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PLA= Fosfolipasa tipo “A”

S. s. mutilans= Scolopendra subspinipes mutilans
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL VENENO DEL CIEMPIES Scolopendra viridis Say
SOBRE PLAGAS Y PATOGENOS AGRICOLAS

BIOLOGICAL ACTIVITY OF POISON CENTIPEDE Scolopendra viridis Say AGAINST
AGRICULTURAL PEST AND PATHOGEN

1. Abstract

The centipede has a powerful multitoxic
venom that affects a wide variety of
organisms. Under laboratory conditions, the
crude venom of centipede Scolopendra viridis
Say extracted by 10 volts electrical
stimulation, showed antibiotic activity in
growth-inhibition assays against pathogenic
Gram-negative bacteria Salmonella sp.
Pectobacterium carotovorum, P. caticida and
Erwinya amylovora in a doses of 60, 90 and
120 ug. and against fungal pathogens
Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani
in a dose of 120 ug. The strains Pantoea
agglomerans, Escherichia coli, Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum sp.
and Rhizopus stolonifer. showed no evidence
of susceptibility. The venom also exhibited
insecticide activity against Tenebrio molitor
larvae with a LDsp 20.5 pg and Leptophobia
aripa larvae with a LDsp 25.5 pg. This
research suggests the presence of molecules
in the S. viridis Say venom which could be a
new alternative for the agro-industry in order

to create new pesticides.

Resumen

El ciempiés tiene un potente veneno
multitoxico que afecta a una gran diversidad
de organismos. En condiciones de
laboratorio, el veneno crudo del ciempiés
Scolopendra viridis Say extraido por
electroestimulacion de 10 voltios mostro
actividad antibiotica contra las bacterias
patdogenas Salmonella sp. Pectobacterium
carotovorum, P. caticida y Erwinya amylovora
en dosis de 60, 90 y 120 ug y contra los
hongos fitopatbgenos Fusarium oxysporum y
Rhizoctonia solani en una dosis de 120 pug.
Las cepas de Pantoea agglomerans,
Escherichia coli, Alternaria alternata, Botrytis
cinérea, Colletotrichum sp., y Rhizopus sp.
no mostraron evidencia de susceptibilidad. El
veneno también mostro actividad insecticida
sobre larvas de Tenebrio molitor con una
DLsp 20.5 pg y de larvas de Leptophobia
aripa con una dosis DLsp de 25.5 pg. Este
trabajo propone la presencia de moléculas en
el veneno de S. viridis Say las cuales pueden
ser una nueva alternativa en la industria
agricola para la creacibn de nuevos

plaguicida
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL VENENO DEL CIEMPIES
Scolopendra viridis Say SOBRE PLAGAS Y PATOGENOS
AGRICOLAS

Huerta C. E. A., Ramirez A. S., Gonzalez -Morales. L., Valadez M. E.

2. Introduccion

Una de las probleméticas que enfrentan los productores agricolas en cada ciclo
de cultivo, es la presencia de plagas y enfermedades que causan grandes
dafos a los cultivos. Por ejemplo: la presencia de gusanos que se alimentan de
follaje y de granos disminuyen considerablemente el rendimiento del cultivo; los
insectos chupadores por su parte, son vectores de virus y fitoplasmas que
intervienen en el desarrollo éptimo de las plantas y las plagas del suelo, dafian
las raices y causan heridas permitiendo la entrada de infecciones. Asi mismo,
las enfermedades fungicas y bacterianas como los tizones, la antracnosis, las
cenicillas, los mildius, el Damping off y las pudriciones blandas en diversos
cultivos registran incidencias por arriba del 50%, situaciones que de no
prevenirse y tratarse de forma eficiente, causan el 100% de pérdidas en

grandes extensiones de la superficie cultivada.

Ademas de la problemética presentada anteriormente, los productos agricolas
son reservorio de patdgenos que afectan al humano como Salmonella spp.,
Escherichia coli y Vibrio cholerae. Estos organismos llegan a los vegetales por

medio de practicas agricolas inadecuadas como el riego con agua
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contaminada, el uso de lixiviados de compostas mal elaboradas o la
incorporacion de estiércol sin procesar, provocando contaminacién y graves
problemas de salud. Tan solo en 2008 se reportd una incidencia de 114.75 de
casos de Fiebre Tifoidea causados por Salmonella entérica (Hernandez et al.,

2011).

La superficie agricola en México esta estimada en 29.9 millones de hectareas
(SAGARPA, 2011), las cuales son tratadas con diversos programas de control
fitosanitario que garantizan la inocuidad del material vegetal. Las practicas
agricolas en diversas partes del territorio, utilizan el método quimico como
principal herramienta para manejo de plagas y patégenos en campo Yy
postcosecha. En el afio 2007, la SENER (Secretaria Nacional de Energia)
reportd un consumo de 95 025 toneladas de agroquimicos entre los que
destacan los organofosforados, organoclorados, y triazinicos, considerados
como contaminantes organicos persistentes (COP’s) (UNEP, 2007). El uso
continuo de estos productos ha provocado un aumentado en los reportes de
tolerancia y resistencia en una gran cantidad organismos. De igual forma, se
reportan efectos adversos como la contaminacion atmosférica, la permanencia
de quimicos nocivos en suelos y cuerpos de agua (Cheng, 1990; Montes, 1996;
Ongley 1996), la bioacumulacion en redes troficas y el envenenamiento directo

de animales y humanos (FAO-PNUMA, 2004).

Actualmente, la estrategia politica en México relacionada con el uso de
insumos agricolas, consiste en prohibir el uso de compuestos altamente

dafinos establecidos en el Convenio de Estocolmo (UNEP, 2007) y los
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productos permitidos deben tener una etiqueta con la informacién relativa a su
toxicidad y uso segun lo establecido en la NOM-045-SSA1-1993, NOM-052-
ECOL-1993 y la NOM-003-STPS-1999. A pesar de que a nivel mundial se han
prohibido doce plaguicidas de alto impacto, en México hasta el afio 2005 aun
se toleraba el uso de algunos como el paraquat, lindano, paration, malation y

endosulfan (Mufioz y Avila, 2005).

Con la finalidad de disminuir los efectos dafinos de los plaguicidas, una gran
cantidad de investigaciones se han orientado a encontrar nuevas moléculas
gue sean inocuas para el ambiente y el humano, que tengan una alta eficacia
biolégica, sean de facil aplicacion y que se vendan a un bajo costo. Como
resultado a dicha busqueda, en las Ultimas décadas se han obtenido
componentes naturales (bioplaguicidas) que registran un desempefio igual o
mayor a los agroquimicos convencionales. Segun la FAO (2009), los
bioplaguicidas se clasifican en tres categorias: los microorganismos benéficos,
las plantas transgénicas y los semioquimicos. Esta Ultima categoria, en sentido
amplio, puede incluir sustancias producidas por organismos que tienen un
efecto repelente o letal sobre patdégenos o plagas agricolas. En este trabajo se

hard mencién Unicamente a estos ultimos.

En los 80's se descubrieron dos sustancias naturales de importancia agricola.
En 1981 se aisld una sustancia denominada Cecropina proveniente de la oruga
Hyalophora cecropia que registré un efecto antibiético generalizado, asi mismo
en 1982 el descubrimiento del Spinosad como resultado de la fermentacion de

Saccharopolyspora spinosa abrio la puerta a la investigacion de bioplaguicidas.
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Diversos estudios In vitro demostraron que los extractos de organismos tienen
un efecto letal sobre fitopatdgenos y plagas agricolas y en la actualidad se han
aislado de diversas plantas, moléculas con propiedades insecticidas que ya se
comercializan. Ejemplos de ellas son el Bio-Crack (Alomonas), Bio-Agro
(Humus de lombriz) y el Dimilin (Tamez et al., 2001). Otros ensayos In vitro
como el de Barrera-Necha y Bautista-Bafios (2008) proponen extractos y

polvos de citricos con buenas funciones fungicidas.

