales son los COVs que median la interaccion entre adultos de M. mexicanus con hojas

de arboles de Q. grahamii y Q. sartorii?



6. Hipotesis

Los terpenos son los principales COVs que median la interaccion entre adultos de M.

mexicanus con Q. grahamii y Quercus sartorii.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Analizar la actividad bioldgica que provocan los COVs liberados por hojas de Q. grahamii

y Q. sartorii en adultos de M. mexicanus.

7.1.1 Objetivos particulares
e Identificar los COVs extraidos de las hojas de ambas especies de encinos.
e Simular la respuesta de los adultos de M. mexicanus hacia los COVs extraidos de las hojas

de los encinos bajo estudio, mediante acoplamiento molecular.

8. Material y métodos

8.1 Sitio y modelos de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Herbario y Jardin Botanico de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP), México. Los encinos maduros de las especies Q. grahamii y de Q.
sartorii fueron determinados previamente como hospederos de adultos de M. mexicanus
(Moctezuma-Vega, 2019).

8.2 Muestreo y recolecta de hojas de ambas especies de Quercus

Se llevaron a cabo muestreos dirigidos en ambas especies de encino ubicados en el Jardin
Botanico Universitario y se tomo el criterio de elegir hospederos de M. mexicanus en arboles de
cada especie vegetal separados por mas de 10 m entre unos y otros (esto con la finalidad de evitar

que entre ellos se sinergice la liberacion de volatiles); dichos arboles tendrian que presentar mas
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de cincuenta “frailecillos” al momento del muestreo. Este se efectud entre las 9:00 y las 11:00 hrs
da cada dia de trabajo.

Las hojas de los encinos se recolectaron de manera manual con tijeras de jardineria. Para
ello se tomaron ramas completas de distintas partes de la copa de los arboles y se colocaron
inmediatamente en bolsas herméticas y en un recipiente con hielo para evitar la deshidratacion de
las hojas y evaporacion precipitada de los COVs. Una vez trasladadas al laboratorio, se separaron
las hojas de las ramas para procesarlas. Se consideraron hojas completas desde el apice hasta el

peciolo.

Se consideraron tres temporadas para la toma de material foliar como materia base de la
extraccion de COVs. La primera temporada de recolecta se denomind “invierno” y se llevo a cabo
en octubre de 2019. La segunda temporada de recolecta, “primavera”, se efectud entre febrero y
marzo de 2020. Finalmente, la tercera temporada denominada como “verano” se llevé a cabo en
julio de 2020, cuando se presenta el pico de actividad principal de los adultos de M. mexicanus
(Moctezuma-Vega, 2019). Se tomaron muestras de tres cortes de 300 g de material foliar para cada
arbol en cada temporada, divididos a su vez en tres cortes de 100 g cada uno para la extraccion de
COVs.

8.3 Anélisis de COVs

Previo a la extraccion de los compuestos, se efectuaron analisis fitoquimicos por triplicado
de las hojas de Q. grahamii y Q. sartorii con la finalidad de contar con un panorama general de los
componentes quimicos presentes. Se seleccionaron hojas sin dafio de ambas especies de encino del
Jardin Botéanico Universitario (con presencia de adultos de M. mexicanus) y se les aplicaron las

pruebas indicadas en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Pruebas fitoquimicas efectuadas con hojas de Quercus grahamii y Quercus sartorii.

Prueba Metabolito identificado
KOH/H20 Cumarinas

Shinoda Flavonoides

KMnO4 Isoprenos insaturados

Ac20/H2S0O4 Esteroides/Terpenos
KOH/EtOH Lactonas

Molish AzUcares reductores
Dragendorff Alcaloides
Salkowski Colesteroles

Meyer Sesquiterpenlactonas
Espuma Saponinas

Se empleo el método de hidrodestilacion con un sistema tipo Clevenger modificado (Figura
5). El condensador de rosario se acopl6 a un re-circulador marca Witeg®, a una temperatura de -
15 °C. Los 100 g de material foliar se dejaron a punto de ebullicién y todo el sistema se programé
por 4 h para cada muestra. Una vez obtenido el aceite esencial y el extracto en liquido, los COVs
se capturaron utilizando lavados con diclorometano; después de que este se evapord, se prepard

una solucion madre a 5.0 mg/ml para su analisis por CG-EM.

AQUE g i )
Agua B .w‘fj
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/ o _—
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muestra —

Figura 5. Sistema de hidrodestilacién tipo Clevenger. Tomado de Samadi et al. (2016).
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Para la programacion del CG se tom6 como referencia el trabajo de Nieves-Silvay Romero-
Ldpez (2019). Para la separacién y andlisis de los compuestos se utilizé una columna DB5-MS (30
m, 0.25 mm de diametro interno, 0.25 um de espesor de la pelicula). La temperatura del equipo fue
de 300 °C inyector, 70 °C de temperatura inicial con incremento de 3 °C/min, hasta llegar a 280
°C. Como gas acarreador se utiliz6 hidrégeno (1 mL/min) y el inyector en modo splitless. Por otro
lado, se empled un espectrometro de masas Agilent 5975C en modo SCAN (50 a 400 UMA). La
identificacion de los compuestos se efectu6 mediante la biblioteca Wiley-NIST Ed 11-2017

tomando en cuenta los compuestos con una similitud de espectros mayor a 95%.

8.4 Acoplamiento molecular

El tipo de acoplamiento molecular que se implemento fue el de “union proteina-ligando”.
Estos Gltimos se tomaron a partir de los compuestos del perfil quimico de ambas especies de
Quercus. Como proteinas de union a olores se utilizaron las proteinas HELEOBP1, HELEOBP3 y
HELEOBP4 previamente identificadas en H. elegans, especie filogenéticamente cercana con M.
mexicanus (Hunt, 2007, Cherman y Moro6n, 2014). Se analizd la energia de afinidad para
determinar la capacidad de la interacciébn con cada ligando, asi como la conformacion
tridimensional, para determinar los sitios de union a las proteinas. Asimismo, se estimaron los
residuos aminoacidicos presentes en la proteina junto con cada ligando, con lo cual es posible
determinar la naturaleza de las interacciones y la distancia entre estas. Para todo lo anterior se

emplearon los programas AutoDock Vina®, y Discovery Studio®.

