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Composicion molecular del fluido paralizante del himendptero parasitoide
Pepsis mexicana (Hymenoptera: Pompilidae)

Mariana Angélica Huicab Uribe, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN.

Las avispas que pertenecen a la familia: Pompilidae paralizan a sus presas (aranas)
para capturar y alimentar a sus larvas, representan un interesante reservorio de
nuevos compuestos bioactivos. En este trabajo se recolectaron especimenes de tres
miembros de Pompilidae, que se identificaron como Pepsis mexicana, Pepsis
terminata y Anoplius nigritus capturados en Campeche, México. El método de
extraccion del veneno se optimizé, se analizaron y compararon dichos venenos. Los
patrones de electroforesis de una dimension dan como resultado una mayor cantidad
de proteinas para el género Pepsis, de igual manera el perfil cromatografico de alta
resolucién, mostré un mayor contenido de compuestos en el veneno de las avispas
Pepsis. Presentamos los resultados de las masas (m/z) obtenidas usando un sistema
de trampa de iones para algunas de las fracciones de himenopteros previamente
separadas por cromatografia, dichas masas, no se han reportado previamente, con la
excepcion de una probable bradiquinina en A. nigritus. Se obtuvieron cinco secuencias
por el método de degradacién de Edman para las avispas P. mexicana y P. terminata
La caracterizacién enzimatica revel6 que el veneno de P. mexicana tiene actividad en
los ensayos de metaloproteinasas, asi como en la hidrdlisis del &cido hialurénico; esta
caracterizacion preliminar se suscribe al conocimiento de las biomoléculas presentes

en los venenos parasitoides para aplicaciones biotecnoldgicas.

Palabras clave: Pompilidae, metaloproteinasas, extraccion de veneno.



Molecular composition of the paralyzing fluid of the parasitoid hymenopter
Pepsis mexicana. (Hymenoptera: Pompilidae)

Mariana Angélica Huicab Uribe, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT.

The wasps belonging the Pompilidae family paralyze their prey (spiders) to capture and
feeding of their larvae, represent an interesting reservoir of new bioactive compounds.
In this work we collected specimens of three members of Pompilidae, which were
identified as Pepsis mexicana, Pepsis terminata and Anoplius nigritus captured
Campeche, Mexico. The method of extraction of the venom was optimized, after which
such venoms were analyzed and compared. The patterns of one-dimention
electrophoresis results in a greater amount of proteins for Pepsis genus, similarly the
high resolution chromatographic profile, showed a higher content of compounds in the
venom of Pepsis wasps. We present the results of the masses (m/z) for some of the
fractions separated by chromatography, obtained in an ion trap system, from
hymenopteros have not been reported previously, with the exception of one result of a
putative bradykinin in A. nigritus. Five sequences were obtained by the Edman
degradation method for the wasp’s P. mexicana and P. terminata. Enzymatic
characterization revealed that the venom of P. mexicana has activity in the
metalloproteinase assays as well as the hydrolysis of hyaluronic acid, this preliminary
characterization subscribe to knowledge of the biomolecules present in the parasitoid
venoms for biotechnological applications.

Key words: Pompilidae, metalloproteinases, venom extraction.
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1. INTRODUCCION

Desde hace varios afos la industria biotecnoldgica ha puesto su interés hacia las
toxinas para estudiar y aprovechar su actividad en la aplicacion de nuevos tratamientos
y medicamentos, asi como la busqueda de nuevas moléculas en sistemas no antes
explorados como microorganismos, plantas o animales vertebrados e invertebrados.
Sin embargo, las moléculas complejas obtenidas de estas fuentes generalmente
deben ser separadas y purificadas del resto de componentes que acompafian al
principio o principios activos. Mas aun, la industria farmacéutica ha optado por el
camino de la ingenieria genética o metodologia del ADN recombinante para la
produccion comercial. No obstante, la busqueda de moléculas con potencial de

aplicacion biotecnoldgica sigue teniendo fuentes casi infinitas en la naturaleza.

Los venenos producidos por algunos organismos son capaces de paralizar al instante
e incluso causar la muerte. Se trata de sustancias que regularmente son utilizadas
como mecanismo de defensa o ataque de algunas especies. Los venenos de diversos
organismos han sido estudiados en distintos miembros de la escala zooldgica, por citar
solo algunos ejemplos clasicos estan los estudios de la apitoxina en abejas, y otras
toxinas en venenos de serpientes, arafias, alacranes, esponjas, medusas, entre otros,
lo cual ha servido para descubrir tanto antagonistas, como tratamientos contra diversas

enfermedades y para control biolégico (Guerrero-Vargas et al., 2008).

El veneno de avispas (Hymenoptera) es una fuente de diversos compuestos
bioactivos, de los cuales tan so6lo el uno por ciento de sus moléculas se ha
caracterizado e identificado. Los venenos pueden causar en las diversas presas u
hospederos alteraciones fisiolégicas que van desde paralisis hasta la muerte del
individuo dependiendo de las estrategias de vida del organismo que lo produce (Asgari
y Rivers, 2011). Los venenos de los himendpteros caracterizados son mezclas
complejas de diferentes compuestos, como aminas, péptidos, carbohidratos, proteinas
y ésteres de colina (Ayerbe et al., 2003), también se reporta que las secreciones de

las avispas parasitoides pueden incluir, ademas de diferentes moléculas, particulas



virales como virus del grupo de polidnavirus, particulas, fluidos ovaricos y teratocitos
(células liberadoras de hormonas en los huevos de las avispas), entre otros (Asgari,
2006; Asgari y Rivers, 2011).

Las avispas de la familia Pompilidae, son ectoparasitoides especializadas en capturar
arafias paralizandolas, dicha paralisis suele ser a corto o largo plazo para inmovilizar
a los hospederos, bloquear su desarrollo después del parasitismo y también regular su

inmunidad y metabolismo (Heraty, 2009; Martinson et al., 2014; Mrinalini et al., 2015).

Las avispas del género Pepsis (Tribu Pepsini) son las avispas parasitoides de mayor
talla en la naturaleza, oscilando su tamafio entre 11 y 65 mm. Sus hospederos son
arafas de la familia de las tarantulas (Theraphosidae) a quienes parasita depositando
su huevecillo, después de inmovilizarla por la inyeccién del veneno, provocandole una
paralisis a corto o largo plazo la cual beneficiara el desarrollo de la descendencia de
la avispa (Copperi etal., 2011). La picadura de la avispa Pepsis es la segunda picadura
de insecto méas dolorosa después de la hormiga bala (Paraponera clavata) (Schmidt,
2004), dicho efecto es provocado por componentes desconocidos presentes en el

veneno.

En este trabajo se propuso realizar un primer acercamiento a la composicion molecular
del veneno de la avispa Pepsis mexicana, de la cual no existen trabajos previos.
Nuestro objetivo se centra en conocer los componentes contenidos en el veneno

paralizante de esta avispa y sus posibles aplicaciones biotecnologicas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Control biolégico y control natural

El control biol6gico se define como el manejo de enemigos naturales para regular las
poblaciones de especies y mantenerlas por debajo de la densidad que pueda causar
un dafio econodmico (Fischbein, 2012). El control natural ocurre de manera espontanea
y sin intervencion alguna del ser humano (Johnson, 2000). Practicamente todos los
grupos de organismos cuentan con algun tipo de controlador poblacional (Rodriguez
et al., 2010). Los tipos de controladores ya sea presentes en el control natural, o
multiplicados con fines de control biolégico, se dividen en depredadores, parasitoides

y patégenos.

Las especies depredadoras representan apenas un tercio de los agentes de control
bioldgico. Los patdgenos tienen una gran especificidad, sin embargo, también existen
organismos que son muy generalistas los cuales pueden afectar a otras especies que
no necesariamente representan un problema econdémico. Los parasitoides son muy
exitosos como agentes de control natural, ya que existe una gran diversidad y son
altamente especificos en cuanto al grupo taxonémico al que atacan. La mayoria de
ellos se encuentran en los 6rdenes Diptera e Hymenoptera, siendo este Ultimo quien

cuenta con mas especies controladoras (Badii y Abreu, 2006; Nicholls-Estrada, 2008).

Los himenoOpteros mas importantes en el rol de control biolégico, son los que se
encuentran en las familias Braconidae e Ichneumonidae, pertenecientes a la
Superfamilia Ichneumonoidea y Eulophidae, Pteromalidae, Encrytidae y Aphelinidae
de la Superfamilia Chalcidoidea, ademas son de gran importancia en el control natural
de insectos (Nicholls-Estrada, 2008).



2.2. Parasitoides

El término “Parasitoide” fue acufiado por el zodlogo Sueco Odo Reuter en 1913
refiriéendose a un grupo de insectos que crecen en los tejidos de otros a quienes
finalmente les provocan la muerte, pues el hospedero es utilizado como fuente de

alimentacion (Figura 1).

Los insectos parasitoides, se desarrollan a costa de un organismo denominado
“‘hospedero”, el cual es por lo regular perteneciente al mismo grupo taxonémico, con
algunas excepciones (otros artropodos) (Kalyanasundaram y Kamala, 2016). Esto
quiere decir, que solo el estadio larvario es propiamente quien aprovecha los recursos
de su hospedero, ya que en su forma adulta son de vida libre y pueden alimentarse de
néctar, polen, miel, agua o ser predadores (Badii y Abreu, 2006; Kalyanasundaram y
Kamala, 2016).

La diferencia entre los parasitoides y los parasitos es que los parasitos viven dentro o
sobre su hospedero causando dafio constante sin matarlo. Los depredadores se
diferencian de los parasitoides en que éstos necesitan presas constantemente para
sobrevivir, mientras que los parasitoides solamente requieren una sola presa en su
vida (Waage y Hassell, 1982).

2.2.1. Biologia de parasitoides

Existen diversas formas de clasificar a los insectos parasitoides de acuerdo al tipo de
parasitismo, desarrollo en el hospedero, su modo de vida y otros como a continuacion

se menciona.

Los parasitoides primarios son aquellos que parasitan a su hospedero quien cumple
con un nicho diferente, los parasitoides secundarios son aquellos que parasitan a otro
parasitoide (hiperparasitoides) y los parasitoides terciarios son aquellos que parasitan

a los secundarios (Figura 1). De acuerdo a la etapa de vida del hospedero, pueden ser



parasitoides de huevos, larvas, pupas, ninfas o adultos. En algunos casos puede
ocurrir que un parasitoide termine su desarrollo en la siguiente etapa de desarrollo de
su hospedero, y este parasitoide puede ser llamado ovo-larvario o larvo-pupal segun

sea el caso (Bernal, 2007).

(E)

Figura 1. Comportamiento parasitico entre especies de parasitoides relacionadas con
pulgones (las flechas indican la direccién del parasitoidismo): (A) afido hospedero atacado por
dos especies de parasitoides primarios (B) Braconidae, Aphidiinae y (C) Aphelinidae. Ambas
especies puede ser parasitadas por hiperparasitoides (D) Cynipidae, Alloxystinae y estas a su
vez por los parasitoides Megaspilidae (E) y Encyrtidae (F). Imagen tomada de Hréek y Godfray,
2015.

Por el sitio donde el parasitoide se aloja en el hospedero se pueden clasificar en
endoparasitoide, si la larva se alimenta del interior, 0 ectoparasitoide si lo hace desde
afuera. Por el nimero de la progenie se clasifica como solitarios, si el adulto pone un
solo huevo en su hospedero, o como gregario si este pone dos o mas huevos
(Kalyanasundaram y Kamala, 2016). Por la estrategia de desarrollo pueden ser
idiobiontes, si el hospedero detiene su desarrollo al ser parasitado; o koinobiontes si

el hospedero continua con su desarrollo (Bernal, 2007; Rios-Casanova, 2011).