También se han localizado péptidos con actividades antibidticas e insecticidas
en las secreciones de algunos animales, principalmente en los venenos de
serpientes, ranas, alacranes, arafias y ciempiés (Steiner et al., 1981, Broekaert
et al., 1995, Nicolas y Mor 1995, Ganz y Lehrer 1998 y Bulet et al., 1999),
teniendo para el afio 2002 un registro de alrededor de 500 péptidos con accion
antibidtica (Zasloff, 2002). En general, los venenos animales contienen un
coctel de compuestos quimicos dirigidos a provocar la muerte de presas o
depredadores. Dichos compuestos tienen blancos especificos de acuerdo a su
naturaleza y afinidad que al actuar de forma simultdnea, causan un efecto
multitoxico, interfiriendo en las comunicaciones celulares, causando una
paralisis o desestabilizando las membranas celulares produciendo necrosis
(Zasloff, 2002). EI modo de accion de algunos componentes toxicos ha
mostrado efectos inhibitorios para patdogenos, por lo que se han explotado en la
industria agricola para creacion de plantas transgénicas, como es el caso del
péptido MS-99 derivado de la magainina usado para el control de Sigatoka
Amarilla en banano y Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata y Botrytis

cinérea en tabaco (Chakrabarti et al., 2003); y el péptido MsrAl derivado de la
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cecropina para la induccion de resistencia en papa contra los hongos
Phytophtora cactorum, Fusarium solani y la bacteria Pectobacterium
carotovorum (Osusky et al., 2000). Uno de los organismos que ha sido poco

estudiado pero tiene un veneno potente contra sus presas es el ciempiés.

El veneno de ciempiés ha sido reportado como multitoxico y con efecto sobre
una diversidad de organismos como insectos, anfibios, reptiles y mamiferos
pequefios que integran su dieta alimentaria. Las especies mas grandes y
mortales de ciempiés pertenecen al género Scolopendra y se encuentran
distribuidas en todas las zonas tropicales del mundo incluyendo México. La
diversidad de toxinas presentes en su veneno sugiere la existencia de
compuestos que pueden ser de utilidad en el sector agricola para el control de

plagas y enfermedades.

3. Antecedentes

3.1 Biologia de escolopendras

Las escolopendras son artrépodos (Arthropoda: Myriapoda) que pertenecen a
la clase Chilopoda y estan dentro del orden Scolopendromorpha. A nivel
mundial, segun el Catalogo Mundial de Ciempiés (Chilobase), se tienen
registradas 94 especies del género Scolopendra distribuidas en todas las zonas
tropicales y subtropicales del plantea (Elzinga, 1994). En México, se han
reportado 8 especies endémicas y 5 (Scolopendra heros, S. sumichrasti., S.
polymorpha, S. gigantea y S. viridis, Say) con una distribucion mas amplia que
se extiende a territorios de Estados Unidos, Centroamérica y Sudamérica. Para
fines de este estudio, cabe destacar la presencia de S. viridis Say en las zonas

hamedas y subhimedas de México es alta (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de S. viridis Say en México. Tomada de Cupul-Magania, 2007.

Las caracteristicas morfolégicas del Género incluyen, un cuerpo vermiforme
epimorfico, formado con una cantidad variable de terguitos o segmentos
corporales. Cada segmento tiene un par de patas que presentan una espuela
en el tarso. Asi mismo, presenta espiraculos laterales en los segmentos 3, 5, 8,
10, 12 ,14, 16, 18 y 20; en la placa cefélica (cabeza) que se traslapa con el
primer terguito, la placa dental es corta (Lewis, 1981; Selley, 2002) y bajo ésta
presenta un par de patas modificadas en apéndices venenosos robustos
llamadas forcipulas o toxicognatos (Lewis, 1981). S. viridis Say se distingue por
tener coloracion verdosa dorsal con tonalidades amarillas laterales o ventrales,
los espiraculos son triangulares y posee 21 segmentos y 20 pares de patas
caminadoras con un par de patas terminales con una espuela, la placa cefalica
tiene sulcus y sus forcipulas tienen un tono amarillo-rojizo (Shelley, 2002) como

se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. (A)Ejemplar de S. viridis Say con 21 segmentos corporales (se), con una espuela (es) en
cada pata terminal. (B) Detalle de cabeza con forcipulas (fc) color amarillo. Foto: Huerta (2012)

Las forcipulas son estructuras en forma de pinza que estan constituidas por 4
segmentos (trocanterofemur, tibia, tarso y ufa), la parte distal de la ufia es
puntiaguda y cuenta con receptores para activar la secrecion de veneno a
través de un poro (Ménez et al., 1990). El veneno proviene de una glandula
ubicada en la base del trocanterofemur (Lewis, 1981; Rosenberg y Hiken,
2006) y se conduce al exterior por un tubo quitinoso que termina en la ufia.
Cada glandula esta formada de células secretoras que producen granulos de
veneno de 24-1600 um. de didmetro que maduran y son descargados dentro
del cuerpo de secrecion (Antoniazzi et al., 2009; Ménez et al., 1990) mediante
una accion merocrina. ElI mecanismo de expulsion de veneno se realiza por
constriccion, la contraccion de musculos adyacentes lo conducen al poro de la
uila y lo liberan en el tejido de la victima. Después de la descarga, las
glandulas regeneran las células dafiadas en el proceso de constriccion (Ménez

et al., 1990; Rosenberg y Hiken, 2006) (Figura 3). El aparato venenoso de los
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ciempiés difiere sustancialmente de otros artrépodos tanto en funcién como en

morfoldgica (Undherim y King, 2011).

Figura 3. Glandula de veneno de un ciempiés. (A)Ubicacidn de la glandula (vg) dentro del toxicognato (t). (B)Seccion
longitudinal de la glandula de veneno donde se muestra el conducto de veneno (vd), el lumen (l) el epitelio secretor
(se) rodeado por capa de células musculares (pm) y la lamina basal (bl). (C) Vista transversal de la glandula mostrando
las fibras musculares radiales (rm) y las unidades secretoras (su). (D) Representacion de una unidad secretora con
células epiteliales quitinizadas (ec), células del canal (cc), células intermedias (ic) y células secretoras (sc) conteniendo
granulos secretores (sg) dentro del cuerpo secretor (sb). Diagramas adaptados de Undheim y King, (2011).