8.4 Analisis estadisticos

Para evaluar los compuestos presentes en los perfiles quimicos, se analizé el porcentaje de
la abundancia de los mismos obtenidos en la época de verano para las dos especies de encino como
variable de respuesta, mediante pruebas de andlisis de varianza junto con modelos aditivos
generalizados. ElI modelo completo considerado fue el porcentaje de los compuestos para cada
especie (dos niveles) en la temporada de verano. El programa estadistico utilizado fue R® version

3.6.1 (R Core Team, 2019) junto con el paquete “gam”.
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9. Resultados y Discusion

9.1 Andlisis fitoquimicos

Efectuadas las pruebas fitoquimicas por triplicado y con base en la escala de intensidad, se
obtuvieron los resultados para las hojas de ambas especies de encinos (Cuadro 2). Las pruebas que
dieron positivo para Q. sartorii fueron las correspondientes a flavonoides, isoprenos, esteroides y
sesquiterpenos, mientras que las pruebas con resultado negativo fueron a cumarinas, lactonas,
azucares reductores, alcaloides, colesterol y saponinas. Para Q. grahamii se obtuvieron resultados
positivos a las pruebas de cumarinas (Figura 6), flavonoides, isoprenos, esteroides, lactonas y

sesquiterpenos, dando negativo a azucares reductores, alcaloides, colesteroles y saponinas.

Cuadro 2. Metabolitos secundarios determinados para las especies de encinos bajo estudio.

Compuestos Quercus sartorii ~ Quercus grahamii
Cumarinas - +
Flavonoides
Isoprenos
Esteroides
Lactonas -
Azucares reductores - -
Alcaloides -
Colesteroles - -
Sesquiterpenlactonas + +
Saponinas - -

+ Presencia
- Ausencia

+|+] +

+ 4+ +|+

-

Figura 6. Prueba de KOH/H0 para la identificacion de cumarinas en Q. grahamii. Se muestra el cambio
de color a amarillo de la muestra, indicando positivo a la presencia de cumarinas.
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Dados los resultados obtenidos con los andlisis fitoquimicos, los COVs comunes en plantas
con actividad repelente o atrayente para insectos, son los flavonoides, que poseen un amplio
espectro de actividades quimicas y biologicas que incluyen propiedades de eliminacion de radicales
y también funcionan como auxinas que estimulan la germinacion (lkan, 1991). Ademas, han sido
reportados en otras especies de encinos como Quercus ilex (L.) (Meziti et al., 2019). Los encinos
son conocidos por su gran cantidad de taninos, los cuales se utilizan en la industria para curtir pieles
y estos mismos son producidos a través de la via del acetato; se forman a partir de unidades de
isoprenos, encontrados también en el analisis fitoquimico tanto para Q. grahamii como para Q.
sartorii. Estos mismos COVs se han reportado como asociados a la defensa contra insectos
fitéfagos (Vaca-Sanchez et al., 2016). Las lactonas sesquiterpénicas son comunes en especies de
la familia Asteraceae; sin embargo, el perfil fitoquimico indica presencia en Q. grahamii. Estas
lactonas son COVs con funciones antimicrobianas, antifingicas y citotoxicas (Ruiz-Reyez y
Suarez, 2015). Precisamente, los sesquiterpenos presentes en ambas especies de encino son COVs
que se han reportado en hojas de Quercus robur (L.) como atrayentes y en algunas circunstancias
ambientales como repelentes de insectos fitdfagos; tal es el caso de la polilla Tortix viridana L.
(Ghirardo et al., 2020). Es importante mencionar que, al no haber encontrado alcaloides y
saponinas dentro de los perfiles fitoquimicos, es posible que se pueda establecer la interaccion entre
M. mexicanus y los encinos, ya que los alcaloides y saponinas son compuestos volatiles sumamente
toxicos para las especies que los consumen; ambos son considerados parte del sistema de defensa
de las plantas, sobre todo contra insectos fitdfagos, ya que se les caracteriza por su sabor amargo
(Hussain et al., 2019).

Las cumarinas son metabolitos secundarios que se caracterizan por presentarse en plantas de
Asteraceae, por lo que no se esperaba en la fitoquimica de Q. grahamii y Q. sartorii. Sin embargo,
se sugiere que la aparicion en Q. grahamii es por tratarse de un subproducto de la ruta biosintética
de los fenilpropanoides (Vaca-Sanchez et al., 2016). Los esteroides y colesteroles son productos
comunmente encontrados en los tejidos maderables de varias especies de encinos como en Quercus
sebifera (Trel.) y Quercus tinkhami (C.H. Muller) (Barcenas-Pazos et al., 2008).
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9.2 Recolecta de material y extraccion de COVs

Se recolectaron las hojas de Q. grahamii y Q. sartorii en las temporadas descritas
anteriormente, tomando como base los 300 g indicados para cada corte y separando 100 g para la
extraccion de COVs (Figura 7) para el posterior andlisis por CG-EM. Con esto se aseguro que la
técnica por arrastre de vapor con el dispositivo Clavenger modificado extrajera la mayor cantidad
de metabolitos secundarios posible, tal y como lo mencionan Miberra et al. (2008). Estos autores
compararon las técnicas de extraccion por arrastre de vapor, reafirmando que esta metodologia
funciona incluso solo dejando 3 h el material vegetal en el equipo. En este caso, por ser plantas con

hojas de textura coriacea, se dejaron un total de 4 h para asegurar una extraccion consistente.