Otra clasificacion utiliza la denominacién sinovigénicos cuando el adulto emerge con
pocos o0 nada de huevos ya producidos y pueden producirlos durante su vida. Por el
contrario, los proovigénicos, emergen como adultos teniendo un complejo completo de
huevos maduros y no vuelven a producir mas el resto de su vida (Bernal, 2007). Esta
clasificacion, es menos mencionada por los autores a diferencia de las anteriores.
Algunos parasitoides pueden ser poliembrionarios, lo que se refiere a que un huevo
puede dar origen a muchos embriones (Kalyanasundaram y Kamala, 2016), o bien, un
adulto puede tener una sola generacion de progenie (univoltinos) o puede tener dos o
mas de ellas (multivoltinos) (Kalyanasundaram y Kamala, 2016; Rios-Casanova,
2011).

2.2.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de un parasitoide inicia cuando una hembra fecundada o no fecundada,
comienza la busqueda activa de su hospedero (Figura 2). Esta accidon se ve
beneficiada por sustancias volatiles despedidas por la planta de la que se alimenta el
hospedero o propiamente del mismo hospedero. Una vez localizado el hospedero, la
hembra parasitoide procede a ovopositar, en algunos casos la hembra puede inyectar
un veneno paralizante a su hospedero. Al eclosionar, la larva se alimenta y desarrolla
dentro del hospedero hasta pasar al estadio de pupa, finalmente el insecto emerge
como adulto desde el hospedero que inevitablemente muere al terminar el ciclo
(Bernal, 2007; Carballo, 2002; Rios-Casanova, 2011).

2.2.3. Modo de localizacién del hospedero

Los parasitoides utilizan una serie de estrategias para poder localizar y reconocer al
hospedero adecuado para realizar con éxito el proceso de reproduccion. De acuerdo
con la literatura durante el proceso de busqueda y localizacién lo pueden lograr a
través de la deteccion de sustancias volatiles emitidas por la planta hospedera (Bernal,
2007). Después de encontrar el habitat, durante la localizacion del hospedero

intervienen las sefiales fisicas y quimicas por el movimiento al alimentarse, o los



volatiles del mismo. lacovone et al., 2016, menciona que en el caso de Trissolcus
brochymenae (Hymenoptera: Platygastridae) se guia por los compuesto hidrosolubles

y metandlicos del hospedero.

Figura 2. Ciclo de vida general de un parasitoide que ataca a su hospedero en estado de larva.
(A) Adulto de vida libre que se alimenta de néctar, (B) hembra al momento de encontrar a su
hospedero y poner huevos, (C) larvas eclosionadas, (D) pupas (cocones) sobre el hospedero,
(E) adulto emergiendo de la pupa.

El siguiente paso es la aceptacion, en el cual la hembra evalla al hospedero en cuanto
a tamanfo, si esta enfermo o ya parasitado, o0 si es muy joven 0 muy viejo y decide si

es adecuado o no para la ovoposicion.



Finalmente viene la interaccion, este es el momento en el cual la hembra utiliza
diversas formas de contrarrestar la resistencia del hospedero a ser parasitado, lo que
podria causar la melanizacion o encapsulacion de los huevos parasitoides. El sistema
inmune del hospedero es alterado mediante toxinas, hormonas u otros metabolitos.
Algunas hembras parasitoides pueden causar pardlisis para que la larva aproveche al
maximo a su presa (Bernal, 2007; Rios-Casanova, 2011).

2.2.4. Importancia de los parasitoides

Existen un gran nimero de especies que han sido utilizados exitosamente en el control
de plagas. El grupo de los insectos parasitoides es muy abundante en la naturaleza y
se han identificado hasta el momento alrededor de 68, 000 especies (Hajek, 2004).
Aproximadamente el 84% de estos pertenecen al orden Hymenoptera, el 14% se
encuentran en el Orden Diptera y el otro 2% se encuentra dividido entre los Ordenes
Neuroptera, Coleoptera, Lepiddptera y Strepsiptera (Bernal, 2007; Kalyanasundaram
y Kamala, 2016; Nicholls-Estrada, 2008). Estimando que entre el 20 y 25% de todos
los insectos del planeta son parasitoides y si consideramos que en el planeta habitan
alrededor de 8 millones de insectos, entre 1.6 y 2 millones de estos serian parasitoides
(Fischbein, 2012).

Debido a la abundancia mencionada y por la mortalidad que pueden llegar a ocasionar
sobre las poblaciones en campo, los parasitoides, poseen una gran importancia tanto
en los ecosistemas naturales como en los de algunos cultivos. Por ello se han realizado
diversos estudios y se han seleccionado una importante cantidad de especies para su
utilizacién en programas de control biolégico de plagas alrededor del mundo. De
acuerdo a LaSalle y Gauld (1993), ha habido 150 casos de liberaciones de
himendpteros parasitoides en el mundo para control biologico. Se estima que para los
Estados Unidos el valor de la contribucion del ahorro econémico en depredadores y
parasitoides es de $ 4, 500 millones de dolares (Ruiz Cancino et al., 2010). En México

se utilizan por primera vez a los himendpteros parasitoides en 1949, debido al dafio



econdémico provocado por la mosca prieta de los citricos Aleurocanthus woglumi

(Gutierrez-Ramirez et al., 2013).

2.3. El orden Hymenoptera.

El orden Hymenoptera (hymen: membrana y ptera: alas) se caracteriza por la
presencia de dos pares de alas membranosas y tégulas en su base, mandibulas bien
desarrolladas con un aparato bucal modificado para morder, succionar o lamer. El
suborden Symphita comprende a los himendpteros conocidos como “basales”
llamados moscas sierra, quienes son organismos fitdfagos con un origen ancestral que
data en el periodo tridsico hace unos de 200 millones de afios (Mason y Huber, 1993).
Se caracterizan por el abdomen unido al térax con poca o nada de constriccion, y la
presencia de numerosas venas en las alas (Fernandez, 2006). En el suborden
Apdcrita, también conocido como himendpteros superiores, se encuentran las avispas,
abejas y hormigas. Se caracteriza por la unién del Gltimo segmento del térax con el
primer segmento abdominal a lo que se le conoce como propodeo y el ovopositor se
diferencia entre las infraérdenes como una modificacion como aguijon para picar en
los Aculeata y el ovopositor que conserva la funcién primitiva de puesta de huevos en
los Parasitica (Mitroiu et al., 2015).

Los himendpteros estan considerados entre los 6érdenes mas diversos en el mundo,
ocupando el tercer lugar después de coledptera y lepiddptera. Se componen por 89
familias, 7, 300 géneros y mas de 115, 000 especies (Nieves-Aldrey y Sharkey, 2012).
En México contamos con 1, 440 géneros y 5, 974 especies (Ruiz Cancino et al., 2010).

La importancia de este grupo de organismos va desde la polinizacion y el control
biologico contra diversos artropodos plagas de diferentes cultivos, hasta el
aprovechamiento de sus productos como miel, el propdéleo y la cera. La mayor parte
de los himendpteros son parasitoides, por lo que junto con los dipteros, son los grupos

mas utilizados en el control biolégico de plagas agricolas (Gaona Garcia et al., 2006).



2.3.1. Familia Pompilidae

La familia Pompilidae es un grupo de himendpteros Apdcrita pertenecientes al grupo
Aculeata, estd comprendida por un aproximado de 5, 000 especies y 230 géneros en
el mundo, de los cuales, en México, se tiene un registro de 174 especies de 35 géneros

y pueden ser encontradas principalmente en regiones tropicales (Copperi et al., 2011).

La familia Pompilidae se caracteriza por avispas solitarias con un tamafo
moderadamente grande (11 a 65 mm) de aspecto robusto, con patas alargadas con
espinas tibiales, lo cual es un rasgo distintivo de este grupo de insectos (Corro y
Cambra, 2011). Poseen un aguijon corto y lacerante empleado para paralizar a sus
presas (De la Fuente, 2000), acostumbran a realizar vuelos cortos y a ras del suelo
buscando a sus presas, asi como caminatas sobre el suelo, con movimientos

nerviosos de antenas y alas (Copperi et al., 2011).

Las hembras de Pompilidae, tienen un comportamiento especializado en capturar
arafas y arrastrarlas a su nido para después depositar un Unico huevo cuya larva al
eclosionar, se alimentara y desarrollar4 en su hospedero hasta emerger de él en su
estado adulto (De la Fuente, 2000). Esto resulta ser un mecanismo de gran éxito para
asegurar su progenie (Asgari y Rivers, 2011), lo que logran gracias a que inyectan en
Su presa un veneno con la capacidad de paralizarla permitiendo que pueda continuar
con vida y asi, servir de alimento para la larva que crecera en su interior (De la Fuente,
2000).

Se reconocen cinco subfamilias pertenecientes a esta familia (Pepsinae, Pompilinae,
Ctenocerinae, Notocyphinae y Ceropalinae) (Waichert et al., 2015). Se ha sugerido
que el veneno de estas avispas, como el de otras avispas parasitoides tiene un
contenido de sustancias neurotéxicas y bioactivas diferentes a las de las avispas

sociales, quienes pueden llegar a matar a sus presas con su veneno (Piek, 1986).
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2.3.2. Género Pepsis Fabricius (1804)

Existen 133 especies conocidas, las avispas pertenecientes a este género, se
encuentran en todo el mundo exceptuando los polos, lo que las convierte en
importantes indicadores de biodiversidad. Estas avispas buscan exclusivamente

aranas de la familia Theraphosidae para depositar sus huevos (Vardy, 2000).

La coloracion del cuerpo es generalmente negra, presentando pubescencias en forma
de escamas que les pueden dar destellos de diversos colores como azul, violeta,
plateado, dorado o verde. Las antenas de los machos son mas gruesas que las de las
hembras y estos también son de cuerpo mas pequefio que el de las hembras de sus

respectivas especies (Evans, 1966; Vardy, 2000).

Estas avispas poseen un veneno con compuestos algogénicos, que a diferencia con
los venenos de avispas sociales y abejas, contienen niveles bajos de histaminas y
niveles relativamente altos de dopamina, norepinefrina, epinefrina y acetilcolina,
(Nakajima, 1986). El veneno de Pepsis también contiene compuestos homodlogos a

Mastoparan y Ponericina G2 (Nolasco et al., 2018).

Schmidt, 2004, reporté que la picadura de la avispa Pepsis, obtuvo un nivel 4 en el
indice de dolor de picaduras de insectos y solo fue superada por la hormiga bala P.

clavata, sin embargo el dolor desaparece a los pocos minutos.

2.4. Composicion molecular y modo de accién del veneno de Himendopteros

El veneno es definido como una sustancia capaz de causar alteraciones metabdlicas,
funcionales o quimicas en un individuo (Vargas y Rojas, 2014). Son mezclas complejas
de proteinas y otros compuestos no proteicos que sirven para la defensa hacia
depredadores, la competencia o la inmovilizacion de la presa segun sea el estilo de
vida del organismo que lo produce (Fry et al., 2009; Morgenstern y King 2013). En

general, los venenos pueden contener sustancias como serotoninas, histamina,
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fitotoxinas, bradiquininas entre otros compuestos y pueden provenir de origen animal,
vegetal, mineral o artificial, ademas se pueden encontrar en distintos estados de la
materia (Vargas y Rojas, 2014).