3.2. Componentes del veneno

Caracterizaciones del veneno de escolopendras han reportado componentes
de naturaleza enzimatica, lipidica, amina y protéica. Un andlisis comparativo
en electroforesis de tres venenos de escolopendromorfos, mostro la presencia
de proteinas de rangos de 70kDa hasta casi 200kDa; estas proteinas son de
naturaleza polimérica y todas registran un grado de toxicidad (Malta et al.,
2008). En otro andlisis realizado en un cromatografo 2D se encontré que el
veneno de Scolopendra viridicornis nigra y S. angulata contiene 62 y 65 tipos
de proteinas respectivamente, con una masa molecular de 13 a 22.6 kDa,
agrupadas en 10 familias, nueve de las cuales no mostraron semejanzas con

proteinas de la base de datos UnitProt (Rates et al., 2007).
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3.3. Proteinas

El veneno de escolopendras contiene moléculas de naturaleza proteica que
juegan diversos roles en el proceso de intoxicacion y que no necesariamente
cumplen con una funcion enzimatica. Los péptidos neurotdxicos son los
compuestos mas abundantes, dado que proporcionan una manera eficiente de
paralizar rapidamente a las presas. El primer efecto directo del veneno de
ciempiés sobre el sistema nervioso de un insecto fue descrito por Stankiewicz
et al. (1999), quien aisl6 una fraccion neurotoxica de alto peso molecular
(mayor 80 kDa) de una escolopendra de Brasil. Esta fraccién llamada SC1
causd un incremento en contracciones del axdén gigante de la cucaracha
Periplaneta americana debido aparentemente a la formacion de poros en la
membrana. Posteriormente Gutiérrez et al. (2003) registré que una fraccion del
veneno ordefiado de una escolopendra mexicana aplicada al ganglio ventral
abdominal del crustaceo Cambarellus cambarellus, estimulaba a la liberacion

del neurotransmisor acido y- aminobutirico (GABA).

Otros estudios dirigidos a determinar la actividad del veneno, han reportado
gue dosis pequefias de varias especies entre ellas S. viridicornis, causan una
pardlisis instantdnea en moscas, cucarachas y grillos (Rates et al., 2007). Al
separar fracciones de éste, usando una HPLC en fase reversa, se registré que
seis de las 13 fracciones obtenidas provocaban respuestas fisiolégicas como
agitacion, movimientos rapidos de patas y alas, salivacion y pérdida de la
locomocion en ejemplares de Musca domestica, aunque ninguna de ellas fue
letal por separado (Rates et al., 2007). En este mismo estudio, se compararon
dos proteinas, una de S. angulata y otra de S. viridicornis, las cuales tuvieron
una secuencia significativamente homologa a las proteinas con cisteina

10
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(CRISP) de avispas que son las responsables de provocar respuestas
alergénicas. Aunque la funcion en los ciempiés no esta determinada, se sabe
en general que las CRISP bloguean el flujo de voltaje en los canales de calcio y

potasio, induciendo la paralisis del musculo liso (Fry, 2005).

Las proteinas citotdxicas presentes en el veneno de escolopendras son, a
diferencia de las neurotéxicas, de bajo peso molecular y carentes de cisteina,
altamente cationicas y tienen un punto isoeléctrico tipico (pl) mayor a 8.75
(Khun-Nentwig, 2003). Estudios realizados con las especies S. multidens, S.
subspinipes mutilans (S.s. mutilans), S. viridicornis y S. subspinipes. dehaani
(S. s. dehaani) han mostrado una actividad sobre eritrocitos y otros cultivos
celulares (Gomes et al., 1982b; Malta et al., 2008; Peng et al., 2009). Dentro de
este grupo de proteinas, estan las que atacan el tejido muscular, y que al igual
gue las PLA2 (fosfolipasas A2) inducen un elevado grado de creatinina quinasa
gue generan mionecrosis (Lima y Brochetto-Braga, 2003). El efecto en
animales pequefios aumenta, ya que se han reportado necrosis generalizada y

muerte (Peng et al., 2009).

La principal actividad de los componentes citotoxicos en diversas especies de
escolopendras, es de mecanismos inmunes que previenen el consumo y
establecimiento de patégenos y mantienen un ambiente aséptico en los
conductos de las forcipulas (Undheim y King, 2011). En el veneno de S. s.
mutilans se han descrito 3 péptidos antimicrobiales. El primero de estos fue la
Scolopendrina I, un péptido de 4498 Da. el cual mostré actividad letal sobre
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y algunos hongos, actividad que se

mantuvo a pesar de un tratamiento de preincubacion a 100 °C. En este mismo
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experimento se determind que la Scolopendrina | no tuvo actividad hemolitica
ni de aglutinacién hacia los eritrocitos de ratén, lo que sugiere que estos
péptidos son exclusivos antimicrobianos o que el proceso de purificacién
desactivo las otras propiedades (Wenhua et al., 2006). Los otros dos péptidos
antimicrobianos fueron Scolopin 1 y Scolopin 2 descritos por Peng et al. (2009).
Estos contenian 21 y 25 péptidos residuales de naturaleza catiénica,
anfipatica, sin cisteina (Khuns-Nenwig, 2003; Peng et al. 2009). Estos dos
péptidos presentaron efectos letales sobre hongos, bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas incluyendo las cepas resistentes de Staphyilococous aureus,
E. coli y Bacillus dysenteriae. Ademas, y contrario a la Scolopendrina | estos
dos péptidos mostraron una actividad hemolitica moderada (Peng et al., 2009:

Wenhua et al. 2006) e indujeron la secrecion de histamina (Peng et al., 2009).

3.4 Enzimas

Diversas enzimas han sido registradas en el veneno de escolopendra. Zaid
(1958) demostré la presencia de endo y exopeptidasas del veneno de S.
morsitans. Posteriormente Mohamed et al. (1983), determin6 3 diferentes tipos
de aminopeptidasas en extractos de las forcipulas de la misma especie. Las
proteasas existentes en el veneno de escolopendras pertenecen al grupo de
las meltaloproteasas que se relacionan con procesos hemorragicos (Gutiérrez y
Rucavado, 2000; Malta et al. 2008). Varias esterasas se han detectado en los
extractos de veneno de S. morsitans: 4-naftil acetato esterasa, 3 acido-
fosfatasas y 4 alcalino-fosfatasas (Kass y Batsakis, 1979: Mohamed et al.,
1983). A éstas se les atribuye la funcién de auxiliares en la formaciéon de
purinas enddgenas multitoxicas, causando efectos como inmovilizacion por
hipotensiéon (Dhananjaya y D Souza, 2010). Otras enzimas presentes son las
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PLA2, las cuales se han extraido de las especies S.viridicornis y S. viridis y que
se sugiere una funcion de supresion e inactivacion de enzimas (Gonzélez-
Morales et al., 2009; Malta et al., 2008). De las PLA2 identificadas, la Scol/Pla
de S. viridis Say es la Unica caracterizada y se sabe que esta compuesta de
cinco puentes disufuro y tiene un peso molecular de 13.75 kDa (Gonzélez-
Morales et al., 2009). La presencia de hialuronidasas, se ha encontrado en
bandas de gel de masas de 40-66 kDa en S. viridicornis pero se desconoce su

funcion en el proceso de envenenamiento (Malta et al. 2008).

3.5 Componentes no peptidicos

Diversos componentes no proteicos también complementan el coctel téxico del
veneno de ciempiés. Mohamed et al. (1983) reporté la presencia de
lipoproteinas, fosfolipidos, colesterol, acidos grasos libres, triglicéridos y
ésteres en el veneno de de S. morsitans, aunque el autor comenta que algunos
de ellos pudieron provenir de contaminacion en la extraccion. La serotonina ha
sido descrita en S. viridicornis (Welsh y Batty, 1963) y se ha sugerido que
provoca dolor instantaneo similar a la acetilcolina. Estas moléculas también
facilitan la dispersion del veneno e incrementan la permeabilidad de la
membrana. Ademas de causar dolor, la serotonina causa un incremento en la
permeabilidad vascular teniendo un efecto cardiotoxico. Se ha propuesto la
presencia de histamina, ya que esta molécula causa dolor agudo instantaneo e
incrementa la permeabilidad vascular (Chahl y Kirk, 1975), también es
edematogénico y esta relacionado con la respuesta inmunolégica, provocando
una inflamacion general, comezén severa, erupcion e inflamacion de nédulos
linfaticos. Estos sintomas son tipicos en los casos del envenenamiento por
ciempiés (Supakthanasiri et al. 2004). La histamina participa junto a los
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neurotransmisores y genera una rapida respuesta de hipotension, dolor, rigidez

muscular y paralisis en los insectos (Hoyle, 2011).