Figura 7. Proceso de extraccion fundamentado en la destilacion por arrastre de vapor, a) Pesado de
material foliar (100g); b) Sistema de hidrodestilacion Clavenger. (Foto B.M)

9.3 CG-EM

Una vez que se obtuvieron las extracciones de todos los cortes correspondientes a las tres
temporadas definidas, se procedio a llevar las muestras al CG-EM. En el cromatograma de Q.
sartorii se observa en el eje de las abscisas el tiempo que tardd la muestra en ser procesada o tiempo
de retencion que va de 0 a 60 min, representando la separacién de compuestos de la mezcla,

mientras que en el eje de las ordenadas se registra la informacion de la intensidad de la sefial (mV).
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Las alturas de los picos son proporcionales a la concentracion del compuesto separado de la mezcla.
Ademas, en las tres temporadas, la mayoria de los compuestos fueron detectados en un intervalo
de 0 a 35 min. En los cromatogramas se registran varios picos cortos, es decir, compuestos de
menor abundancia. Esto puede deberse a los cambios metabdlicos propios de una temporada para
los arboles, como ya ha sido reportado en estudios como el de Wang et al. (2016) en donde se
menciona que los encinos de Quercus variabilis (Blume) disminuyen la emisién de COVs que
pueden atraer o repeler insectos (por ejemplo, dependiendo de una temporada donde estos
invertebrados se encuentren en poblaciones altas o bajas para una interaccion ecoldgica adecuada,
como en invierno). Pero pudiera ser también por el inicio de aparicion de brotes de hojas nuevas
para los encinos y esto repercute en la produccion y liberacion de COVs, favoreciendo distintas
interacciones ecologicas (Niinemetss et al, 2004). Finalmente, como resultado se obtuvo para Q.
sartorii la identificacion de once compuestos principales con una representatividad mayor al 1%
(Figura 8).

2 Bes07

fps 1.6e+07

1.4e+07

ax000e]

2000006

Figura 8. Cromatogramas generados a partir de los extractos de hojas de Quercus sartoii. Temporada
indicada en A) invierno, B) primavera y C) verano, con un intervalo total de 0 a 60 min (tiempo de
retencion).
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Cuadro 3. Compuestos presentes en el perfil quimico de los extractos de hojas de Q. sartorii. Se enlistan
los promedios del porcentaje de abundancia dentro de la muestra en cada temporada. Ademas, se etiquetan

los nombres de los compuestos con palabras mas cortas referidas entre comillas.

Compuesto

Temporadas

Invierno

Primavera

Verano

o pineno
“alpi”

4.15

0.79

191

2-metil-5- (1-metiletil) -biciclo
[3.1.0] hex-2-eno
“bihex”

1.67

1-metil-4- (1-metiletil) -1,3-ci-
clohexadieno
“13cyc”

6.26

D-limoneno
GGdlim”

5.94

14.48

17.79

B mirceno
“bmir”

63.17

3.53

5.95

1-metil-4- (1-metiletil) -1,4-ci-
clohexadieno
“14cyc”

3.60

2-metilisoborneol
“zmet”

3.16

4-careno
“4car”

3.55

2-metil-5- (1-metiletenil) (S) -2-ci-

clohexen-1-ona
“2cyc”

52.74

48.08

6,6-dimetil-2-metileno (1S) biciclo

[3.1.1] heptano
“bihep”

3.91

3.74

Acetato de mentilo
“men”

2.88

214

En la Figura 9a se ven representados los compuestos con sus respectivas abundancias en la

temporada de verano, ya que es la de interés bioldgico; las medias que se encuentran en valor 0

representan los compuestos que no se detectaron en la temporada. Se denota a 2cyc como el

compuesto mas representativo de la temporada de verano.
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Figura 9. Gréfica de cajas y bigotes de Q. sartorii y Q. grahamii. Se muestra la abundancia de los
compuestos en la temporada de verano.

=] IV m AT ] &

Figura 10. Cromatogramas generados a partir de los extractos de hojas de Quercus grahamii. Temporada
indicada en A) invierno, B) primavera y C) verano, con un intervalo total de 0 a 60 min (tiempo de
retencion).
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En el cromatograma de Q. grahamii (Figura 10) se pueden notar, al igual que en el de Q.
sartorii, los cambios en la cantidad y altura de los picos, propio de cambios metaboélicos
dependientes de cada temporada como se explicé anteriormente; sin embargo, en estos
cromatogramas se puede observar la diferencia de intensidad o tamafio de los picos, es decir, que
para esta especie de encinos la emision de COVs es mayor en las temporadas de invierno y verano
en contraste con Q. sarotrii. Para Q. grahamii se detectaron un total de doce compuestos (Cuadro
4).

Cuadro 4. Compuestos presentes en el perfil quimico de los extractos de hojas de Q. grahamii. Se enlistan

los promedios de abundancia dentro de la muestra de cada temporada. Ademas, se reetiquetan los nombres
de los compuestos con los referidos entre comillas.

Temporadas
Compuesto : -
Invierno Primavera Verano
o pineno 0.99 3.03 3.37
alpi
2-metil-5- (1-metiletil) -biciclo
[3.1.0] hex-2-eno 2.47 2.18 3.37
“bihex”
1-metil-4- (1-metiletil) -1,3-ci-
clohexadieno 1.15 2.38 2.32
“130)’0”
D-limoneno 15.90 18.10 19.09
“dlim
p-mirceno 52.61 48.14 52.86
bmir
2-metil-5- (1-metiletenil) -,
trans, ciclohexanona 2.74 4.32 2.34
“cyc”
2-metilisoborneol 1.09 1.66 1.60
2met
4-careno 1.46 2.36 1.01
4car
2,6,6-trimetil-2,4-ciclohepta-
dien-1-ona 1.21 1.39 2.20
“24cyc”
Pulegona 0 1.20 2.98
pul
6,6-dimetil-2-metileno (1S) bi-
ciclo [3.1.1] heptano 3.16 3.85 213
“bihep”
Acetat‘(‘) de Tentllo 176 013 1.46
men
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En la Figura 9b se ven representados los compuestos detectados para Q. grahamii con sus

respectivas abundancias en la temporada de verano, ya que es la de interés biol6gico. Se denota a

bmir como el compuesto mas representativo de la temporada de verano.

Se realizaron andlisis estadisticos exploratorios y andlisis de varianza junto con un modelo

aditivo generalizado para determinar diferencias entre la abundancia de los compuestos que

presentan en verano ambas especies, ya que es la temporada de interés biologico por la presencia

de adultos de M. mexicanus en el medio. Con esta informacion podemos determinar que, de los 9

compuestos que comparten, alpi, bihex, 13cyc, 2met, 4car y men, presentan diferencias en la

abundancia para ambas especies, mientras que dlim, bmir y bihep no difieren (Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de varianza con modelo lineal generalizado.