A pesar de las miles de especies de parasitoides conocidas, solo hay un nimero muy
limitado de componentes de veneno identificados a partir de un pequefio nimero de
ellas. La funcion principal del veneno en la mayoria de los ectoparasitoides es la
induccion de paralisis de corto a largo plazo, en particular cuando el hospedero se
encuentra en la etapa activa (larva o ninfa). Sin embargo, el veneno puede
desempeifiar otras funciones como suprimir la inmunidad del hospedero o interrumpir

el desarrollo (Moreau y Asgari, 2015).

El parasitoide Ampulex compressa inyecta un coctel de neurotoxinas en el sistema
nervioso central de su presa Periplaneta americana. Esto involucra una primera
picadura en el térax, la cual conduce a una pardalisis transitoria de las patas delanteras
debido al blogueo postsinaptico de la transmisidén sinaptica colinérgica central, y una
segunda para la inyeccion de veneno dentro del ganglio subesofagico, que induce una
preparacién intensa de 30 minutos en la presa seguida de un efecto letargico de larga
duracién. El veneno de A. compressa contiene 4cido gamma amino-butirico (GABA)
(neurotransmisor inhibitorio), R-alanina (agonista del receptor de GABA) y taurina
(afecta la actualizacién de GABA de la hendidura sinptica) (Libersat, 2003; Moreau y
Asgari, 2015) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Componentes identificados en el veneno de avispas sociales y parasitoides.

Avispa Estilo Molécula caracterizada Funcién Referencia
de vida

Chelonus near Solitaria  Quitinasa Hidrdlisis de quitina  (Asgari y

curvimaculatus Rivers, 2011)

Eulophus Solitaria  Reprolisina-like Degrada (Price et al.,

pennicornis (EpMP1-3, EpMP3) componentes de la 2009)

matriz extracelular
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Continuacién cuadro 1

Agelaia pallipes Social Mastoparan Inflamacién alérgica  (Baptista-
(degranulacion de Saidemberg
mastocitos) etal., 2012)
Péptido quimiotactico Actividad (Baptista-
inflamatoria, Saidemberg
actividad etal., 2012)
antimicrobiana
Agelaia vicina Social Av Tx-7 Pardlisis, bloqueo (Pizzo et al.,
canales de potasio 2004)
Av Tx- 8 Pardlisis, Bloqueo (De Oliveira
canal de potasio et al., 2005)
Anterhynchium Solitaria  Mastoparan-like Antimicrobiana, (Konno et al.,
flavomarginatum degranulacion de 2000)
mastocitos
Colpainterrupta Solitaria  Bradiquinina-like *Nd (Piek et al.,
1990)
Icaria sp. Social HR-II *Nd (Nakajima,
1986)
Megascolia Solitaria  Megascoliaquinina *Nd (Konno et al.,
flavifrons 1998)
Polistes rothneyi Social Quininas Produccion de dolor  (Piek, 2000)
Protonectarina Social Mastoparan Inflamacién alérgica  (Dohtsu et
sylveirae (degranulacién de al., 1993)
mastocitos)
Rhynchium Solitaria  Péptido quimiotactico Actividad (Baek et al.,
brunneum inflamatoria, 2013)
actividad
antimicrobiana
Arginina quinasa Paralisis (Baek et al.,
2013)
Hialuronidasa Hidrolisis de acido (Baek et al.,
hialurénico, 2013)
diseminacién del
veneno
Fosfolipasa A2 Hidrolisis de lecitinas (Baek et al.,
2013)
Metaloendopeptidasa Inhibicién de la (Baek et al.,
agregacion 2013)
plaguetaria
Troponina Contraccion (Baek et al.,
muscular 2013)
Proteinas de choque Prevencion de (Baek et al.,
térmico plegamiento 2013)
incorrecto de
proteinas
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Continuacién cuadro 1

Vespa analis Social Quininas de avispa Produccion de dolor  (Yoon et al.,
2015)

Arginina Quinasa Paralisis Yoon et al.,
2015)

Quitinasa Hidrolisis de quitina  Yoon et al.,
2015)

y-glutamil transpeptidasa Apoptosis de células Yoon et al.,
ovariola 2015)

Vespa crabro Social Arginina Quinasa Paralisis Yoon et al.,
2015)

Fosfolipasa A2 Hidrdlisis de lecitinas  Yoon et al.,
2015)

Vespa velutina Social Mastoparan Inflamacion alérgica  (Lin et al.,
(degranulacién de 2011)
mastocitos)

Anoplius samariens Solitaria  Anoplina Antimicrobiano, (Piek et al.,
degranulacion de 1990)
mastocitos

A-pompilidotoxina Neurotransmisor, (Konno et al.,
paralisis, bloqueo 1998)
canales de sodio

Actividad similar a *Nd (Piek et al.,

histamina 1990)

As-rf-19 Neurotransmisor, (Hisada et
vasoactivo al., 2005)

Batozonellus Solitaria  Actividad similar a *Nd (Piek et al.,

lacerticia histamina 1990)

Batozonellus Solitaria  B-pompilidotoxina Neurotransmisor, (Konno et al.,

maculifrons paralisis, bloqueo 1998)
canales de sodio

Histamina-like *Nd (Piek et al.,

1990)

Cyphononyx Solitaria  Proteina truncada tipo Paralisis (Yamamoto

dorsalis arginina quinasa et al., 2007)

Cd-125 Vasoactivo (Konno et al.,

2001a)

Cd-146 Vasoactivo (Konno et al.,

2001a)

Thr6- bradiquinina Vasoactivo (Konno et al.,

2001a)

Elastasa-like *Nd (Yamamoto

et al., 2007)

Fulvonina Inhibidor de enzima  (Picolo et al.,

convertidora de la 2010)
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Continuacién cuadro 1

Cifoquinina Inhibidor de enzima  (Picolo et al.,
convertidora de la 2010)
angiotensina
Cyphononyx Solitaria  Fulvolina, cifoquinina Inhibidor de enzima  (Picolo et al.,
fulvognathus convertidora de la 2010)
angiotensina
Episyron ruflpes Solitaria  Acetilcolina Neurotransmisor (Piek et al.,
1990)
Bracon hebetor Gregario  Calreticulina, arginina Inhibidor de la (Manzoor et
guinasa propagacion de los al., 2016)
hemocitos
Brh-1y -lI Paralisis (Moreau y
Asgari, 2015)
Microbracon Gregario A-MTX Pardlisis (Piek et al.,
hebetor 1990)
B-MTX Paralisis (Piek et al.,
1990)
Philanthus Solitaria  Acetilcolina Neurotransmisor (Piek et al.
triangulum 1990)
B-PTX Paralisis (Piek et al.,
1990)
A-PTX Paralisis (Piek et al.,
1990)
Campsomeriella Solitaria  Treonina-6 bradiquinina  Bloqueo de (Konno et al.,
annulata annulata transmision singptica 2001b)
del receptor
nicotinico de
acetilcolina en el
sistema nervioso
central
Cotesia rubecula Gregaria Vn-50 (glicoproteina, Inhibe la (Asgari et al.,
homologa serina melanizacion de la 2003)
proteasa) hemolinfa del
hospedero
Calreticulina *Nd (Asgari y
Rivers, 2011)
Ampulex Solitaria GABA, B-alanina, taurina  Pardlisis (Moreau y
compressa Asgari, 2015)
Aphidius ervi Solitaria  y-glutamil transpeptidasa  Induccién de (Asgari y
apoptosis Rivers, 2011)
Asobara tabida Solitaria  Aspartilglucosaminidasa- Lisosomal (Asgariy
like Rivers, 2011)
Eumenes Solitaria  EpIBP Proteina de uniona  (Baek etal.,
pomiformis péptido similar a la 2016)
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Continuacién cuadro 1

Mastoparan-like Antimicrobiano (Baek y Lee,
degranulacion de 2010a)
mastocitos

Hialuronidasa Hidrdlisis de acido (Baek y Lee,
hialurénico, 2010a)
diseminacion del
veneno

Fosfolipasa A2 Hidrolisis de lecitinas (Baek y Lee,

2010a)

Serina proteasa, Actividad (Baek et al.,

quimiotripsina, trombina- fibrinolitica, actividad 2013)

like liberadora de
quinina,
melanizacion

Troponina Contraccion (Baek y Lee,
muscular 2010b)

Dendrotoxina-like Paralisis, bloqueo (Baek y Lee,
canales de potasio 2010a)

Tubulina Regulacion de la (Baek y Lee,
expresion de los 2010a)
genes esqueléticos
de hemocitos

Arginina quinasa Catalizar la (Baek y Lee,
amortiguacion del 2010b)

ATP
Eumenes Solitaria  Eumenitina Antimicrobiana, (Konno et al.,
rubronotatus degranulacion de 2006)
mastocitos
Oreumenes Solitaria  Mastoparan-like Antimicrobiana, (Konno et al.,
decorates degranulacion de 2007)
mastocitos
Orancistrocerus Solitaria  Arginina quinasa Paralisis (Baek y Lee,
drewseni 2010b)

Serina proteasa, Actividad (Baek y Lee,

guimotripsina, trombina-  fibrinolitica, actividad 2010b)

like liberadora de
quinina,
melanizacion

Tropomiosina Contraccion (Baek et al.,
muscular 2009)

Troponina Contraccion (Baek et al.,
muscular 2009)

Proteinas de choque Prevencion de (Baek y Lee,

térmico plegamiento 2010b)
incorrecto de
proteinas

Eumenina mastoparan- Hemodlisis (Murata et

OD, Orancis-Protonectin al., 2009)
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Continuacién cuadro 1

Megacampsomeris  Solitaria  bradiquinina, treonina -6  Bloqueo de (Konno et al.,
prismatica bradiquinina transmision sinaptica 2001b)
del receptor
nicotinico de
acetilcolina en el
sistema nervioso
central
Nasonia vitripennis  Gregaria Serina proteasas Inhibe la (De Graaf et
melanizacion de la al., 2010)
hemolinfa del
hospedero
Pimpla Gregaria Fenoloxidasa I, 11, IlI Melanizacion (Parkinson et
hypochondriaca al., 2001)
Reprolisina Degrada (Asgari y
componentes de la Rivers, 2011)
matriz extracelular
Serina proteasa Proteasa (Asgariy
hipotética Rivers, 2011)
Pimplina Paralisis (Asgari y
Rivers, 2011)
Polybia paulista Social Quininas Produccion de dolor  (Dias Batista
et al., 2015)
Hialuronidasa Hidrolisis de acido (Justo
hialurénico Jacomini et
al., 2013)
Polybia-CP Péptido (Souza et al.,
quimiotactico para 2005)
células PMNL,
Accion
antimicrobiana
contra bacterias
gram-positivas.
Polybia-MPI Péptido litico de (Souza et al.,
mastocitos, 2005)
Quimotaxis para
leucocitos
polimorfonucleados
(PMNL), Accién
antimicrobiana
contra bacterias
gram positivas y
gram negativas.
Protopolybia Social Mastoparan Inflamacién alérgica  (Mendes et
exigua (degranulacion de al., 2005)
mastocitos)
Protopolybiaquinina-I, Contraccion de (Mendes y
Protopolybiaquinina-II musculos del ileon, Palma, 2006)
degranuladores de
mastocitos
Pteromalus Solitaria  Fosfatasa acida Liberar grupos (Asgariy
puparum fosfatos Rivers, 2011)
Vn.11 Inmunosupresor (Wu et al.,
2008)

*Nd: no descrito
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El veneno de himendpteros muestra un contenido muy marcado de moléculas
diferenciadas dependiendo del modo de vida de las especies, siendo los venenos de
las avispas sociales dotados de instrumentos defensivos para protegerse y proteger a
sus colonias de depredadores y saqueadores. Contienen una serie de péptidos
quimiotacticos, anfipaticos policatiénicos y quininas, responsables de causar procesos
inflamatorios. En las avispas solitarias, el objetivo principal es causar pardlisis en la
presa para poder depositar sus huevos en ella y asi asegurar su progenie, por lo que
su contenido se basa en neurotoxinas que actian sobre el sistema nervioso ademas
de activos con funcién antimicrobiana para evitar la colonizacién por organismos
patégenos (Palma, 2006). Cabe mencionar que no todas las avispas solitarias poseen

veneno con funcion de paralisis (Piek, 1986).