3.6 Especies susceptibles al veneno de escolopendras

Las escolopendras son depredadores generalistas que incluyen una amplia
diversidad de presas. En condiciones naturales los anfibios (Carpenter y
Gillingham, 1984; Forti et al., 2007) y reptiles (Easteria, 1975) han mostrado
una susceptibilidad alta al veneno. Mamiferos pequefios como ratones o
murciélagos responden con paralisis 0 muerte a la picadura de ciempiés. En el
laboratorio Minelli (1978) y Ménez et al. (1990) determinaron que la toxicidad
hacia los mamiferos varia entre especies. Ambos describieron que la DLsg para
adultos de raton con un peso de 20 g. varia en unidades de veneno segun la
especie (Otostigmus scabricauda (Scolopendridae: Otostigminae) vy
Scolopocryptops  ferrugineus  (Scolopocryptopidae),  Cryptops  iheringi

(Cryptopidae), Scolopendra viridicornis y S. subspinipes.

Debido a que la dieta principal de las escolopendromorfos esta basada en
artrépodos, su veneno registra una actividad insecticida similar o mayor a las
de algunas arafias (Quistad et al., 1992). Ménez et al. 1990 report6 que dosis
de tan s6lo 0.3 glandulas de la especie Ethmostigmus rubripes inyectadas
abdominalmente sobre Locusta migratoria inducen la muerte, mientras que la
DL1go en la palomilla Helicoverpa punctigera para el mismo veneno fue de 0.02

glandulas.

A pesar de los avances en el estudio del veneno de escolopendras, el
conocimiento sobre sus propiedades aun no ha sido explorado en el ambito

agricola. Con base en los antecedentes, se sugiere que en veneno de especies
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gue se distribuyen en México, pueden encontrarse sustancias con propiedades
antibidticas e insecticidas que contribuyan a la generacion de nuevos

bioplaguicidas, por lo que la presente investigacion tiene como objetivos:

4. Objetivos

Generales:

Determinar la actividad antibacterial, antifingica e insecticida del veneno del

ciempiés S. viridis Say en diferentes plagas y patdégenos agricolas.
Especificos:

e Determinar la actividad antibacterial In vitro del veneno de S. viridis

Say sobre bacterias patégenas y fitopatégenas.

e Determinar la actividad antifungica In vitro del veneno de S. viridis

Say sobre hongos fitopatdégenos.

e Determinar la actividad insecticida del veneno de S. viridis Say sobre

plagas agricolas.
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5. Materiales y Método

5.1. Obtencion de material biolégico

5.1.1 Colecta de ejemplares

Se utilizaron ejemplares de S. viridis Say que fueron colectados en las
localidades de “La Cima” ubicada a 19° 6’ 42.89” N y 98° 11’ 40.68” O sobre la
carretera federal 95 México-Cuernavaca en la Delegacion Tlalpan, en un tramo
de la carretera 113 Xochimilco-Oaxtepec a ubicada a 19° 9’ 36.51” N y 98° 59’
12.38” O en la delegacion Milpa Alta y en la localidad de “El Vigia” a 19° 1’ 42.

89”N y 98° 57’ 19.92” O en el estado de Morelos (Figura 4).
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Figura 4. Ubicacidn espacial de las zonas de colecta de S. viridis Say. El simbolo A indica los sitios: La

Cima, “El Vigia” y el tramo de la carreta Xochimilco-Oaxtepec. Fotografia satelital tomada de Google
Earth, 2012.
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Se colectaron 60 ejemplares de S. viridis Say de entre 5 a 15 cm. de longitud y
se depositaron individualmente en cajas plasticas de 15x15x8 cm. preparadas
previamente con un sustrato estéril. Las cajas se mantuvieron en un cuarto
oscuro dentro del Laboratorio de Control Biologico de la UACh (Universidad

Auténoma Chapingo), con humedad relativa de 70% y temperatura ambiente.

5.1.2. Extraccion de veneno

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica dando 10 voltios sobre la base
de las forcipulas de cada escolopendra. Previo a la extraccion, los ejemplares
fueron inmovilizados con CO,. El veneno fue recuperado con puntas de
micropipeta y colocado en tubos Eppendorff de 1.5 mL. con 10 uL. de agua
destilada estéril a una temperatura de 4°C y almacenados por un periodo
maximo de 24 horas para evitar su degradacion (Figura 5). Las extracciones se
realizaron cada 15 dias. Esta técnica fue sugerida por la Dra. Lidia Gonzélez,
investigadora del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Comunicacién
personal 10 de Octubre 2011). La cantidad de proteina en el veneno se estimoé
mediante la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm. en un Nanodrop
ND-1000. La dosis para cada experimento se ajustaron con agua destilada
estéril a las siguientes concentraciones: 30, 60, 90 y 120 nug. para los ensayos
de actividad antibiética y 15, 30, 60 y 90 ug. para los ensayos de actividad

insecticida (Figura 6).

5. 2 Bioensayos antibacterianos
La actividad antibacteriana se realiz6 en campana de flujo laminar con cepas

Gram-negativas ATCC de: Erwinia amylovora, Pectobacterium carotovorum,
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Figura 5. Procedimiento de extraccion de veneno. (A) Posicidn de extraccidn con las forcipulas (fc) abiertasy
sujetando con pinzas entomoldgicas (Pe). (B) Estimulacion de la glandula veneno por descarga eléctrica, las
(Pe) tiene carga (-) y el electrodo rojo carga (+). (C) Salida de veneno (ve) de la punta de la fc. (D) Recoleccién
del veneno con una punta de pipeta (pp). (E yF). Almacenamiento del veneno en tubos etiquetados. Foto
Huerta (2012).
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Universidad Autonoma Chapingo.
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Figura 6. Espectrofotémetro utilizado para determinar las dosis de veneno de S. viridis Say. Espectros

obtenidos de las concentraciones estimadas con el programa A Protein 280. De estas muestras se

tomaron los 3 plL. para cada ensayo.
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Pantoea agglomerans y Pectobacterium caticida proporcionadas por el
laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Fitotecnia de la UACh y
cepas de E. coli y Salmonella spp. provenientes del Laboratorio de Hongos del

Departamento de Parasitologia Agricola de la UACh.

Se utiliz6 una variante de la técnica de antibiograma Kerby-Bauer (1966), la
cual consistié en colocar 4 discos de papel filtro con un didmetro de 3 mm de
forma equidistante sobre la superficie del medio LB de una caja Petri,
previamente inoculado con una cepa bacteriana en una concentracion de 1x10°
UFC ajustada con el 0.4 McFarland. Previamente se impregnaron dos discos
de papel con 3 uL. de veneno en una de las dosis especificadas, otro disco se
saturé con 3 ulL. agua destilada estéril para usarse de control negativo y el
ultimo disco se saturé con 3 uL. de Agri-mycin (Sulfato de gentamicina y
Clorhidrato de oxitetraciclina) como testigo positivo en una dosis comercial (120
ug.). Se incubo por 24 horas a una temperatura de 30 °C y posteriormente se
midié el diametro de halos de inhibicion (en milimetros) para cada disco usando
un vernier. Se realizaron 4 repeticiones; los datos se analizaron en un Disefo
Completamente al Azar y una prueba de contraste de medias de Tukey en el

programa estadistico SAS version 9.0.