Volatil GL Suma de Media de la suma de = p
cuadrados cuadrados

bmir 1 3300.4 3300.4 1601.7 2.329e-06
residuales 4 8.2 2.1

alpi 1 7.3704 7.3704 19.091 0.01197
residuales 4 1.5443 0.3861

bihex 1 17.0691 17.0691 123.27 0.0003744
residuales 4 0.5539 0.1385

13cyc 1 8.0736 8.0736 12.356 0.02456
residuales 4 2.6136 0.6534

dlim 1 2.5350 2.5350 1.1884 0.3369
residuales 4 8.5328 2.1332

2met 1 3.8560 3.8560 15.044 0.01786
residuales 4 1.0253 0.2563

4car 1 1.54027 1.54027 50.974 0.002036
residuales 4 0.12087 0.03022

bihep 1 3.8882 3.8882 1.4895 0.2893
residuales 4 10.4415 2.6104

men 1 0.70042 0.70042 2.7585 0.1721
residuales 4 1.01567 0.25392

Ambas especies de encino comparten nueve compuestos los cuales son alpi, bihex, 13cyc, dlim,

bmir, 2met, 4car, bihep, y men. Teniendo Q. sartorii como exclusivo a 14cyc y 2cyc, mientras

gue Q. grahamii tiene como moléculas exclusivas a cyc, 24cyc y pul (Cuadro 6).
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Los compuestos alpi, bmir y dlim reportados en el perfil quimico de Q. sartorii y Q. grahamii
concuerdan con reportes de la presencia y liberacion de estos COVs en otras especies de encino,
como en Q. suber. Se sabe ademas gue estos compuestos monoterpénicos varian en cantidad de
liberacion durante distintas temporadas del afio y en su concentracion, incluso en diferentes horas
del dia (Pio et al., 2005). Esto concuerda con la variacion de la presencia y abundancia de ambos
compuestos en todas las temporadas de recolecta establecidas en el presente estudio. Es preciso
sefialar que Sanchez-Osorio (2008) detectod a-pineno, B-pineno, sabineno, limoneno y mirceno en
hojas de Q. suber, explicando que a bajas concentraciones de limoneno (dlim) no habia una
infestacion significativa de insectos. No obstante, esto es contradictorio con la interaccion entre M.
mexicanus y Q. sartorii, porque en la temporada de verano es cuando hubo una liberacion mayor
de este compuesto, lo cual podria estar favoreciendo la atraccion. Nieves-Silva y Romero-Lopez
(2019) generaron el perfil quimico del azumiate, planta hospedera de los adultos de M. nigripes.
Al igual a lo encontrado en las hojas de Q. grahamii y Q. sartorii, estos autores citaron o pineno y
B- pineno como parte de los COVs de hojas de B. salicifolia, a los cuales se les atribuye la atraccion

de esa especie de coledpteros. Esto podria estar sucediendo con los adultos de M. mexicanus.

En cuanto al compuesto acetato de mentilo (men) que también se presenta en todas las temporadas
de muestreo, no se manifiesta su presencia en otras especies de Quercus, pero si destaca su
importancia medicinal, ya que es comin encontrar este compuesto en altas cantidades en plantas

como Mentha piperita (L.) (menta) (Calapai et al., 2016).
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Cuadro 6. Estructuras bidimensionales de los compuestos presentes en el perfil quimico de los extractos

de hojas de Q. grahamii y Q. sartorii.

__/ T
a-pineno 2-metil-5- (1-metiletil) -biciclo [3.1.0] hex-2-
“alpi” eno
“bihex”
1-metil-4- (1-meti!itll) -},,3-C|clohexad|eno D-Limoneno
3cyc Gédlim”
p-mirceno 1-metil-4- (1-metiletil) -1,4-ciclohexadieno
“bmir” “l4cyc”
HO\;%’ e
. 4-careno
2-metilisoborneol “4car”
“2met”
o AN

4

—

) ZEE

2-metil-5- (1-metiletenil) (S) -2-ciclohexen-1-

l
6,6-dimetil-2-metileno (1S) biciclo [3.1.1]

ona heptano
“cyc” “bihep”
o |

Acetato de mentilo

2-metil-5- (1-metiletenil) -, trans,

“men” ciclohexanona
“2cyc”
P
2,6,6-trimetil-2,4-cicloheptadien-1-ona Pulegona
“24cyc” “pul”
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No se han encontrado reportes para especies de Quercus que presenten 4car; sin embargo,
Meeningen et al. (2017) informan sobre la presencia del terpeno 3-careno en Q. robur. La
coincidencia se puede deber a la deteccion de similitud por isomeria por parte de la biblioteca

utilizada en el espectro de masas (Figura 11).

A B

Figura 11. A) 3 careno y B) 4 careno

Tanto 4car, 2met, 14cyc, 13cyc y bihex fueron los compuestos que solo se presentaron en
la temporada de invierno para Q. sartorii y no se les atribuye alguna actividad biolégica relacionada
con atraccion o repelencia de insectos fitdfagos, salvo bihex, al cual se le atribuyen actividades
larvicidas en Aedes aegypti L. (mosquito de la fiebre amarilla) (Sefeer y Elumalai, 2018) y si esta
presente en el perfil quimico de verano de Q. grahamii. Algunos reportes de estos compuestos los
refieren méas a actividad metabolica y aplicaciones farmacéuticas (Li et al., 2010), lo que concuerda
con que no se presenten en la etapa de emergencia de adultos de M. mexicanus. Al 2cyc tampoco
se le refiere con actividad bioldgica en insectos fitofagos a pesar de estar presente tanto en la
temporada de primavera como de verano. Se destaca la situacion del bihep (también conocido
como B-pineno en conjunto con a- PiNeno), ya que es un componente generalmente empleado en
actividades de control bioldgico contra adultos de los coledpteros Dendroctonus mexicanus
Hopkins; ademas se sabe que este compuesto forma parte del perfil quimico de sus plantas
hospederas, entre ellas especies de bosques de coniferas (Diaz-Nufiez et al., 2006). EI compuesto
24cyc, que es solo del perfil quimico de Q. grahamii, también es denominado como eucarvol y ha
sido reportado en especies como el almendro Prunus dulcis (Mill) (De la Fuente, 2007). Sin
embargo, no se encuentra reportado para especies de encino. Este compuesto tiene referencias
farmacéuticas ya que se utiliza como componente de pastillas para el tratamiento de enfermedades
digestivas relacionadas con sindrome de intestino irritable y no se reportan interacciones ecolégicas
(HUbnery Moser, 2002).
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Melissa officinalis (L.) es comunmente conocida como “limoncillo” y es una planta que
cuenta en su perfil quimico con el metabolito cyc. No hay registros de este para alguna especie de
encino, pero se conoce que forma parte del aceite esencial de esta planta y que tiene propiedades
antibacteriales (Jafari, 2006). Finalmente, pul es un terpeno al igual que todas las moléculas
obtenidas ha sido reportado para Quercus brantii var. persica (Jaub. & Spach); sin embargo, este
se ha extraido de zonas maderables del encino y no de las estructuras foliares, presentando actividad