En los himendpteros parasitoides, existen diferencias en el contenido del veneno
dependiendo si la avispa es endoparasitoide o ectoparasitoide. ElI veneno de los
ectoparasitoides contiene moléculas para ocasionar paralisis de corta o larga duracion,
mientras que el veneno de los endoparasitoides rara vez puede contener esta funcion,
en cambio, cuenta con un contenido que interfiere con el sistema inmune (Moreau y
Asgari, 2015).

La avispa endoparasitoide Cotesia congregata, inyecta su veneno y con este, un virus
simbionte llamado polidnavirus. Este virus cumple la funcion de evitar la destruccion
de los huevos depositados en el hospedero, ayuda a la obtencion de recursos para las
larvas de avispa y en conjunto con los teratocitos, detienen el desarrollo del hospedero
(Crockett et al., 2017).
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Objetivo general
Describir la composicion molecular del fluido paralizante de Pepsis mexicana para

determinar su potencial uso en aplicaciones biotecnoldgicas.

3.2. Objetivos especificos

e Establecer un método de obtencion de veneno que no requiera la diseccion de
las glandulas del veneno.

e Obtener los perfiles proteicos presentes en el veneno de la avispa Pepsis
mediante SDS-PAGE.

e Obtener los perfiles moleculares presentes en el veneno de la avispa Pepsis
mediante RP-HPLC y Espectrometria de masas

¢ |dentificacion taxondmica de las avispas del género Pepsis.

3.3. Hipotesis

La composicion del fluido paralizante de Pepsis mexicana contiene péptidos y
proteinas ademas de otros compuestos moleculares similares a los descritos en otras
especies de himenopteros parasitoides, sin embargo, existen moléculas que resultan
ser especificas de familias y géneros, por lo que Pepsis mexicana contendra moléculas

diferentes a las ya descritas en estudios de otras especies de avispas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Origen del material biol6gico

Se efectuaron salidas de campo para colectar avispas hembras de Pepsis sp. a partir

del mes de septiembre del 2017 hasta el mes de agosto del 2018.

Los lugares muestreados se eligieron basandonos en recomendaciones por parte de
habitantes en &reas rurales, quienes reportaron el avistamiento de las avispas de la
familia Pompilidae en zonas con invernaderos y areas de siembra mecanizadas en el
poblado de Sihochac en el municipio de Champoton, Campeche, y por recomendacion
de estudiantes quienes realizaron colectas en zonas urbanas de la ciudad de

Campeche.

La busqueda se realizé en suelos agrietados, plantas en periodo de floracion y zonas
con acumulacién de hojarasca en la que se pudieran encontrar tarantulas, ademas de
senderos y zonas de siembras (ver mapa de la Figura 3). De igual manera se muestre6
y colectd en la Reserva estatal de Balamku y en la zona de amortiguamiento de la
Reserva de la Biosfera de Calakmul ubicados en el municipio de Calakmul, por ser

areas naturales conservadas.
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Figura 3. Zonas de busqueda y colecta de avispas parasitoides del género Pepsis. Las flechas
indican los lugares donde se recuperaron los ejemplares (de arriba hacia abajo): Ciudad de
Campeche (19°50°25.35"N, 90°29°8.64"0); Comunidad de Sihochac, Municipio de Champotoén
(19°29°51.93’N, 90°33"1.07”0); Zona arqueoldogica de Balamka (18°33716.51"N,
89°56735.72’0), Zona amortiguamiento Reserva Biosfera Calakmul (18°27'49.36"N,
89°53'28.04"0).

4.2. Colecta, traslado y manejo de especimenes en el laboratorio

Las avispas se colectaron usando redes entomolégicas aéreas. Cada espécimen
colectado se depositd de manera individual en tubos conicos tipo falcon de 50 ml, para
evitar dafio entre los organismos. Los tubos con los individuos se colocaron en una
nevera con hielo para inmovilizarlos y una vez en el laboratorio, cada avispa se paso
a una botella de PET de 1y 2.8 litros de capacidad (Figura 4) para facilitar el manejo

y la alimentacion.

21



Figura 4. Mantenimiento de avispas en laboratorio. Hembras adultas permanecieron vivas en
confinacion hasta 90 dias, lo que permitid la recuperacién de veneno de las mismas avispas
repetidas veces.

Se realizaron perforaciones en las botellas de PET para permitir el ingreso de aire y
facilitar la alimentacién, la cual consistié en colocar una gota de miel en la tapa de la
botella una vez al dia y aproximadamente 0.5 ml de agua con una jeringa en el otro
extremo de la botella. Las avispas reaccionaban a la presencia de la miel volando hacia
la tapa cada vez que se les proporcionaba alimento. Las botellas de PET se cambiaron
cada dos dias ya que al quedar residuos de miel, estos se fermentaban provocando la

proliferacion de levaduras.

4.3. Identificacion taxondémica de las avispas

Se determind el sexo de los individuos capturados previo a la identificacion
taxon6mica. Para el sexado se observdé bajo un estereoscopio el namero de
segmentos antenales los cuales, en el caso de los machos deben ser 13 segmentos,
y 12 para el caso de hembras. Asi mismo, hay diferencias en el nimero de segmentos

en el metasoma: siete segmentos para los machos y seis segmentos en las hembras
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(Figura 5) (Townes, 1957). Todo este procedimiento se realizé in vivo puesto que los
individuos se utilizarian en la extraccion de veneno. Para no provocar ningun dafio
durante este procedimiento, las avispas se colocaron a -20 °C durante
aproximadamente dos minutos, para reducir sus movimientos al minimo y poder
manipularlas y realizar el conteo de segmentos mencionados. Los individuos machos

se liberaron ya que estos no producen veneno.

La identificacion taxondémica se realizo0 con individuos hembras. La revision de
caracteristicas para la identificacion de la familia y subfamilia se realizé utilizando las
claves reportadas en Goulet y Huber, 1993 (Figura 6) (Anexo |). Para la determinacion
de la especie, se utilizaron las claves publicadas por Townes, 1957; Vardy, 2000;
Vardy, 2002; Wasbauer y Kimsey, 1985 y Evans, 1966 (Anexo ).
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Figura 5. Caracteristicas que permiten distinguir el sexo de las avispas de la familia
Pompilidae. (A) Conteo de los segmentos antenales, (B) nimero de segmentos en el
metasoma.
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Pepsinae Pompilinae

Figura 6. Caracteristicas determinantes para subfamilias de acuerdo a Goulet y Huber, 1993.
(A) Vena radial del ala, (B) espinas sobre tibias, (C) espinas al final de la tibia, (D) espinas
tarsales.
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4.4. Establecimiento de un método de extraccién de veneno

La literatura reporta la extraccion y procesamiento de las glandulas del veneno para la
obtencion de los componentes presentes en el mismo, con la desventaja de venir
acompafnadas de tejidos de la avispa y que posteriormente hay que diferenciar los
componentes de tejidos de los del fluido. De este modo, para la extraccion de veneno
se probaron tres métodos que nos permitieran obtener de manera eficiente y suficiente

el veneno de las avispas, sin necesidad de realizar diseccion de glandulas del veneno.

En un hecho fortuito, observamos que al ingresar a la avispa a -20°C para aletargarlas,
en algunos casos cuando la avispa “despertaba” del efecto de la refrigeracion, de
manera espontanea liberaba pequefia gota de veneno directo del aguijon. De este
modo, se realizaron pruebas cronometradas para determinar el tiempo en el que las
avispas tardaban en quedar completamente inmoviles a esta temperatura, y lograban
recuperarse sin dafio aparente; esto con el fin que la avispa estuviera inmdavil el tiempo

suficiente para poder manipularla con facilidad y seguridad, y recuperar el veneno.

Debido al dolor intenso reportado por la picadura de estas avispas, se tomaron
medidas extremas durante la extraccion de veneno tales como: mantener puertas y
ventanas cerradas para evitar un escape y evitar una picadura accidental a personas
fuera del laboratorio; durante la extraccion se mantuvo una red entomoldgica a la mano
para poder capturar a la avispa en caso de escape; se evitd que personas ajenas a la
investigacién se encontraran dentro del laboratorio en el momento de la manipulacion
de las avispas; la extraccion fue realizada por tres personas (una que sujetaba el
ejemplar y evitaba su escape, quién recuperaba el veneno una vez expulsado por la

avispa y un adicional a cargo de la red entomologica).

Para evitar que durante la manipulacion de la avispa se ocasionara una picadura
accidental, se realizé una modificacion a puntas de micropipeta de 1 mly de 5 ml para
utilizarlos como protesis para sostener el abdomen de las avispas y asi limitar sus

movimientos (Figuras 7 y 8): se corto la punta a una altura en la cual el diametro fuera
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suficiente para permitir que saliera solo una pequefia parte del abdomen de modo que

la avispa pudiera exponer su aguijon.

La avispa se sostuvo con pinzas finas curvas de acero con ambas puntas cubiertas
con Parafilm® para evitar dafio fisico excesivo a la avispa. Previo a que la avispa se
recuperard de la refrigeracion, el abdomen se limpié con papel himedo con agua
destilada para eliminar cualquier exceso de miel que pudiera tener (con el que se
alimentaba a la avispa dentro de su contenedor) y contaminar la muestra.

Para recuperar el veneno se evaluaron tres metodos:

1) Se recubrié con Parafilm®la parte superior de un tubo de 1.5 ml, y se intent6 que la
avispa lo atravesara y depositara el veneno dentro del tubo.

2) Se intentdé recuperar el veneno, absorbiendo con papel filtro previamente
esterilizado (0.5 mm x 0.8 mm) directamente del ovopositor de la avispa al momento

en el cual la gota de veneno salia (Figura 7).

y
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Figura 7. Sujecion y protesis utilizada para inmovilizar a la avispa para colectar el veneno con
seguridad. El veneno se colectd por absorcion utilizando papel filtro estéril (obsérvese como
el veneno es absorbido por el papel filtro).
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3) El tercer método consistié en recuperar la gota de veneno directamente del aguijon
utilizando una micropipeta de 10 ul (Figura 8). En este método las puntas utilizadas
para recuperar el veneno se almacenaron en el mismo tubo donde se colecto el veneno
para poder recuperar posteriormente cualquier traza de veneno que pudiera quedar

adherida a la punta.