5. 3 Bioensayos antifungicos

Los bioensayos se realizaron en campana de flujo laminar con cepas
monosporicas de: Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer y
Rhizoctonia solani proporcionadas por el Laboratorio de Hongos Fitopatogenos
de la UACh y de Fusarium oxisporum y Colletotrichum sp. adquiridas en el

Laboratorio de Biologia Molecular del Depto. de Fitotecnia de la UACh.
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Se utilizé la misma variante de la técnica de antibiograma Kerby-Bauer (1966)
gue en los bioensayos antibacterianos, se colocaron los 4 discos de papel filtro
con un diametro de 3 mm. de forma equidistante sobre la superficie del medio
PDA (papa dextrosa agar) de una caja Petri previamente inoculado con una
cepa flingica en una concentracién de 1x10® UFC ajustada con el 0.4
McFarland. Dos discos se saturaron con 3 uL. de la dosis correspondiente de
veneno, otro disco se saturd con 3 uL. de agua destilada estéril para usarse de
control negativo y el dltimo disco se saturd con 3 uL. de ANTRAK (Benomilo) a
una dosis comercial (12 ng.) como testigo positivo. Se incub6 por 36 horas a
una temperatura de 28 °C y posteriormente se midio el diametro de halos de
inhibicion (en milimetros) para cada disco usando un vernier. Se realizaron 4
repeticiones; los datos se analizaron en un Disefio Completamente al Azar y
una prueba de contraste de medias de Tukey en el programa estadistico SAS

version 9.0.

5.4. Bioensayos Insecticidas

Se utilizaron larvas de 3° y 4° instar de Tenebrio militor (gusano de la harina y
granos) y Leptophobia aripa (gusano rayado de la col) obtenidas de criaderos
comerciales. Los bioensayos se realizaron por inyeccion abdominal; se
suministro 3 uL. de veneno a cada larva en las dosis de 15, 30, 60 y 90 ug. con
una jeringa marca HD especial para insulina. Las larvas se colocaron
individualmente en cajas Petri después de ser tratadas. Se determind el
numero de decesos después de 6 horas. Las aplicaciones se calendarizaron

cada 15 dias en lotes de 20 individuos para T. molitor y 10 individuos para L.
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aripa con 4 repeticiones. Los datos se analizaron bajo un modelo PROBIT en el

programa estadistico SAS version 9.0.

6. Resultados

6.1 Bioensayos antibiéticos

Para los ensayos antibidticos se utilizaron las cepas Salmonella sp., E.
amylovora, P. carotovorum, P. agglomerans, P. caticida, utilizando Ilas
concentraciones de 30, 60, 90 y 120 ug. de veneno. Los resultados obtenidos
mostraron evidencia de la presencia de halos de inhibicion después de 24
horas de incubacién. Las cepas susceptibles al veneno de S. viridis Say fueron
E. amylovora, P. carotovorum, P. cacticida y Salmonella sp. mientras que E.
coli y P. agglomerans tuvieron un crecimiento sin rastros de inhibicion (Figura
7). Las dosis de veneno que provocaron una respuesta inhibitoria significativa
fueron 60 y 120 nug. en la cepas de E. amylovora; las dosis de 60, 90 y 120 pug.
provocaron inhibicibn en Salmonella sp.; P. carotorvorum mostré una

susceptibilidad en dosis de 90 y 120 ug. y P. cacticida en dosis de 120 png.

Tabla 1. Diametro promedio expresado en milimetros de los halos de inhibicidén presentes en las cepas
bacterianas

Control 30 ug. 60 pg. 90 pg. 120 pug. | Agri-mycin
E. amylovora 3 3.5 4 3.5 4 7.5
P. carotovorum 3 3.2 3.5 4 4.2 8
P. caticida 3 3 3 33 4.7 10
Salmonella sp. 3 3 5.7 4.2 6.2 7
E. coli 3 3 3 34 3.5 10
P. aglomerans 3 3 3.2 3.4 3.4 9
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La dosis de 120 ug. registraron los halos de inhibicion de mayor didmetro. En
todas las pruebas, la cepa de Salmonella sp. Presentd la mayor susceptibilidad
al veneno de S. viridis Say como se muestra en la figura 8. Todas las cepas
bacterianas presentaron una respuesta inhibitoria a la dosis comercial de Agri-

mycin con halos de inhibicion mayores a cualquier dosis de veneno.

Susceptibilidad de bacterias

[=1]

i

=

Diametro de halos de inhibicion (mm.)

0 30 &0 90 120
Dosis de veneno (pg)

= amylovora P.corotovorum =e=P_ caoticido =—we==Sglmoneilo sp.  ===F coli P.oglomerans

Figura 8. Inhibicion de bacterias patogenas expuestas a distintas dosis de veneno de S. viridis Say. La
linea puenteada indica el limite estimado de significancia.
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Figura 7. Ensayos de actividad bioldgica del veneno de S. viridis Say en una dosis de 120 ug (V).
Sensidiscos con el veneno (V), el control positivo (T) con Agri-mycin y (B) el blanco o testigo
negativo con agua destilada estéril. Foto: Huerta (2012).
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6.2 Bioensayos antifungicos

Universidad Auténoma Chapingo.

Para el caso de los hongos, los resultados del experimento mostraron

evidencia de la presencia de halos de inhibicion después de las 36 horas de

incubacion (Tabla 2). Las cepas F. oxysporum y R. solani tuvieron una

respuesta inhibitoria, mientras que A. alternata, B. cinerea, Colletotrichum sp.y

R. stolonifer tuvieron un crecimiento aparentemente normal sin signos de

susceptibilidad al veneno (Figura 9). La dosis mas alta (120 nug.) fue la Unica

gue indujo inhibicién en las cepas. (Figura 8).

Tabla 2. Diametro promedio expresado en milimetros de los halos de inhibicidén presentes en las cepas

fangicas
Control 30 pg. 60 pug. 90 pg. 120 pg. ANTRAK
R. stolonifer 3 3 3 3 3 3
Colletotrichum sp. 3 3 3 3.2 3.2 4
A. alternata 3 3 3 3.2 6.2
B. cinerea 3 3 3 3.2 7
F.oxysporum 3 3 3 3.5
R. solani 3 3 3 3.5 4
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Figura 8. Inhibicidn de hongos fitopatdgenos expuestas a distintas dosis de veneno de S. viridis Say.

La linea puenteada indica el limite estimado de significancia.
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Figura 9. Formacién de halos de inhibicidn en las cepas flngicas como respuesta a los tratamientos. V)
Dosis de veneno de 120 pg, (T) control positivo Dosis comercial de ANTRAK y (B) control negativo con
agua destilada estéril. Fotos: Huerta (2012)
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6.3. Bioensayo insecticida

Los bioensayos insecticidas mostraron evidencia de que las especie T. molitor
y L. aripa muestran susceptibilidad al veneno de S. viridis Say. Estas especies
perdieron casi de forma inmediata la movilidad, quedando paralizadas
totalmente y de forma permanente a los 15 minutos de la aplicaciéon; después
de 2 horas el tejido alrededor de la puncion fue tornandose de color marrén
hasta tomar una tonalidad obscura que invadi6 todo el cuerpo
aproximadamente a las 6 horas de la aplicacién (Figura 9). . El porcentaje de
mortalidad con la dosis de 15 pg. fue de 28.7% en T. molitor y 2.25% en L.
aripa. La dosis de 30 ug. causé una mortalidad de 67.5 % y 67 %, la dosis de
60 ug. provocd 81% y 77% de muerte y la dosis de 90 ug. causé uno

mortalidad del 100% y 92. 5% respectivamente como se indica en la figura 10.