antimicrobiana (Karimian el al., 2020).

9.4 Acoplamiento molecular

9.4.1 Seleccion de OBPs

Se realizO una basqueda bibliografica donde se describieran OBPs de especies
filogenéticamente emparentadas con M. mexicanus para su andlisis con las catorce moléculas
ligando de los perfiles quimicos de ambas especies de encino. Esta busqueda dio como resultado
la eleccion de las proteinas HELEOBP descritas por Gonzalez-Gonzélez et al. (2016) para H.
elegans (Figura 12a), el cual es también un miembro de la familia Melolonthidae. Estos coledpteros
cuentan con estructuras antenales similares a las de M. mexicanus como la forma caracteristica
laminada, dividida en ld&mina proximal, lamina media y lamina distal (Figura 12b), ademas de las
mismas células especializadas para la quimio-recepcion como las sensilas tricoideas, basiconicas
y placoideas (Figuras 13 y 14) (Mutis et al., 2014; Martinez-Bonilla et al., 2015).

Figura 12. Se observa en a) H. elegans (Foto: Ernesto Cisternas), b) estructura antenal laminar presente
en ambas especies y ¢) M. mexicanus.
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Estas celulas placoideas son las mas referidas en cuestion de quimio-recepcion siendo
constituyentes principales del sistema sensorial olfativo de los escarabajos y en las mismas es
donde podemos localizar las OBPs. Se sabe ademas que tanto para especies de M. mexicanus como
de H. elegans las células placoideas se encuentran en mayor abundancia en las antenas de los
machos que de las hembras, lo cual indica que tienen la capacidad de encontrar y reconocer las
feromonas de una pareja conespecifica y los voldtiles caracteristicos de su planta hospedante
(Mutis, 2014).

Las OBPs elegidas para el presente trabajo fueron la HELEOBP1, HELEOBP3 y
HELEOBP4 por sus caracteristicas distintivas tanto en abundancia entre machos y hembras como
en presencia en zonas bucales o antenales de los escarabajos, lo cual permite inferir algunos
patrones de comportamiento en la interaccion encino-escarabajo. La HELEOBP1 se encuentra de
manera natural mas asociada a antenas y se halla en porcentajes iguales tanto para hembras como
para machos. La HELEOBP3 se encuentra en zonas antenales, pero es asociada méas a hembras que
a machos; esto pudiera explicar ciertos comportamientos asociados a hembras de Melolonthidae
como la busqueda de sitios de alimentacion en las plantas hospederas y sitios de oviposicion
(Gonzélez-Gonzélez et al., 2019). Finalmente, la HELEOBP4 est4d méas asociada a zonas bucales,
aungue también puede encontrarse en las antenas. Ademas, es una OBP referida en mayor
proporcién en antenas de machos que de hembras, lo que pudiera estar relacionado con la
identificacion de volatiles de plantas hospederas y de feromonas sexuales (Gonzalez-Gonzalez et
al. 2016).

Figura 13. Sensilas de H. elegans. Se observan a) quimiorreceptores quéticos, b) tricoideos y c)
placoideos (Multis et al., 2014).
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Figura 14. Sensilas de M. mexicanus. Se observan A) sensilas auricilicas (AUS) y basiconicas (BAS). B)
Placoideos (PLAS), tricoideos (TRS) y BAS. C) Superficie de la cara interna de la lamela proximal
(Martinez-Bonilla et al., 2015).

9.4.2 Analisis energético

Una vez definidas las OBPs a trabajar, se llevo a cabo el proceso del Docking para las
catorce moléculas que componen los perfiles quimicos de ambas especies de encino. El docking se
realiz6 con 100 repeticiones de cada proteina con cada molécula y se eligieron las que obtuvieron

mejor energia de acoplamiento (kcal/mol) utilizando los programas AutoDock Vina®.

En la Figura 15 se puede observar los 14 compuestos detectados en las especies de encino
y la energia de afinidad que obtuvieron al realizar el docking con la HELEOBP1. En cuanto a
energia de afinidad pul del perfil de Q. grahamii, es la que cuenta con una mayor interaccion con
la proteina y no la comparte con Q. sartorii lo que convierte esta interaccion en especifica; sin
embargo, relacionando esta molécula con su abundancia en la época de verano no es la méas
representativa. Para Q. grahamii la molécula con mayor abundancia es el bmir con un 52.86% en
la temporada de verano (que es la de interés bioldgico) y con esta primera OBP tiene una energia
de afinidad del -6.5 kcal/mol, por lo que se intuye que esta podria ser la molécula mas relevante en
cuestion de abundancia. EIl 14cyc es un compuesto presente Gnicamente para Q. sartorii y cuenta
con una energia de acoplamiento de -6.6 kcal/mol, aunque este compuesto no se encuentra presente
en la temporada de verano, lo que pudiera sugerir que este compuesto sirve de atrayente para
insectos que se encuentren en las temporadas de invierno y primavera y formen parte de otras

interacciones bioldgicas. EI compuesto mas abundante para Q. sartorii en la temporada de verano
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es 2cyc ademas que no lo comparte con el perfil de Q. grahamii; esto indica que puede ser un
compuesto relevante ademaés de especifico para la interaccion con M. mexicanus. Aunado a esto,

cuenta con la mejor energia de acoplamiento de -6.7 kcal/mol.