4.5. Caracterizacion componentes presentes en el veneno.

Debido a que el nimero de avispas del género Pepsis con las que contdbamos era
limitado para todos los ensayos posteriores, durante las busquedas de individuos en
las diferentes zonas, se capturaron otras especies de avispas de la familia. Estas dos
especies se utilizaron para estandarizar el proceso de extraccion del veneno, y para
tener organismos identificados y ver la posibilidad de comparar los contenidos de los
venenos. De este modo, las tres especies: Pepsis mexicana, Pepsis terminata y
Anoplius nigritus, se utilizaron en algunas de las determinaciones para comparacion

de los resultados.
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Figura 8. Colecta del veneno succionando con una micropipeta. La gota de veneno sale del
aguijon cuando la avispa aln se encuentra dormida por el efecto de enfriamiento, sin embargo,
el uso de la prétesis en el abdomen es necesaria para dirigirlo y para limitar el movimiento si
la avispa reaccionara antes de terminar con la extraccion.

4.5.1. Obtencion de los perfiles proteicos presentes en el veneno de las avispas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)

La presencia de proteinas en el veneno de las avispas se determind mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en
condiciones desnaturalizantes y reductoras utilizando una camara de electroforesis
vertical de la marca Bio-Rad Mini Protean IlI, los geles se realizaron a una

concentracion de poliacrilamida de 12 y 16%.

Se cargaron 5 pl de marcador molecular y 10 pl de la muestra de veneno el cual fue
previamente resuspendida en 30 pl de agua destilada estéril (punta o papel filtro
lavado), y se dejé correr a 80 volts por aproximadamente tres horas. Se utilizd el
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marcador de peso molecular comercial Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards
(Bio-Rad).

Al término de la corrida, los geles se retiraron de la camara y se lavaron con agua
destilada estéril para eliminar restos de buffer de corrida. Los geles se tifieron con azul
de Comassie (0.1%) por 20 minutos. Al término del tiempo de tefiido, los geles se
lavaron nuevamente con agua destilada estéril para quitar el exceso de colorante y se
colocaron en una solucion destefidora por 30 minutos en agitacion constante, y un
lavado final con agua destilada estéril. Se registraron los resultados en un

fotodocumentador para la obtencion de la imagen digital.

4.5.1.1. Cuantificacién de proteinas totales contenidas en el veneno por el
meétodo de Bradford (1976)

Las concentraciones de proteinas totales presentes en las muestras de veneno, se
obtuvieron de acuerdo al método de Bradford y bajo el siguiente procedimiento. En
una placa de 96 pozos se realiz6 una curva de calibracion por triplicado utilizando
diluciones de BSA (albumina de suero bovino), a las concentraciones de 0.25, 0.5, 1.0
y 1.4 pg/ml. En diferentes pozos se agregé 10 pl de BSA en las diferentes
concentraciones, 200 ul de reactivo Bradford (SIGMA-ALDRICH) diluido cinco veces.
Se agregaron 10 ul del veneno de cada muestra recuperada de las avispas, mas 200
ul de solucion diluida de Bradford. La placa fue leida a 590 nm en un lector de placas
Victor X5 Multi Label Plate Reader, ® Perkin Elmer.

4.5.2. Fraccionamiento del veneno por cromatografia liquida de alta resolucién
en fase reversa (RP-HPLC)

Este proceso fue llevado a cabo en las instalaciones del Instituto de Biotecnologia (IBT)

de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), en el laboratorio nimero

siete a cargo del Dr. Lourival Domingos Posanni Postay.

30



Las muestras procesadas en el mes de enero del 2018 se extrajeron de P. mexicana,
P. terminata y A. nigritus. Las puntas de micropipeta utilizadas en una misma avispa
se lavaron tres veces con 30 pl de agua tretradestilada estéril y se recolecté en un
nuevo tubo de 1.5 ml, el cual fue centrifugado por 10 minutos a 12, 000 rpm a 4°C para
que cualquier particula externa al veneno se fuera al fondo. Después el veneno fue
colocado con ayuda de una micropipeta en un tubo de 1.5 ml limpio, dejando asi los

residuos que pudieran interferir con el analisis.

El veneno se purificd por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) usando un
equipo Waters® 600 controller con un detector Waters® 2487 dual A absorbance
detector, con una columna C18 analitica fase reversa (Vydac®). Las condiciones de
corrida fueron: flujo de 0.8 ml/min, con un gradiente de 10 a 60 % de buffer B, ACN
(acetonitrilo) + 0.1% de TFA (acido trifluroacético) contra el buffer A, agua en 0.12%
de TFA durante 75 minutos. Se cargaron 217 pg de P. mexicana, 416 ug de P.
terminata y 221 pg de A. nigritus.

Las proteinas se detectaron a una longitud de onda de 230 nm vy las fracciones
correspondientes a los picos se colectaron manualmente en tubos de 1.5 ml, los cuales

se rotularon con su respectivo tiempo de retencién.

Las muestras procesadas en el mes de junio del 2018 se extrajeron de cuatro avispas
P. mexicana de las cuales se obtuvieron 39 muestras. Las 39 puntas de micropipeta
se lavaron con 50 ul de agua destilada estéril cada una y el volumen obtenido de la
unién de todas las muestras fue de 1950 pl, el cual fue filtrado con una Unidad de
filtracion Millex-GP; 0.22 um, poliétersulfona, 33 mm, esterilizada por radiacion, Merk
Millipore para asegurarnos de eliminar cualquier microorganismo que pudiera estar
contaminando. La muestra se almaceno en dos tubos de 2 ml. Este procedimiento fue
llevado a cabo en el laboratorio de Control Microbiano de Plagas (CMP) del Colegio
de Postgraduados (ColPos) campus Campeche y la muestra fue liofilizada para poder

ser trasportada al laboratorio nimero siete en el IBT de la UNAM.
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Ambos tubos de la muestra liofilizada se rehidrataron realizando dos lavado de 100 pl
y un lavado de 50 pl en cada tubo, obteniendo un volumen final de 500 pl de muestra.
La cuantificacion se llevé a cabo con el kit 2D Quant-Kit GE Healtcare 80-6483-56. Se
cargaron 400 ug de la muestra en el HPLC utilizando los mismos parametros que en

las muestra analizadas en el mes de enero.

4.5.3. Analisis molecular por espectrometria de masas

Para la determinacién de las masas moleculares se tomaron las fracciones de los picos
de interés los cuales correspondian a los picos mas altos en el cromatograma, sin
embargo, los espectros mostraron mas de un componente por lo que al no encontrarse
puras las fracciones del veneno, se opto por elegir los picos en el rango de los tiempos
de retencion 14 a 45 minutos aproximadamente. Los picos se reconstituyeron a una
concentracion final de 500 pmol / 5 ul de acetonitrilo al 50% con 1% de acido acético
y se aplicaron directamente en un espectrometro de masas Thermo Scientific LCQ
Fleet con trampa de iones (San Jose, CA), utilizando un sistema de suministro de
bomba de jeringa Surveyor MS. El eluato a 10 pl / min se dividio para permitir que solo

el 5% de la muestra ingrese a la nanoespray (0.5 pL/min).

4.5.4. Preparacion de muestras para secuenciacion de aminoacidos por el

método de degradacién de Edman.

4.5.4.1. Electroforesis.

Se preparé un gel de poliacrilamida al 12%. EI marcador de peso molecular Page Ruler
Prestained Protein Ladder ® Thermo Scientific, la muestra de veneno de Pepsis

mexicana y un control positivo el cual fue el veneno de la serpiente Bothrops asper se

cargaron por duplicado como se ilustra en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Orden en el cual se cargaron las muestras en el gel de poliacrilamida para su
posterior transferencia a una membrana de PVDF mediante una camara semi-seca. Los
nameros del 1 al 10 representan los pozos de gel, el 1, 5, 9y 10 (-) quedaron vacios.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MW 40 ug 8.7 ug - MW 40 ug 8.7 ug - -
5ul muestra  Bothrops 5 ul muestra  Bothrops

asper asper

El gel se corrié a 50 volts hasta que las muestras llegaron a la regién separadora del
gel y a partir de ahi se corrié a 80 volts por aproximadamente tres horas.

4.5.4.2. Transferencia electroforética semi-seca de las proteinas del gel a la

membrana

Mientras el gel estaba en la camara de electroforesis, se cortaron ocho pedazos de
papel filtro y uno de PVDF (Fluoruro de Polivinilideno) de 7 X 3.1 cm. El papel filtro se
colocé en una caja de Petri con buffer de transferencia (Tris base 48 mM, Glicina 39
mM, SDS 0.037%, Metanol 20%, dH20) para humedecerlo y la membrana de PVDF
se activd en metanol por 2 minutos y posteriormente se colocé en agua tetradestilada
estéril. El gel se saco de la camara de electroforesis y se lavo con agua tetradestilada
y se recortaron ambas partes del gel con las mismas medidas del papel filtro y la
membrana PVDF (7 x 3.1 cm). Una de las mitades del gel fue tefiido con azul de
Commasie y el otro se dej6é en agua tetradestilada para posteriormente ser transferido

a una membrana de PVDF.

Las placas de la cAmara de transferencia debieron estar muy limpias para que no tener
alguna interferencia. Los pedazos de papel se emplearon para formar un sandwich,
primero se colocaron 4, seguidos por la membrana de PVDF, el gel y por ultimo los
cuatro pedazos restantes de papel filtro. Se verific6 que no quedaran burbujas
utilizando un tubo de vidrio como rodillo para eliminarlas y el exceso de buffer de

transferencia fue retirado con papel absorbente.

El tiempo de transferencia fue de una hora y 15 minutos con una corriente de 0.8
mA/cm?, por lo que se corrié a 18 mA en una cdmara SEMI-DRY BLOTTER EBU-4000
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C. B. S. SCIENTIFIC CO. La transferencia de proteinas de la membrana se verifico
usando la tincién con Rojo de Ponceau S, las bandas visualizadas se cortaron usando
como referencia la otra mitad del gel la cual fue tefiida con azul de Comassie. Cada
banda cortada se rotulo de acuerdo con su peso molecular y se us6 para determinar

su secuencia de amino&cidos (N-terminal) por degradacion de Edman.

4.5.6. Ensayos de actividades enzimaticas y antimicrobianas

Enzimas como las fosfolipasas A2 (rompe las membranas celulares y destruye las
células), hialuronidasas (corta los carbohidratos unidos a proteinas y permite la
penetracion del veneno hacia los tejidos), metaloproteinasas (interviene en la
degradacion de componentes de la matriz extracelular) y péptidos antimicrobianos,
han sido reportados con anterioridad en veneno de avispas (Baek et al., 2016; Justo
Jacomini et al., 2013; Konno et al., 2001b; Price et al., 2009) por lo que se decidio

medir la actividad de estas enzimas y péptido en el veneno de las avispas Pompilidae.

4.5.6.1. Zimograma en gelatina para la deteccion de metaloproteinasas

Se preparé un gel SDS-PAGE al 12% con 0.1% de gelatina. La gelatina fue
previamente disuelta en agua. Durante la preparacion de las soluciones para el gel, la
gelatina se incub6 a 37°C para una mejor disolucion. Se cargaron 5 pul de marcador de
peso molecular, 40 ug de la muestra de veneno de P. mexicana y 3 ul de veneno de
B. asper como control positivo. El gel se corrié a 50 volts hasta llegar al gel separador

y después se dej6 a 80 volts hasta su finalizacion.