Los individuos que se usaron como control presentaron una mortalidad de
1.25% probablemente relacionado con la insercion de la aguja, sin embargo el

resto de la poblacion se recuperé y mantuvieron actividad normal.

Dosis-respuestadel veneno de S. viridis Say
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Figura. 10. Porcentaje de mortalidad para las especies de T. molitor y L. aripa al veneno de S. viridis Say.
La poblacion total por tratamiento de T. molior fue de 80 individuos y de L. aripa 40 individuos.
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Figura. 9. Proceso de envenenamiento de la especies (A) T. molitor y (B) L. aripa después de la
aplicacion por inyeccion abdominal de 3 uL. de veneno a una dosis de 90 pg. Fotos: (Edgar 2012).
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A partir de los ensayos con las distintas dosis de veneno de S. viridis Say vy el

porcentaje de mortalidad que registraron, se estimé la DLsg para T. molitor y L.

aripa usando la funcion Probit del Programa SAS version 9.0. La DLsp obtenida

para las larvas de T. molitor fue de 20.5 ug. de veneno como se muestra en la

figura 11, mientras que para L. aripa fue de de 25.5 ng. (Figura 12).

[T - I = I =

DLso Tenebrio molitor

100 7

10 1

Probabil idad

Figura 11. Curva respuesta de la DL 50 de T. molitor al veneno de S. viridis Say. Salida del
programa Probit SAS version 9.0
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' DLs0 Leptophobia aripa

100 7.

[ BT ¢ B = [y Y

Probabilidad
Figura 12. Curva respuesta de la DL 5o de L. aripa al veneno de S. viridis Say. Salida del programa
Probit SAS versién 9.0

7. Discusion

Como ya se menciond, la escolopendras son organismos fotofobicos que
pasan la mayor parte del tiempo bajo el suelo, rocas o coberturas vegetales
donde proliferan una gran cantidad de microorganismos; su dieta esta basada
en una alta diversidad de especies (Carpenter y Gillingham, 1984; Easteria,
1975 y Forti et al.,, 2007), por lo que al momento de alimentarse, como lo
menciona Wenhua et al. (2006), deben asegurar que las presas estén libres de
patégenos. Al igual que otros artrépodos, los ciempiés carecen de un sistema
inmune con anticuerpos y deben secretar sustancias, principalmente de
naturaleza enzimatica y proteica, para defenderse contra infecciones (Muller et

al., 2008; Pujol, 2008). El veneno, al ser inyectado en los tejidos, ademas de
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paralizar y matar, podria jugar una funcion desinfectante, como previamente lo
menciona Undheim y King (2011). Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que en el veneno de S. viridis Say existen componentes con actividad
antibacteriana y antifingica que podrian estar relacionadas con los hébitos y la

fisiologia del ciempiés.

Hasta el momento, la Unica molécula caracterizada en veneno de S.viridis Say
ha sido la fosfolipasa Scol/PLA, la cual se sugiere esta relacionada con
propiedades de supresion enziméatica o miotoxicas por lo que en esta
investigacion no puede relacionarse directamente con la respuesta antibiética
obtenida. Por otro lado, dicha respuesta podria estar vinculada con la presencia

de proteinas citotoxicas.

En diversos artropodos se ha registrado una intensa actividad contra patégenos
por parte de las proteinas contenidas en su veneno, un ejemplo es la “vejovina”
encontrada en el alacrdn Vaejovis mexicanus (Hernandez-Aponte et al., 2011).
En patrticular, las especies de Scoloendra sp. (Cohen y Quistad, 1998), S.
multidens, S. s. mutilans (Peng et al., 2009) y S. viridicornis (Malta et al., 2008)
han reportado diversas proteinas con propiedades hemoliticas. Las proteinas
cationicas anfipaticas con accidbn hemolitica encontradas en diversos
organismos, como la magainina de Xhenopus laevis (Rossi et al., 2008), se han
relacionado con actividad biolégica contra muchos patdégenos debido a la
interaccién de éstas con las membranas celulares (ANEXO Ill). Las proteinas
Scolopedrina | aislada por Wenhua et al. (2006) y las Scolopin | y Scolopin 2
reportadas por Peng et al. (2009) en la especie S. s.mutilans pertenecen este

grupo de proteinas cationicas y han mostrado efectos antibioticos, lo que
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sugiere que en el veneno de la especie mexicana S. viridis Say podrian existir
proteinas de la misma naturaleza quimica que de igual manera, estén

relacionadas con la actividad antibacterial y antifingica reportada.

De acuerdo con los resultados de inhibicion obtenidos, el veneno de S. viridis
Say produce un efecto de susceptibilidad mayor en las bacterias que en los
hongos; estos datos se asemejan a los reportados por Wenhua et al. (2006)
para el veneno de la especie S. s. mutilans que registra una respuesta en un
rango de 4-7 ug/mL. para bacterias y de 7-14 ug/mL. para hongos. Lo anterior
sugiere que los hongos necesitan una mayor concentracidon de veneno para
inhibir su crecimiento o bien que existe una presencia mayor de componentes
antibidticos especificos para bacterias. Las dosis de veneno de S. viridis Say
gue produjeron actividad antibiética son mas altas que las reportadas para S. s.
mutilans, lo cual puede estar relacionado con el método utilizado por Wenhua
et al. 2006, ya que en S. mutilans hubo una pre-inducciéon con un patégeno. A
diferencia de S s. mutilans, S. viridis Say mostro la presencia de componentes

antibidticos sin previa induccién con cepas de E. coli.

Las bacterias utilizadas en los bioensayos pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y presentan caracteristicas morfoldgicas similares, por lo
qgue no se encontrg relacion evidente en las diferencias de susceptibilidad por
parte de las especies P. carotovorum, Salmonella sp., E. amylovora y P.
cacticida; y la respuesta se le atribuye a otros factores. Asi mismo, dado que
los hongos susceptibles utilizados para los bioensayos pertenecen a distintos
Ordenes dentro de la Division Ascomycota no fue posible una comparaciéon por

lo que la respuesta de Fusarium oxysporum del Orden Hypocreales y
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Rhizoctonia solani del Orden Agonomicetales se atribuye a factores

desconocidos.

La paralisis inmediata que experimentaron las larvas de L. aripa y M. molitor
después de la aplicacion del veneno de S viridis se relaciona con la presencia
de componentes neurotéxicos. Rates et al. (2007) reportan en S. viridicornis 13
componentes que generan pardlisis inmediata en moscas, grillos y cucarachas
(Rates et al., 2007). Asi mismo, Gutiérrez et al. (2003) reporta que el veneno de
una escolopendra mexicana provocé un aumento del GABA en el crustaceo
Cambarellus cambarellus produciendo paralisis. Las proteinas neurotéxicas de
alto peso molecular con cisteina reportadas en estos estudios, podrian estar
presentes de igual forma en el veneno de S viridis Say y ser las responsables
de la paralisis, aunque como argumenta Rates et al. (2007) no provocar la

muerte de las larvas.