HELEOBP1

-6.1 l4cyc

-6.6 24cyc
-6.6 4car
-5.6 2met

-6.7 —
-6 13cyc

-6 bihex

-6.7 men
-6 bihep

-6.8 2cyc
-5.8 bmir

-6.5 dlim
-6 alpi

-8 -7 -6 5 -4 -3 -2 -1 0

Figura 15. Acoplamiento molecular con HELEOBP1. Docking entre los compuestos de los perfiles
guimicos de ambas especies de Quercus. Se resalta pul (verde) con mayor energia de acoplamiento para
Q. grahamii y 2cyc (azul) con mayor energia de acoplamiento para Q. sartorii.

Para la HELEOBP3 (Figura 16), el compuesto con mayor energia de acoplamiento es men,
el cual se encuentra presente en ambos perfiles de las especies bajo estudio. Sin embargo, en lo
referente a su abundancia en la temporada de verano, es el sexto méas abundante para Q. sartorii lo
que pudiera indicar que a bajas concentraciones es perfectamente detectable por el insecto dado el
acoplamiento receptor-ligando. En cambio, para Q. grahamii es el noveno en abundancia durante
verano, pudiendo ser que para ambas especies a bajas concentraciones esta proteina puede
acoplarse a men. Es importante resaltar que 2cyc es el segundo compuesto con mayor energia de
acoplamiento con esta OBP reforzando que es especifico solo para Q. sartorii y relevante para la

interaccion con M. mexicanus.
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HELEOBP3

-5.7 l4cyc
-6 pul
-6.1 24cyc
-5.7 4car
-6.1 2met
-6.1 cyc
-5.7 13cyc
-5.5 bihex
-6.5 men
-5.9 bihep
-6.2 2cyc
-5.4 bmir
-5.9 dlim
-5.9 alpi
-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0

Figura 16. Acoplamiento molecular con HELEOBP3. Docking entre los compuestos de los perfiles
quimicos de ambas especies de Quercus. Se resalta men (verde) con mayor energia de acoplamiento para
Q. grahamii y Q. sartorii. Como segundo compuesto con mayor energia de acoplamiento se encuentra
2cyc (azul) Unico para Q. sartorii.

Para la HELEOBP4 (Figura 17) el compuesto con mayor afinidad fue cyc que es unico del
perfil quimico de Q. grahamii y el quinto en abundancia, lo que indica que es especifico de la
especie y podria ser importante para la relacion con M. mexicanus a pesar de su baja concentracién
en el ambiente. El 4car el segundo con mejor energia de afinidad con esta OBP sin embargo se
encuentra en abundancia baja para Q. grahamii y no se presenta este compuesto en la temporada
de verano en el perfil de Q. sartorii. Pasa lo mismo con el compuesto 2met, el cual no se encuentra
en verano para Q. sartorii pero si en bajas concentraciones para Q. grahamii, entonces se puede
sugerir que este compuesto a bajas concentraciones es perfectamente detectable por esta OBP.
Finalmente, 2cyc vuelve a contar con una buena energia de afinidad con esta OBP confirmando
que puede ser un compuesto sumamente relevante en la interaccion entre M. mexicanus con Q.

sartorii
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HELEOBP4

-5.9 14cyc
-6.4 pul
-6.5 24cyc
-6.8 4car
-6.7 2met
‘69 . uc
-5.9 13cyc
-6.1 bihex
-6.5 men
-6 bihep
67 2y
-6.1 bmir
-6.4 dlim
-6 alpi
-7 -6 5 -4 -3 -2 1 0

Figura 17. Acoplamiento molecular con HELEOBP4. Docking entre los compuestos de los perfiles
guimicos de ambas especies de Quercus. Se resalta cyc (verde) con mayor energia de acoplamiento para
Q. grahamii. Finamente empatados 2met y 2cyc (azul) siendo este Ultimo Unico para Q. sartorii.

Con todo lo anterior, se infiere que, en cuestion de energia de acoplamiento para la
HELEOBP1, las moléculas con mayor relevancia fueron pul para Q. grahamii y 2cyc para Q.
sartorii. En estudios in vivo podriamos verificar si esta molécula causa un comportamiento de
atraccion y agregacion en individuos de M. mexicanus, tanto hembras como machos. Para la
HELEOBP3 las moléculas con mayor relevancia fueron para Q. grahamii men y para Q. sartorii
la 2cyc. Con estas moléculas en bioensayos se podria esperar comportamientos como busqueda de
sitios de oviposicion y alimentacion por parte de las hembras y que serian detectadas en mayor
proporcién por hembras que por machos. Finalmente, para la HELEOBP4 las moléculas con mayor
relevancia fueron para Q. grahamii la cyc y para Q. sartorii nuevamente 2cyc. Con esto se esperaria
que en individuos de M. mexicanus desencadenen comportamientos de atraccion y agregacion en

mayor medida para machos que para hembras.

Todas las moléculas obtenidas en el perfil quimico de ambas especies de Quercus son del

grupo de los terpenos y como se menciona en el estudio de Gonzalez-Gonzélez et al. (2016), se
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sugiere el uso de derivados del isopreno para tratar poblaciones de plagas como por ejemplo las

especies de Melolonthidae, ya que tienen una alta energia de acoplamiento con las OBPs

reportadas.

9.4.3 Anadlisis secuencial

Aunado al acoplamiento molecular se realizd6 un analisis de alineamiento entre las

secuencias de las tres OBPs bajo estudio. En este se pueden localizar zonas altamente conservadas,

lo que sugiere que estas mismas proteinas pueden presentarse en las antenas de M. mexicanus,

encontrando aminoacidos con propiedades quimicas similares en las mismas posiciones. Esto es

importante porque explica el tipo de interaccion que puede surgir entre las OBPs y los ligandos.

(Figura 18).