Al término de la electroforesis, el gel se lavé con buffer de renaturalizacion (50mM Tris-
HCI pH 8.0, 2.5% Triton X-100) tres veces por 15 minutos en agitacion por cada lavado
para remover el SDS presente. Después se realizaron tres lavados por 15 minutos de
igual manera en agitacion, con el buffer de lavado (50 Mm Tris HCI pH 8.0) para
remover el Triton presente en buffer de renaturalizacion. El gel se incubo en buffer de
activacion (50 mM Tris HCI pH 8.0, 5 mM CaClz, 1 uM ZnClz2) durante 20 horas a 37°C

34



y al cabo de este tiempo el gel fue teflido con azul de Comassie y posteriormente
destefiido con la solucion 40% Metanol, 10% Acido acético por 30 minutos.

4.5.6.2. Deteccidn de actividad fosfolipasa A2

El ensayo de actividad fosfolipasa se realiz6 en base al aclarado de una suspension
de yema de huevo por hidrolisis de fosfolipidos, lo cual deja ver halos claros alrededor

del pozo en el cual se pone la enzima (Habermann y Hardt, 1972).

La solucion A fue preparada mezclando 12 ml de yema de huevo con 36 ml de una
solucion 0.86% de NaCl, para la solucion B, se disolvio 0.3 g de agarosa en 50 ml de
tris 50mM con un pH de 7.8 poniéndolo a bafio Maria para que la agarosa se disolviera
bien y la solucién C const6 de una solucién 10mM de CaClz. Finalmente, se mezclaron
0.5 ml de la solucién A, 50 ml de la solucion B y 0.5ml de la solucién C, a lo que también
se le agregé 0.080 ml de Rodamina G. Para la realizacion de esta mezcla de
soluciones, se tuvo que procurar que la solucion B no estuviera a mas de 40°C para
gue la yema de huevo no se precipitara, pero que estuviera lo suficientemente caliente
para estar en estado liquido. La mezcla fue vertida en cajas de Petri procurando que
el gel a obtener tuviera aproximadamente 2 mm de espesor y una vez que el agar
estuvo sélido, se le hicieron cuatro pozos con aproximadamente 2 mm de diametro

cada uno.

En el primer gel se probaron concentraciones de 5 pug y 10 ug y el en segundo las
concentraciones de 20 pg y 40 pg, ambas cajas de Petri con un control negativo con
10 pl de dH20 y un control positivo con 6.9 ug de veneno de B. asper. Las cajas de

Petri fueron selladas con parafilm y fueron puestas en el horno a 37°C.
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4.5.6.3. Deteccion de actividad hialuronidasa con el método turbidimetrico
(Wortington. 1993)

Para este ensayo se realizo una curva de calibracion de acido hialurénico por triplicado
(Cuadro 3). Los tubos de la curva fueron incubados por 20 minutos a temperatura
ambiente y se le afiadié 250 pl de cetilpiridinio al 10 % y fueron incubados por 10
minutos mas para después leer la absorbancia a 595 nm.

Cuadro 2. Preparacién de curva de calibracién de acido hialurénico. Se realiz6 por triplicado

Tubo Solucion de Ha (ul) Buffer pH 5.8 Concentracién de Ha
A 50 ul 50 0.2 mg/ml
B 40 ul 60 ul 0.16 mg/ml
C 30 ul 70 ul 0.12 mg/ml
D 20 ul 80 ul 0.08 mg/ml
E 10 pl 90 pl 0.04 mg/ml
F Oul 100 pl 0.0 mg/ml

Se prepararon dos tubos con 19 ul la muestra de veneno (40 ug) para el ensayo
enzimatico, colocando 31 pul de buffer de fosfato de sodio a pH 5.8 y se les agregd 50
ul de solucién de acido hialurénico, se dejaron incubar por 20 minutos a temperatura
ambiente. Después del tiempo trascurrido, la actividad hialuronidasa fue detenida
hirviendo los tubos por 5 minutos, los tubos se dejaron enfriar y se les agreg6 250 ul
de cetilpiridinio al 10 %, se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente para leer
absorbancia a 595 nm para poder determinar cudl es la cantidad de acido hialurénico

gue quedo sin hidrolizar en las muestras.

4.5.6.4. Actividad antimicrobiana

Se utiliz6 la sepa ATCC-2932 de Staphylococcus aureus como bacteria Gram positiva
a la cual se le induciria la inhibicion. Después de haber crecido la bacteria en medio
liquido MH (Mueller Hinton), se cuantific6 dando como resultado una concentracion de
0.465 pg/ml, a esto se le realizé una dilucion para tener un stock a 1 pg/mly de esa
concentracion, se realizaron diluciones seriadas de 1/10, 1/100 y 1/1000 y de la ultima
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dilucién se tomo una alicuota de 100 pl con 50 pl de medio liquido MH para usar en el

ensayo.

En una placa de 96 pozos se colocé por duplicado la muestra de veneno (M), el control

positivo (C +), el control negativo (C —) y el blanco (B) de la siguiente manera:

» M : 50 ul suspension de S. aureus + 31 ul medio MH con 19 pl (40 ug) de
veneno

» C +:50 ul suspension S. aureus + 50 pl de ampicilina (25 pl/ml)

» C— :50 yl suspension S. aureus + 50 pl medio MH

» B :100 pl medio MH

La placa se leyo a 605 nm en el tiempo 0, después de 4 horas y después de 19 horas.
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5. RESULTADOS

5.1. Captura de ejemplares de la familia Pompilidae

Se colectaron un total de 69 avispas, 34 pertenecientes al género Pepsis, siendo 17
de ellas hembras. En el Cuadro 4 se reporta los sitios donde se colectaron los

especimenes que se utilizaron durante el desarrollo experimental.

Cuadro 4. Ejemplares colectados de la familia Pompilidae

Sitio de colecta Pepsinae Pompilinae
3 ? 3 ?
Balanku - 3 22 10
Calakmul 2 6 - -
Campeche - 2 - 1
Sihochac 6 13 4 -

Figura 9. (A) Arbol de caoba en el que se refugiaban los machos de Pepsis. (B) Flores de
marafion y (C), huaxin de las que libaban las avispas de la familia Pompilidae.

Las avispas del género Pepsis, se capturaron en Sihochac (Municipio de Champoton),
en el campo experimental de frutales del ColPos, libando en flores de marafién

(Aanacardium occidentale) y en la ciudad de Campeche, en flores de Walteria indica,
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mientras que en arboles de caoba (Swietenia macrophylla) (Figura 9) se capturaron

exclusivamente machos.

5.2. Mantenimiento de avispas en cautiverio

Durante las actividades de captura de ejemplares, se observo que las avispas del
género Pepsis, no obstante, su gran tamafio y su picadura como defensa, no
presentaron un comportamiento agresivo, aun cuando se les persigue, su reaccion es
huir y no atacar. De cualquier modo, los individuos capturados se colocaron en
recipientes individuales para evitar que se lastimaran entre ellos, principalmente por
su tamafio (Figura 4 y 10). El tiempo de vida fue variado en cada ejemplar ya que la
edad fue desconocida al momento de la captura, algunos de los ejemplares
permanecieron vivos solo unos dias, y otros se lograron mantener hasta tres meses.
Hay que subrayar que aparentemente no se provocO demasiado estrés sobre el
comportamiento de las avispas dentro de las botellas, ya que no se presentd
automaltrato por un esfuerzo excesivo de salir de los contenedores. Las avispas

aceptaron sin rechazo la dieta de miel que se les proporciond.
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Figura 10. Separacion individual de avispas de la familia Pompilidae después del sexado. Solo
las hembras se utilizaron y los machos se liberaron.
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5.3. Identificacién taxondmica

Las claves utilizadas para la identificacion de familia, subfamilia y especie, consideran
las caracteristicas taxonomicas mostradas en la Figura 6. Se identificaron tres
especies de avispas de la familia Pompilidae correspondientes a las subfamilias
Pepsinae y Pompilinae: (Figura 11).

Phylum Arthropoda)
Subphylum Hexapoda
Clase Insecta
Orden Hymenoptera
Superfamilia Pompiloidea
Familia Pompilidae
Subfamilia Pompilinae
Tribu Pompilini
Genero Anoplius
Subgenero Arachnoprocnotus
Especie Anoplius nigritus, Dahlbom 1843
Subfamilia Pepsinae
Tribu Pepsini
Genero Pepsis
Especie Pepsis mexicana, Lucas 1895
Pepsis terminata, Dahlbom 1843
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P. mexicana

Figura 11. Especies de avispas parasitoides de arafias identificas en este trabajo. El tamafio
promedio de P. mexicana fue de 4.6 cm (largo del cuerpo).
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5.4. Extraccion y recuperacion del veneno

5.4.1. Inmovilizacion de avispas para la obtencién de veneno

Consideramos que el método utilizado de adormecimiento por enfriamiento a -20°C,
es un procedimiento adecuado para este tipo de organismos porque no registramos
ningun dafo (muerte de los organismos) posterior al tratamiento usado en las avispas.
Los siguientes tiempos se evaluaron sin observar dafio en la recuperacion y
manipulacion (recomendamos el tiempo minimo y usar el maximo en caso de

recuperacion demasiado rapida):

- Al nigritus, 1 - 1:30 minutos
- P. terminata, 2 - 3 minutos

- P. mexicana, 5 - 5:30 minutos

Todas las avispas mostraron resistencia al frio a partir de la segunda vez que fueron
introducidas a -20°C, aumentando hasta dos minutos el tiempo en el que quedaban

inmoviles.

Debido a su tamafio, P. mexicana llego a requerir hasta 4 minutos mas posterior a la

primera exposicion al frio.

5.4.2. Métodos de extraccion de veneno

El método de recuperaciéon del veneno mediante una micropipeta fue el mas eficiente,
ya que, la gota de veneno expulsada por el aguijon era aspirada y quedaba depositada
dentro de la punta. Debido a que parte del veneno no se expulsaba de la punta por ser
una cantidad pequefa, las puntas eran también guardadas en el mismo tubo para
recuperar la mayor cantidad de veneno posible. Todas las muestras se almacenaron
a -20°C.
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Es de comentar que el método de recuperar el veneno con papel filtro, aunque efectivo,
fue descartado debido a que los componentes hidrofobicos del veneno podian quedar
atrapados entre las fibras del papel al momento de los lavados para recuperar el
veneno. En algunas ocasiones, la avispa despertaba antes de poder colectar el
veneno, pero gracias a la protesis puesta en el abdomen, el movimiento era limitado y

el veneno era facilmente colectado con la micropipeta.

5.5. Caracterizacion del veneno

5.5.1. SDS-PAGE del veneno de las avispas de la familia Pompilidae en las

pruebas de extraccion de veneno

El primer gel se realizé con el veneno de seis avispas de la tribu Pompilini y una avispa
del género Pepsis. El veneno se extrajo probando el segundo método de extraccion
utilizando papel filtro para su recuperacion, podemos observar que la dificultad que se
presentd al realizar los lavados de los pedazos de papel filtro, resulto en una baja

concentracion de veneno (Figura 12).

MM 1 2 3 4 5 6 7

75_‘!*" - -_:.
%
50— -
37—
-
- .
25— -—
u "

Figura 12. Separacion electroforética de los venenos de la familia Pompilidae por SDS PAGE
al 12 %. Los carriles 1 al 6, ejemplares de la tribu Pompilini, carril 7 ejemplar del género Pepsis.

El segundo gel se tratd6 de la extraccion de veneno de tres avispas en dos dias

diferentes dejando pasar 5 dias entre la primera y la segunda extraccion, utilizando
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ambos métodos de extraccion (papel filtro y micropipeta). Los patrones de las bandas
en el gel no cambiaron en las muestras después de los 5 dias transcurridos (Figura
13), sin embargo, seguimos observando la deficiencia del método 2 al momento de los

lavados del papel filtro.