La mortalidad mostrada por el veneno de S. viridis Say contra las larvas de T.
molitor y L. aripa . sugiere la presencia de componentes letales diferentes a los
neurotéxicos. Gonzalez-Morales et al. (2009) reportaron la presencia de la
fosfolipasa Sco/PLA en S. viridis Say con actividad hemolitica. Por lo que se
puede sugerir que la Sco/PLA esta relacionada con el proceso de hemolisis en
las larvas del gusano de la harina y del gusano rayado de la col causando las
tonalidades marrdn y negras (necrosis) registradas lo largo del proceso de
muerte. Los componentes antibidticos sugeridos en este veneno también
podrian estar relacionados con el proceso de envenenamiento, debido a que en

la especie S. s. mutilans se ha registrado que las proteinas cationicas ademas
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de los efectos antibacteriales y antifingicos, tienen un efecto hemolitico

(Wenhua et al., 2006).

Es probable que otros péptidos cationicos estén involucrados en la mortalidad
de los insectos, debido a los efectos liticos que ocasionan en las células. En el
veneno de S. multidens, S. s. mutilans, S. viridicornis y S. subspinipes deehani
se ha reportado una accion citotoxica sobre eritrocitos y otros cultivos celulares
(Cohen y Quistad, 1998; Gomes et al. 1982b; Malta et al. 2008; Peng et al.

2009).

De acuerdo con los resultados y la estimacion de la DLsg, T molitor es mas
susceptible al veneno de S. viridis Say que L. aripa. Esta diferencia puede
estar relacionada con la biomasa de ambas especies ya que L. aripa es
ligeramente mas grande y se puede sugerir que requiere de una dosis 0 una
concentracion mayor. Por otra parte, no se descarta la idea de que en el
gusano rayado de la col exista una tolerancia al veneno relacionada con un

mecanismo de resistencia.

En la actualidad aun no se han descrito todos los componentes del veneno de
S viridis Say por eso es necesario realizar mas investigaciones con el fin de
obtener més informacién sobre sus componentes. Si bien, es probable la
existencia de una molécula que dentro del veneno de este ciempiés, que de
forma individual tenga la capacidad de matar un insecto o inhibir el crecimiento
de patdégenos, quizas sea necesario la interaccion de varias moléculas para

potencializar el efecto letal, tal como lo menciona Rates et al. (2007).
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8. CONCLUSIONES

Se determind que en el veneno del ciempiés S. viridis Say existen compuestos
con un efecto antibiotico en dosis de 90 y 120 nug. contra los fitopatégenos P.
carotovorum E. amylovora, P. cacticida, F. oxysporum y R. solani los cuales
son causantes de varias enfermedades que generan dafios considerables en

frutales y hortalizas

Se determind un efecto antibidtico en dosis de 60, 90 y 120 ug. contra el
patdogeno Salmonella sp. el cual ocupa los primeros lugares de incidencia en

enfermedades gastrointestinales en México.

Se reportd la accion insecticida contra las larvas T. molitor y L. aripa
determinando las DLsy que corresponden a 205 pg. y 255 ug.

respectivamente.

La susceptibilidad que presentaron los fitopatbgenos, patdgenos y plagas
agricolas ante el veneno de S. viridis Say abre la posibilidad a diversos
estudios para el desarrollo de una nueva generacion de plaguicidas. Dichos
estudios estarian encaminados a la identificacion y caracterizacion de los
componentes antibiéticos e insecticidas para su purificacién y sintesis. En
particular, para la fabricacion de plaguicidas para uso en el campo, poscosecha

y desinfectantes.

La utilizacién de péptidos y enzimas antimicrobianas e insecticidas constituye
una alternativa para el combate de enfermedades y plagas agricolas ya que
retardan la aparicion de resistencia por parte de los patdgenos. Asi mismo, los

péptidos que resulten con actividad biolégica podrian ser considerados para la

35



Maestria en Proteccion Vegetal Universidad Auténoma Chapingo.

creacion de plantas transgénicas con resistencia a los fitopatdgenos y plagas

gue en este estudio resultaron susceptibles.
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ANEXO |

Lista de especies mencionadas con su autor

Alternaria alternata (Fr.:Fr)

Bacillus dysenteriae (Shiga, 1898)

Botrytis cinerea (Deb)

Cambarellus cambarellus (Faxon 1898)
Cryptops iheringi (Brélemann, 1902)

Erwinia amylovora (Burill) Winslow et al.
Escherichia coli

Ethmostigmus rubripes (Brandt, 1980)
Fusarium oxysporum (Schlecht.)

Fusarium solani (Mart.) (Sacc.)

Helicoverpa punctigera (Wallengren)
Hyalophora cecropia (Linnaeus, 1758)
Leptophobia aripa (Boisduval, 1836)

Locusta migratoria (L.)

Musca domestica (L.)

Otostigmus scabricauda (Humbert y Saussure, 1870)
Pantoea agglomerans (Swing y Fife, 1972)
Pectobacterium cacticida corrig. (Alcorn et al. 1991) Hauben et al.
Pectobacterium carotovorum (Jones) Waldee
Periplaneta americana (L).

Phytophthora cactorum (Leb. & Cohn) Schroet
Rhizoctonia solani (Kuhn.)

Rhizopus stolonifer Ehrenb. (Ex Fr.) Lind
Salmonella entérica (L.)

Saccharopolyspora spinosa (Mertz y Yao)
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Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
Scolopocryptops ferrugineus (Linnaeus, 1758)
Scolopendra (Linnaeus, 1758)

Scolopendra angulata (Newport, 1844)
Scolopendra gigantea (Linnaeus, 1758)
Scolopendra heros (Girard, 1853)

Scolopendra polymorpha (Wood, 1861)
Scolopendra morsitans (Linnaeus, 1758)
Scolopendra multidens (Newport, 1844)
Scolopendra subspinipes (Leach, 1815)
Scolopendra subspinipes. dehaani (Brandt, 1840)
Scolopendra subspinipes mutilans (L. Koch, 1878)
Scolopendra sumichrasti (Saussure)
Scolopendra viridicornis nigra (Bucherl, 1941)
Scolopendra viridis (Say, 1821)

Staphyilococous aureus (L.)

Tenebrio molitor (L.)

Vaejovis mexicanus (C. L. Koch, 1836)

Vibrio cholera (L.)

Xhenopus laevis (Daudin, 1802)

Universidad Auténoma Chapingo.
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ANEXO Il

Salida del programa estadistico SAS version 9.0 con el que se analizaron los

bioensayos del veneno de S. viridis Say

Prueba Tukey para Salmonella sp. Prueba Tukey para E. amylovora

Alt 0.05 filfa 0.05
Errzr de grados de libertad .|5 Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.903167 Error de cuadrado medio 0.124333

Valor critico del rango estudentizado 4.36699

Diferencia significativa minima

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

2.0751

Valor critico del rango estudentizado 4.36699

Diferencia significativa minima

0.7699

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N trat Tukey Agrupamiento Hedia N trat
2 5.5750 4 E 120pg 2 4.0750 4 E 120 ug
: 5.4500 4 C 60p 2 3.9500 4 C 60 pg
g A 4.2500 4 D 90 ug g 2 3.5750 4 D 90
E 3.0000 4 B 30w g L] 3.5000 4 B 0w
B 3.0000 4 A 0w B 3.0000 4 A 0w

Prueba de Tukey para P. cacticida

fAlfa

0.05

Prueba Tukey para P. carotovorum

. flfa 0.05
Erver de soabode eibe 021789 Error de grados de 1ibertad 15
i Error de cuadrado medio 0.207167

Valor critico del rango estudentizado 4.36699

Diferencia significativa minima

1.0191

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Valor critico del rango estudentizado 4.36693