HELEOBPI
HELEOBP3
HELEOBP4

HELEOBP!
HELEOBP3
HELEOBP4

HELEOBP!
HELEOBP3
HELEOBP4

-MSVSVLVSSLVWWLFCVQCLI - - -EHIDGAMTMKQLTNSMDMMRQACAPKFKVEEA
MAARCAKTLVLFS-AVLGIAVVVLADVTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDICAKKTGVTDE
MKLVTFVF-AALLCCSMTLGDTTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDICLGKTGVTEE

ELHGLRKSIFPANPDKELKCYAMCIAQMAGTMTKKGEISFSKTMAQIEAMLPPEMKTMAK
AITEFSD--GKIHEDEKLKCYMNCLFHEAKVVDDNGDVHLEKLH DSLPNSMHDIAM

AIKKFSD--EETHEDEKLKCYMNCLFHEAKVVDDNGDVHLEKLH- - - -DSLPSSMHDIAM
EALTHCKDTQTSYKDPCDKAYFSAKCAADFTPDTFMFP 150
HMGKRCLY - -PEGENL CEKAFWLHKCWKQADPKHYFLV 149

HMGKRCLY - -PEGETLCDKAFWLHKCWKQSDPKHYFLV 144

59
54

112
113

100
1Yo

Figura 18. Alineamiento. Se observa el alineamiento entre las tres OBP bajo estudio, donde los colores
significan: rojo: interaccion hidrofébica y aromaticos; azul: interaccion acida; magenta, interaccion basica
H; verde: interaccion con hidroxilo; gris: aminoacido inusual. Los simbolos significan: (*) posicion de
residuo altamente conservada, (:) indica conservacion entre grupos con propiedades altamente similares y

() indica conservacion entre grupos con propiedades levemente similares.

Como porcentajes de similitud se obtuvo que la HELEOBP1 concuerda en 21.85% con la
HELEOBP3 y 81.82% con la HELEOBP4, mientras que la HELEOBP3 concuerda en 24.71% con

la HELEOBP4; el alineamiento se llevo a cabo utilizando el programa Clustal®.
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9.4.4 Andlisis de residuos aminoacidicos

Como parte del analisis de acoplamiento molecular, se llevaron a cabo revisiones en

diagramas 2D donde se observan los residuos aminoacidicos de las OBPS que participan en el

acoplamiento con cada ligando (Figuras 19 a la 30). En cada diagrama se puede observar los

aminoéacidos con la interaccion quimica que los une a los ligandos sefialados en distintos colores.

Para la HELEOBP1 se registraron un total de 19 residuos aminoacidicos (Cuadro 7). El que

tuvo mayor numero de interaccion, es decir que se encuentra participando en la unién proteina-

ligando de las catorce moléculas es la TRP114, la mayoria por union alquilica. Seguido de este en

trece interacciones se encuentra la PHE123, por union de Vander Waals o alquilicas. Esto nos

muestra zonas conservadas importantes para la union de ligandos. Como se menciona en el estudio

de Zhuang et al. (2014).
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Cuadro 7 Residuos aminoacidicos con los que interactlan cada compuesto de especies de Quercus con la
HELEOBPL1.

Ligando Aminoacidos
alpi ALA88, LEU76, PHE123, LEU80, MET91, HID121, MET84, ILE87, TRP114
dlim PHE123, TYR122, MET91, HID121, TRP14, ALA88, LEU80, LEU76
bmir PHE123, TYR122, MET91, HID121, TRP14, ALA88, LEU80, LEU76, LEUT73,

ARG77
2cyc PHE123, TYR122, MET91, HID121, TRP14, ALAS8S8, LEU76, ILE87
bihep TYR122, TRP114, PHE123, MET 91, HID121, MET84, ALA88, LEUSO0, ILE87
men TYR122, MET91, PHE123, ALA8S, LEUS80, LEU76, TRP114, HID121, PHE59

bihex LEU76, PHE123, ALA88, LEU80, MET91, TRP114, HID121, TYR122

13cyc ALA88, ARG77, LEU73, LEU76, LEU8SO, TRP114, PHE123, HID111, TYR122,
HID121, MET91

cyc LEU76, LEU80, ALA8S, ARG77, TRP114, MET91, HID121, TYR122, PHE123
2met LEU19, LEU80, LEU76, PHE59, LEUS8, TRP114, HID11, TYR122, PHE123,
LEU124
car LEUS8O, LEU76, TRP114, ARG77, LEU96, ALA8S, LEU73
24cyc LEU124, PHE123, HID111, LEUS8, PHES9, TYR122, TRP114, LEU76
pul LEUS80, PHE123, LEU76, LEUS8, PHES9, TRP114, HID111, TYR122

l4cyc ARG77, LEU73, HID111, LEU8O, LEU76, ALA8S, TRP114, MET91, PHE123,
HID121, TYR122

Para la HELEOBP3 se registraron 27 aminoacidos (Cuadro 8), de los cuales concuerda en
la PHE123 y ALA88 con la HELEOBPL. Los demas se encuentran en distintas posiciones, pero
cuentan con las mismas caracteristicas quimicas como la apolaridad y que en su mayoria las
interacciones que se pueden observar en los esquemas son de tipo alquilicas y de van der Waals.
El aminoacido que interactud con los 14 ligandos es THR69, el cual es de naturaleza polar, seguido
por la PHE121. Se puede dilucidar que la diferencia tan drastica en los residuos de aminoacidos
que interactdan en la HELEOBPL1 con la HELEOBP3 viene desde la diferencia de secuencias de
aminoacidos entre ambas proteinas, ya que como se mencioné en el andlisis secuencial solo

coinciden en un 21.85%.
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Figura 26. Interaccion 2D HELEOBP3 con 24cyc, pul y 14cyc. Los colores indican interacciones de tipo:
verde) vander Waals, morado) pi-sigma, rosa) alquilicas y azul) carbén-hidrégeno. El halo azul indica el

aminoacido con mayor energia de atraccion.