Figura 13. Separacion electroforética de los venenos de la familia Pompilidae por SDS PAGE
al 12 %. Los carriles 1, 2, 3, 6 y 7 contienen; el veneno de dos avispas de la tribu Pompilini
utilizando el método de extraccion con micropipeta. Los carriles 4 y 5, veneno de ejemplar del
género Pepsis (Pepsinae) utilizando el método de recoleccion con papel filtro.

Una vez evaluada la eficiencia de ambos métodos, se decidié continuar con la técnica
por micropipeta. Se procedid a realizar una evaluacion de tiempo de espera para las
extracciones para saber cuanto tiempo es necesario dejar pasar entre cada extraccion
en el mismo ejemplar para que la glandula de veneno produzca todos los
componentes. Se utilizé un ejemplar de la tribu Pompilini para extraer veneno el mismo
dia en tres horas diferentes y después de tres dias de descanso, de nuevo se extrajo
veneno en dos dias seguidos (Figura 14). Podemos observar que es necesario que las
avispas se recuperen de las extracciones al menos un dia para realizar una nueva

extraccion.
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Figura 14. Separacion electroforética de un veneno de un ejemplar de la tribu Pompilinae por
SDS PAGE al 12 %. Los carriles 1-4 son extracciones el mismo dia a diferentes horas, solo en
el carril 2 se puede ver presencia de bandas de proteinas. En los carriles 5y 6 se observa el
mismo patrén de bandas.

Se realiz6 un gel con muestras de veneno elegidas para los andlisis cromatograficos

y los ensayos de las diferentes actividades enzimaticas y antimicrobiana (Figura 15).

Figura 15. Separacion electroforética de los venenos de la familia Pompilidae por SDS PAGE
al 12 %. Los carrilesl 1y 2, P. mexicana; 3, 4y 5, P. terminata; 6, A. nigritus.

El gel al 16% mostré6 cambio en el nUmero de bandas presentes en el veneno de P.

mexicana y P. terminata ya que se observa una banda sobre los 250 KDa que no se
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habia presentado en ninguno de los geles al 12% mostrados anteriormente (Figura
16).
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Figura 16. Separacion electroforética de los venenos de la familia Pompilidae por SDS PAGE
al 16%. Presencia de nuevas bandas en las muestras de veneno de P. mexicana (carril 2) y
P. terminata (carril 1) con peso molecular de aproximadamente 250 KDa. Carriles 3 y 4
ejemplares de la tribu Pepsini.

5.5.2. Perfiles cromatograficos

De la purificacion realizada por HPLC del veneno de A. nigritus se obtuvieron un total
de 21 fracciones (Figura 17) de las cuales se eligieron los 11 picos intermedios del
cromatograma, con tiempos de retencion entre 14 a 40 minutos aproximadamente para
analizar sus masas. El pico marcado con el tiempo de retencion 29.36 sefialado con

un asterisco en la Figura 17 mostré una masa relacionada con Bradiquinina G1.

De la purificaciéon por HPLC del veneno de P. terminata se obtuvieron cerca de 40
fracciones, pero solo las eluidas entre los tiempos de retencion entre 14 y 44 minutos
se usaron para determinar sus masas (20 picos; ver Figura 18). La fraccion eluida en
el tiempo de retencidén 31.10 se uso para determinar su secuencia de aminoacidos por

degradacion de Edman.

La purificacion por HPLC del veneno de P. mexicana mostro cerca de 30 fracciones
pero solo 16 se usaron para determinar su masa molecular (Figura 19). De las cuales
la fraccion eluida en el tiempo de retencidon 28.19 se uso para determinar su secuencia

de aminoacidos por degradaciéon de Edman. El veneno de P. mexicana analizado en
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el mes de junio mostr6 cambios en el cromatograma debido a que la muestra fue
filtrada (Figura 20) y probablemente varios de los componentes se quedaron pegados

en el filtro.

A 230 nm o
]
O—
T
_|_.
(o]
;UC
O =
Qo
=
2=
20
g_o
3 3
S 2
®Q
Lo
o 3
32 %
) %
QD —
. N
ol 0
W N
83 o 8 '
Oa'm \
-]
28 3 \
Q.a N\
m3‘8 N,
(@] w
o 0 hY
Sao o % \
o< 3 \
= D 5' N\
2g 2 \
20
'g_o AN
S 2 \
5 o \
QD
O o \
P <. \
7 \
S \
o \
AN
> \
> AN
Q N\
= \\
7 N
©
N
S N
T
T N
— \
O - AN
N
T o
o 9% o)

47



0.5+

A 230 nm

8%

—10

Tiempo (min)

75

Figura 18. Cromatograma de la purificacion del veneno de P. terminata por HPLC. *TR

secuenciada por degradacion de Edman
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Figura 19. Cromatograma de la primera purificacion del veneno de P. mexicana por HPLC.

*TR de fraccidén secuenciada con método de degradacion de Edman
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Figura 20. Cromatograma de la purificacion del veneno de P. mexicana por HPLC
previamente filtrado, muestra pérdida de fracciones y disminucién de concentracion de

picos que se conservaron en comparacion con la Figura 19.



5.5.3. Masas obtenidas

Se obtuvieron un total de 47 datos de masas de los cuales 11 pertenecen al veneno
de A. nigritus, 20 a P. terminata y 16 a P. mexicana (Cuadro 5). Como se puede
observar en dicha tabla, existen algunas fracciones obtenidas por HPLC que presentan
mas de un resultado de masa, esto se puede deber a que el pico colectado no esta
puro y presenta mas de un componente. Para lograr una mejor resolucién de algunas
de estas fracciones es necesario probar otras condiciones de separacion o repurificar

cada una de las fracciones que no estan puras.

La comparacién entre las masas reportadas en la literatura con las masas obtenidas
no mostré similitudes con excepcion de la fraccion colectada en el TR 29.36 del veneno
de la avispa A. nigritus con un valor de masa de 1116.86, que fue comparada con la

masa reportada para Bradiquinina G1 la cual es de 1117.2 (Prado et al., 1966).

5.5.4. Secuenciacion por degradacion de Edman

Se obtuvieron cuatro secuencias del veneno de P. mexicana y una secuencia del
veneno de P. terminata, resultado de las bandas transferidas a membrana de PVDF y
de las purificaciones por HPLC (Cuadro 6). Las secuencias obtenidas de las bandas
de la membrana de PVDF, no pudieron ser comparadas con las bases de datos por
ser muy cortas. La fraccion del TR. 31. 10 de P. mexicana resulté en una secuencia
de 35 aa la cual fue comparada con las bases de datos UniProt y NCBI, al igual que la

secuencia de la fracciéon del TR. 28.19 de P. terminata con 36 aa.

51



Cuadro 5. Masas obtenidas de los venenos de A. nigritus, P. terminata y P. mexicana.

Especie TR. (min) masa

A. nigritus 14.46 1042.25
14.89 557,521, 477
16.28 1051.7
17.38 1054.6
20.77 899.64, 541.3
25.37 1132.3
29.36 *1116.86
39.9 1234

P. terminata 14.69 1023.5
15.8 648, 1023.5
17.92 1023.5, 648
21.28 1400
27.5 4593.69
30.14 4099.13, 4261.12
311 4940.53
33.58 3926.56, 4088.73
39.86 4481.1, 4319.01
41.28 9403.54, 9593.67

42.99, 43.31 6704.53, 9521.09

44.06 6705.54
49.42 14000~

P. mexicana 15.86 648.4, 939.5
16.28 648.3, 939.1
18.01 537.25
21.28 648.3, 939.5
26.56 4386.6, 4548.5
28.19 5041.05
29.22 4019.63, 5040.92

42.70, 42.91 4092.6, 4254.6, 4286.4, 4446.9

* masa que coincide con Bradiquinina G1
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Cuadro 6. Secuencias obtenidas por medio de la técnica de degradacién de Edman de las
tres especies de avispas

Especie Muestra analizada Secuencia de aa.
P. mexicana Banda 70 Kda VNEIF
Banda 55 Kda SANALVTFXVGMA
Banda 25 Kda VANAVGAFCVM
T.R. 31.10 KDEEYIHLPGKTCEDAPPCPNGR

PCVMAAARCNIQ

P. terminata T.R. 28.19 VEEYIHLPGKSCEEAPPCPDNRPC
VMACARCNLQ

Se realizé una busqueda con el programa BlastP en la base de datos de proteinas no
redundantes para determinar si la secuencia del TR 31.10 de P. mexicana presentaba
una identidad con alguna secuencia reportada, esta busqueda mostré que presenta
una identidad del 82 %, 94% de cobertura y un e-valor 2e-' con la proteina
LOC112464087 (numero de acceso ID XP_024886650) de la hormiga Termnothorax
curvispinosus. El péptido de la avispa P. terminata obtenido de la fraccion con TR
28.19, mostré una identidad de 81%, 94% de cobertura y un e-valor 2e-1° con la
proteina hipotética WN55_ 04000 (numero de acceso ID KZC12462) de la abeja

solitaria Duforea novaeangliae.

5.5.5. Ensayos de actividades enzimaticas

5.5.5.1. Actividad Proteolitica

El zimograma del veneno de P. mexicana presento actividad proteolitica del sustrato
de gelatina, mostrando un barrido de actividad desde la banda de aproximadamente
250 KDa hasta la banda de aproximadamente 23 KDa con mayor intensidad en las

bandas de 55, 31 y 23. El control positivo (veneno de B. asper), mostré actividad
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proteolitica alrededor de las bandas de, 25 y 55 KDa (Figura 21). El veneno de P.
mexicana aparentemente contiene mas compuestos encargados de realizar esta

actividad que el veneno de nuestro control positivo.

MWM

Figura 21. Zimograma de gelatina en gel al 12%. Carril 1: veneno de P. mexicana; carril 2:
veneno de B. asper

5.5.5.2. Actividad Fosfolipasa A2

El veneno de P. mexicana no mostré tener actividad de fosfolipasas A2 como se ha
reportado en otras especies de himendpteros parasitoides en ninguna de las
concentraciones probadas en este ensayo (Figura 22). El control positivo muestras un
halo en el que claramente se observa la hidrolisis del sustrato a base de yema de

huevo (rico en fosfolipidos).
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Figura 22. Ensayo para la deteccion de actividad de fosfolipasa en veneno de P. mexicana
utilizando cuanto diferentes cantidades de veneno expresadas en g de proteina (5, 10, 20y
40). No se muestra actividad de fosfolipasas A2 en pozos con veneno de P. mexicana en
ninguna de las concentraciones probadas, mientras que el control positivo si muestra actividad
(veneno de B. asper).

5.5.5.3. Hidrolisis de acido hialurénico

Para determinar la actividad hialuronidasa en la muestra de veneno de P. mexicana
fue necesario realizar una curva de calibracién con diferentes concentraciones de
acido hialurénico y se ley6 su absorbancia a 595nm (Cuadro 7). Tanto la concentracion
como el promedio de las absorbancias se graficaron para obtener la ecuacion de la
recta (Figura 23) y asi determinar el porcentaje de acido hialurénico que es capaz de
hidrolizar los 40 pug de veneno de P. mexicana utilizando el ensayo, el cual logro

hidrolizar el 90.85 % de acido hialurénico.