Diferencia significativa minima

0.9938

Tukey fgrupamiento Media N trat Tukey farupaniento Media N trat
A 4.7000 4 E120ug A 4.2000 4 E 120w
B 3.1250 4 D 9w B : 4.0750 4 D 90pg
g 3.0000 4 [ 60pg g C 2.2000 4 € 60pg
g 3.0000 4 B 30w g E 3.2000 4 B 30
g 3.0000 4 A0 w E 3.0000 4 a 0w

DCA para E. coli

finalisis de un DCA Veneno
Procedimiento GLH

Variable dependiente: Nunero

DCA para P. agglomerans

fnalisis de un DCA Veneno
Procedimiento GLH

Variable dependiente: Humero

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Suna de  Cuadrado de Suna de  Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la nedia F-Valor Pr>F Fuente DF cuadrados la mnedia F-Valor Pr >F
Modelo 4 1.09200000 0.27300000 2.97  0.0542 Hodelo 4 1.09200000 0.27300000 2,18 0.1207
Error 18 1.37750000 0.09183333 Error 15 1.87750000 0.12516667
Total correcto 13 2.46950000 Total correcto 19 2.96950000
R-cuadrado Coef Var Raiz NSE  Nunero Media R-cuadrado Coef Var Raiz MSE  MNumero Media
0.442195 9.338680 0.303040 3.245000 0.367739 10.90259 0.353789 3.245000
Cuadrado de
Fuente DF Tipo IV 88 la media  F-valor Pr>F Fuente B Tipe WS lawedia Fdaler e F
trat 4 1.09200000 0.27300000 2.97  0.0542 trat 4 109200000 0.27300000 318 o0.1207
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Prueba Tukey para F. oxysporum

Alfa 0.05
Error de grados de 1libertad 18
Error de cuadrado medio 0.02375
Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minima 0.3463

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Hedia N trat
A 4.,0000 4 F  Benomilo
B 3.5250 4 E 120pg
C 3.0000 4 C 60 pg
E 3.0000 4 D 90 g
E 3.0000 4 A 0 pg
E 3.0000 4 B 30 pg

Prueba Tuckey para Botrytis cinerea

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 18
Error de cuadrado medio 0.588333
Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minina 1.7237

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

Universidad Auténoma Chapingo.

Prueba Tukey para Rhizoctonia solani

Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 18
Error de cuadrado medio 0. 14611

Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minina 0.859

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Media N trat
il 4.5000 4 F  Benomilo
2 4.2000 4 E 120pg
B 3.2500 4 D 60p
g 3.0000 4 C 90w
E 3.0000 4 i 0w
E 3.0000 4 B 30 w

Prueba Tukey para Alternaria alternata

Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 18
Error de cuadrado medio 0.598883
Valor eritico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minima 1.7391

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Prueba Tukey para Rhizopus Stolonifer

Alfa

Error de grados de |ibertad

Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado 4.49442

Diferencia significativa minima

Alfa

0.05 Error de grados de 1ibertad

18
0.055556

0.5297

Error de cuadrado medio
Valor critico del rango estudentizado 4.4

Diferencia gignificativa minina

Media N trat Tukey Agrupamiento Hedia N trat
A 7.0000 4 F  Benomilo A 6.2500 4 F Benomilo
B 3.6500 4 D 120 g B 3.9500 4 D 120pg
g 3.0000 4 A 60 ug g 3.0000 4 fi 60 pg
g 3.0000 4 C 90 ug E 3.0000 4 C 90 ug
E 3.0000 4 E 0 ug g 3.0000 4 E 0 pg
B 3.0000 4 B 30 wo B 3.0000 4 B 30 mg

Prueba Tukey para Colletotrichum sp.

0.05
18
0. 055556

0.

94
52

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

2222222222

B o o

Media
5000
0000
0000
0000
0000
L0000

Lo N

Tukey Agrupamiento
trat

Benomilo
120 pg
60 uo
90 pg
0 ug
30 ug

TTTTPTPIIDIDTT

F
A
C
D
E
B

Media
3.5000
3.0000
3.0000
3.0000
3.0000
3.0000

e T T S

trat

F Benomilo

A

C
D
E
B

120 ug
60 ug
90 pg
0w
30 ug
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ANEXO Il

i T

formacicon de mmoelas

ba it e
a concentrac i n v lisis

peptido catdmico fos fo lipado

Interaccidn de péptidos catidnicos con la membrana celular. (A) Interaccién de péptidos con la

membrana celular. (B) Formacién de poros. (C) Formacidon de micelas y lisis. (Modificado
Gonzalez, 2005).

de
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ANEXO IV

1.2. Método de difusion en agar segin Kirby Bauer
Es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco. Un disco que tiene una cantidad
especifica (no concentracién) de antimicrobiano, es aplicado a una superficie de agar
inoculado con un microorganismo. El antimicrobiano difunde desde el disco al medio de
cultivo produciendo una zona de inhibicion en la cual una concentracion critica de
antimicrobiano inhibe el crecimiento bacteriano. La zona de inhibicion es medida y se
relaciona inversamente con la CML
Esta metodologia se encuentra estandarizada para el estudio de Enterobacteriaceas,
Pseudomonas aeruginosas y Acinetobacter spp., Staphyvlococcus spp., Enterococcus spp.,
Haemophilus spp., Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus spp.,
Vibrio cholerae.
El agar Mueller-Hinton deshidratado se prepara de acuerdo a las indicaciones del
fabricante.
Después de su esterilizacion en autoclave se deja enfriar en bafio Maria a 50°C, se vacia en
placas Petri sobre una superficie plana y asegurando que la profundidad de 4 mm aprox., se
puede dejar enfriar a temperatura ambiente, si no se utiliza el mismo dia se debe guardar en
refrigeracion a 2-8 °C por no mas de 7 dias.
Se deja un control de esterilidad de placas incubando un periodo de 24 horas.

El pH debe ser controlado, para este medio de cultivo el pH debe ser de entre 7.2-7.4
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después de solidificado, por debajo de este valor el antibiotico perdera potencia mientras
que otros pueden aumentar su actividad.

También se deberd controlar la humedad, no debe haber agua en la tapa de la placa ni en el
agar, si ésta es grande se debe poner las placas en una estufa a 35°C por 10-30 mins.

Para preparar la solucion estandar (0.5 de McFarland a 0.5 ml de 0.048 mol/l (1.175 % pfv

BaCl: x 2H20) se le agrega 99.5 ml de 0.18 mol/l (0.36 N)H:504 (1% p/v) agitando

constantemente para mantener una suspension para controlar la densidad se utiliza un
espectrofotometro la absorbancia a 625 nm debe leer entre 0.08-0.1 para la solucién 0.5
McFarland.

Para la preparacion del indculo se toman de 3-5 colonias v se siembran en 4-5 ml de caldo
tripticasa sova. se incuba a 35°C por 2-6 horas v se mide turbidez para que sea igual al
estandar de McFarland.

La placa se inocula casi de inmediato en tres direcciones en .angulos de 607

Los discos se aplican separados sin recolocar v se dejan incubar a 35°C por 16-18 hrs. para
Staphylococcus (excepto para vancomicina y oxacilina 48 hrs.), se lee el halo de inhibicion
v se clasifica dependiendo del resultado (susceptible, susceptibilidad intermedia,

resistente). (Vjera, 2000)

Extraido de http://catarina.udlap.mx/u_dl_a/tales/documentos/Icf/aguilar_g_ae/apendiceB.pdf

Consultado el 01.12. 2012
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