Cuadro 8. Residuos aminoacidicos con los que interactlian cada compuesto de especies de Quercus con la

HELEOBP3

Ligando  Aminoacidos

alpi THR69, PHE121, PHE123, LEU77, ALAS85, ILE73, MET22

dlim ILE64, THR69, SER109, ALA113, ALA85, PHE121, LEU89, ALA88, LEU77, ILE73,
CSS92

bmir LEU89, ALAS88, PHE121, ALA113, ALAS85, ILE73, THR69, THR120, MET122, LEUS,
LEU77, METS82

2cyc THR69, PHE121, ILE73, ALA88, ALA85, MET81, THR120, MET122, LEUG6, LEU77

bihep ALA110, PHE123, PHE121, ALA113, ILE64, THR57, THR69, LEU89

men ALA88, PHE121, ALA113, ALAS85, OLE73, LEU89, THR57, OLE64, THR69, OLE®64,
ALA110, ALA52, ALA106, PHE123, GLIN96, SER109, LYS93

bihex THR69, ALA110, ILE64, PHE121, ILE73, LEU89, ALA113, CSS92, LYS93, SER109
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13cyc ILE73, ALA85, THR69, CSS92, SER109, ALA110, ALA113, LEU89, PHE121, ALASS,
MET122, LEU77

cyc THR69, LEU89, ALA113, ALAS8S, ILE73, ALA85, MET122, LEU77, PHE121

2met SER109, THR57, ALA106, ALA110, ILE64, LEU89, PHE123, ALA52, PHE121, THRG9,
ALA55, ILE51

car ILE64, ALA52, ILE51, PHE123, THRG9, THR57, ALA55, PRO124

24cyc LEUS89, ILE64, ALA110, SER109, ALA106, ALA52, PHE123, PHE121, THR69, ALA113

pul LEUB89, ALA8S, PHE121, ALA113, ALA85, THR69, ALA110, PHE123, ILE73

l4cyc ALAS85, ILE73, LEU77, METS81, MET122, LEU89, ALA110, CSS92, ALA88, THRG69,
ALA113, PHE121, SER109

Para la HELEOBP4 se reportan 28 residuos aminoacidicos que interacttian con los ligandos
(Cuadro 9). Esto coincide con la HELEOBP1 con 19 y con la HELEOBP3 con 2. Ademas, cuenta
con 9 uniones en posiciones diferentes a las otras OBPs. Esto se puede analizar desde la secuencia,
ya que cuenta con un 81.82% de similitud con laHELEOBP1. El aminoacido con mas interacciones
con los ligandos fue la TRP114 gue se encuentra en todas las interacciones excepto con pul y
24cyc. En los esquemas se puede observar que también son las uniones alquilicas y de van der

Waals las mas relevantes para el acoplamiento.
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Figura 27. Interaccion 2D HELEOBP4 alpi, dlim, bmir y 2cyc. Los colores indican interacciones de tipo:
verde) vander Waals, morado) pi-sigma, rosa) alquilicas y azul) carbén-hidrégeno. El halo azul indica el
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aminoacido con mayor energia de atraccion.
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Figura 29. Interaccion 2D HELEOBP4 con 13cyc, cyc, 2met y 4car. Los colores indican interacciones de
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Figura 30. Interaccion 2D HELEOBP4 con 24cyc, pul y 14cyc. Los colores indican interacciones de tipo:
verde (Vander Waals), verde intenso (enlace de hidrdgeno), morado (pi-sigma), rosa (alquilicas) y azul
(carbon-hidrégeno). El halo azul indica el aminoacido con mayor energia de atraccion.

Cuadro 9 Residuos aminoacidicos con los que interactla cada compuesto de especies de Quercus con la
HELEOBPA4.

Ligando  Aminoécidos
alpi MET84, PHE123, LEU19, LEU15, TRP114, PHES9, LEU80, LEU76
dlim GLY92, MET91, PHE123, ALAS88, LEU80, TRP114, LEU76
bmir GLY92, LEU73, ALA88, HIS77, MET91, TRP114, LEU76, LEU80, PHE59
2cyc LEU96, LEU73, GLY92, LEU80, MET91, ALA88, LEU76, TRP114, HIS77
bihep VAL124, TRP114, HID, LEU58, LEU124, LEU76, LEU15, PHE123, LEU8O
men LEU76, ALA88, MET91, MET84, TRP114, LEU80, PHE123, TYR122, HID111, PHE59
bihex PHES9, MET84, HID111, PHE123, TYR122, ALA88, LEU76, TRP114, LEU80, MET91

13cyc PHES9, MET84, LEU15, LEU76, HIS77, ALA88, MET91, TRP114, GLY92, LEYS80,
TYR122, PHE123, LEU15
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cyc HIS77, LEU8O, LEU76, LEU73, TRP114, ALA88, MET91, CSS95, GLY92

2met LEUSS8, LEUSO, VAL125, LEU124, LEU76, PHES9, LEU19, TRP114, TYR122, HID111,

PHE123, LEU15, ALA62

car PHES9, LEUSO, LEU124, LEUSS8, LEU19, VAL125, HID111, LEU76, TRP114, PHE123
24cyc LYS20, LEU16, HIS23, VAL125
pul LEU19, VAL125, LYS20, LEU16, HIS23

l4cyc TYR122, GLY92, LEU80, MET84, LEU15, MET91, PHE123, TRP114, LEU76, LASS,

HIS77, PHES9

La mayoria de los aminodcidos presentes en las interacciones corresponden a la

clasificacion de no polares. Estos confieren estabilidad a las estructuras proteicas mediante el

establecimiento de interacciones hidrofobicas; por tanto, suelen ubicarse en el centro de las

proteinas con estructura terciaria (Karp, 2011). Dentro de esta categoria encontramos a los
aminoacidos ALA, GLY, ILE, LEU, MET, PHE, PRO, TRP y VAL.

10. Conclusiones

o

El perfil quimico de ambas especies de encino estd conformado principalmente por
terpenos, de la clasificacion de los monoterpenos y sesquiterpenos.

El COV mas relevante en la interaccion entre M. mexicanus con Q. sartorii es 2cyc, tanto
por abundancia como por energia de acoplamiento, mientras que los COVs mas relevantes
en la interaccion entre M. mexicanus con Q. grahamii son bmir por abundancia y pul por
energia de acoplamiento.

Las uniones alquilicas y de VVan der Waals tienen la mayor contribucion en la union de los
compuestos de las especies de Quercus bajo estudio con las HELEOBPS.

Las OBP analizadas tienen la capacidad de acoplarse con los COVs reportados de ambas
especies de encinos.

La interaccién entre adultos de M. mexicanus con Q. grahamii y Q. sartorii se establece
por la liberacién de terpenos, principales COVs extraidos de las hojas de ambas especies

vegetales.
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12. Anexos
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