55



Cuadro 7. Absorbancias registradas (por triplicado) en la curva de acido hialurénico para
medicion de actividad

Concentracién
mg/ml Abs. 595 nm

0 0.048 0.045 0.046
0.04 0.071 0.068 0.074
0.08 0.097 0.093 0.097
0.12 0.123 0.125 0.122
0.16 0.137 0.133 0.144
*0.2 0.156 0.169 0.159

* Cantidad de &cido hialurénico considerado como 100 % a hidrolizar.

Curva de acido hialurdnico
0.18

0.16

0.14

0.12

0.1

0.08

Ab. 595 nm

0.06 y = 0.574x + 0.0485

R?=0.9945
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Concentracion de acido hialurénico (mg/ml)

Figura 23. Grafica de la curva de calibracion de acido hialurénico. Se muestra la ecuacion de
la recta usada para calcular el porcentaje de acido hialurénico hidrolizado por el veneno de P.
mexicana.

5.5.5.4. Actividad antimicrobiana
El veneno de P. mexicana no mostrd tener actividad antimicrobiana con una cantidad

de 40 pg de acuerdo a las absorbancias registradas en el ensayo (Cuadro 8), en la

cual podemos observar que el blanco y el control positivo se mantienen con la misma
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absorbancia en las tres lecturas, mientas que el control negativo y el veneno de P.

mexicana muestran proliferacion de células bacterianas elevadas a cada lectura.

Cuadro 8. Registro de lecturas a 605 nm de las muestra de veneno de P. mexicana puesta a
prueba contra la cepa ATCC-2932 de S. aureus.

0 horas 4 horas 19 horas
Muestra x1 X2 x1 X2 x1 X2
P. mexicana 0.085 0.083 0.167 0.168 0.437 0.438
Control (+) 0.099 0.085 0.099 0.085 0.099 0.085
Control (-) 0.084 0.085 0.166 0.168 0.446 0.448
Blanco 0.081 0.079 0.081 0.079 0.081 0.079
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6. DISCUSION.

6.1. Pepsis mexicana en el Sureste mexicano.

No solo en la regién sureste hay una escases de informacién referente a la presencia
del género Pepsis (especie central de este trabajo), sino en todo el pais. Aunque desde
1952 se menciona eventos de avistamiento o captura de ejemplares de Pepsis
mexicana en Chihuahua y Morelos (Hurd Jr., 1952), no existe literatura especifica
dedicada a la presencia y distribucion de la especie en el pais. Aun cuando (Vardy,
2000) reporta un mapa con una amplia distribucion de P. mexicana para México, no se
ha reportado la presencia de esta especie en estudios faunisticos realizados sobre la
familia Pompilidae ni el género Pepsis. Vanoye-Eligio, Meléndez-Ramirez, Ayala,
Navarro, y Delfin-Gonzéalez, 2014 reportan la presencia de sélo una especie del género
Pepsis en la Peninsula de Yucatan: P. thisbe, misma especie que reportan un afo
después (Vanoye-Eligio et al., 2015) para el estado de Yucatdn. No existen mas
trabajos para la Peninsula y ninguno para el estado de Campeche. De este modo la
captura de especimenes de Pepsis mexicana y las georeferencias se convierten en
datos importantes de presencia y distribucidn de la especie en el pais. En este trabajo
reportamos la incidencia de P. mexicana en flores de marafién (Aanacardium
occidentale), Waltheria indica, huaxin (Leucaena leucocephala), y arboles de caoba
(Swietenia macrophylla), ésta udltima preferida exclusivamente por machos de P.
mexicana. Vardy, (2000) menciona que las avispas del género Pepsis se sienten
especialmente atraidas por flores de especies de Asclepias, sin embargo ningun
ejemplar fue visto cerca de estas flores a pesar de su abundante presencia en las
zonas de colecta, por lo que podemos decir que tuvieron preferencia a las plantas

mencionadas con anterioridad.
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6.2. Captura de avispas

El avistamiento de individuos en los sitios visitados fue muy diverso. Pudimos notar
gue el comportamiento de las avispas de la familia Pompilidae varia entre las especies

aunqgue tengan el mismo estilo de vida.

Teniendo en cuenta que no se cuenta con informacion especifica para cada especie
de avispa, se consult6 la bibliografia de especies de la familia y del género para tomar
de referencia los habitos y horarios, lo cual nos indic6 que estas avispas tienen habitos
crepusculares y nocturnos (De la Fuente, 2000). En el sitio de colecta en la reserva
estatal de Balamkul, encontramos una gran cantidad de ejemplares en un horario
aproximado de 12:00 a 14:00 horas, grupo en el cual se encontraban ejemplares de
ambas subfamilias, sin embargo, de las 35 avispas atrapadas en ese sitio, solo tres
fueron de la subfamilia Pepsinae. En cuanto al comportamiento, los ejemplares de la
familia Pompilinae caminaban por el suelo y volaban cerca de él, mientras que los
ejemplares de la familia Pepsinae parecian detenerse solo a descansar de su vuelo en

las ramas de arboles.

En el sitio de colecta ubicado en los senderos de frutales de ColPos en el poblado de
Sihochac, se observaron ejemplares de ambas familias caminando en la tierra, libando
y en pleno vuelo. La mayoria de los ejemplares vistos fueron machos de la subfamilia
Pepsinae, los cuales se encontraron ocultandose del sol de mediodia entre las ramas
de arboles de caoba (Swietenia macrophylla). En las zonas de siembra y éarea
mecanizada, destaco la presencia de avispas en los surcos de marafion, por lo que las
colectas se centraron en esa area. Ambas subfamilias dieron a notar su gusto por el
néctar de las flores de esta especie y el avistamiento fue mayor en un horario de las
18:00 a las 20:00 horas.

En el sitio de colecta ubicado en la ciudad de Campeche, se observaron ejemplares
de ambas subfamilias predominando los ejemplares de la subfamilia Pepsinae libando

en flores de Waltheria indica alrededor de las 12:00 horas. En el sitio de Calakmul, se
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capturaron ejemplares de la familia Pepsinae en caminos y en la carretera que lleva a

la zona arqueoldgica entre las 8:00 y 10:00 horas.

Con esta informacion podemos darnos cuenta de lo variado que son los habitos y
comportamientos de los miembros de la familia Pompilidae, por lo que no basta solo
basarnos en lo que encontramos en la literatura, ya que aun existen muchos espacios
por llenar en el vacio de informacion acerca de estas avispas. Sin embargo, estos

datos son una aportacion al conocimiento sobre estos individuos.

6.3. Identificacion de avispas

La familia Pompilidae es un grupo complicado de estudiar morfolégicamente. Existen
diversas publicaciones sobre taxonomia, sin embargo de las mas de 500 especies de
Pepsis descritas, la mayoria resultaron ser sinonimias, por lo que Vardy (2000),

menciona que existen 133 especies dentro del género.

Ademas de las sinonimias, las especies de Pepsis sueles presentar variaciones
principalmente de tamaiio y colores. Tal fue el caso con la especie encontrada en este
trabajo descrita como P. terminata, la cual se menciona en las claves que las alas son
totalmente negras, pero una variacion importante es el color de las alas ambar con un
borde oscuro, esto sucede en todas las P. terminata de México y América central. En

el caso de P. mexicana, la variacion presentada fue el largo del cuerpo.

A. nigritus fue identificada con las claves de (Wasbauer y Kimsey, 1985) y las claves
de (Evans, 1966). En las claves de Evans, la especie aparece como A. relativus la cual

resulté sindnima de A. nigritus (Day, 1977).

6.4. Métodos de extraccién de veneno

El primer método probado en este trabajo, fue pensando en poder recuperar el veneno

directamente en un tubo de 1.5 ml, sin embargo esto no resulto como fue planeado, ya
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que la superficie de Parafilm ® que cubria el tubo fue demasiado grande tomando en
cuenta la cantidad de veneno que se puede extraer a una avispa, el cual oscila en un
rango que va desde 0.1 hasta 4 pl y este nunca quedo en la superficie del tubo, si no
embarrado en el parafilm. Otro inconveniente que nos orillé6 a tomar la decision de
descartar este método, fue que la avispa al despertar del proceso de enfriamiento,
movia repetidamente el abdomen y desgarraba el parafilm con el aguijon. Se reporta
un meétodo similar por (Nolasco et al., 2018), en el cual sujetan con las pinzas a la
avispa y acercar el aguijén al parafilm en el tubo, tal como hicimos en nuestras
pruebas, a diferencia de que mencionan tomar a la avispa sin adormecerla de ninguna
forma, lo cual de acuerdo al comportamiento observado en las avispas con las que
trabajamos, a pesar de no hacer el intento por salir de sus recipientes contenedores y
no reaccionar violentamente cuando se les ofrecia agua y alimento, no nos fue posible
tomarlas con las pinzas sin antes estar inconscientes por el proceso de enfriamiento a
-20°C. Esto nos indica que este método de extraccién que dicho autor reporta, no es
funcional con todas las especies de Pompilidae, e incluso tampoco con otras especies

del género Pepsis, ya que expresan diversos comportamientos.

Por lo contrario, el método de extraccion aspirando con la micropipeta, nos resulté
exitoso con tres especies de dos subfamilias las cuales fueron también de tamarfios
diferentes. A pesar de que (Nolasco et al., 2018), reporta un promedio de vida de cuatro
meses en las avispas que no fueron sometidas a enfriamiento, nuestro promedio de
vida de tres meses no se aleja demasiado de ese dato, ademas de tener la gran ventaja

de que funciona con mas de una especie de avispas.

6.5. Caracterizacion del veneno

Segun los patrones de bandeo observados en el gel de una dimension por la técnica
de SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes (gel de acrilamida al 12% y 16 %),
los venenos de las tres avispas identificadas presentan un promedio de doce bandas,
siendo la muestra de P. mexicana en la que se pueden apreciar una mayor cantidad

de bandas en comparacién con el veneno de la avispa A. nigritus.
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En los ensayos de actividad, a pesar de tener reportes sobre actividad hialuronidasa
en himendpteros, no tenemos reportes de la presencia de esta enzima en avispas de
la familia Pompilidae, por lo que este es el primer trabajo donde se reporta esta

actividad.

En cuanto a las metaloproteinasas, el primer reporte en un himenoptero fue en la
avispa parasitoide Pimpla hypochondriaca, en donde se describe la proteina repl de
40KDa, la cual es similar a la reprolisina reportada para venenos de serpientes
(Parkinson et al., 2002) sin embargo aunque mencionan que la funcién de repl es
evitar la encapsulacion del huevo por parte del hospedero, no se realizaron ensayos
para probar esta teoria. En el parasitoide Eulophus pennicornis se describen las
proteinas EpMP1; EpMP2, EpMP3 de aproximadamente 46 KDa la cual intervienen en
el desarrollo del hospedero retardando el cambio de instar, para asi tener disponible
el alimento por mas tiempo (Price et al., 2009). En el parasitoide Microplitis mediator,
se reporta la metaloproteinasa VRF1, homologa a la reprolisina la cual interviene en la
modulacién de las cascadas de respuesta del sistema inmune de su hospedero para
asi evitar la encapsulaciéon de sus huevos (Lin et al., 2018). En el ensayo de actividad
realizado con el veneno de P. mexicana la actividad se muestra a partir de la banda
de aproximadamente 23 KDa hasta la banda de 250 KDa, por lo que se sugiere que
cuenta con mas de un compuesto con actividad metaloproteinasa, por lo que seria de
gran importancia realizar la caracterizacion de las posibles proteinas con esta actividad

para determinar su funcion.

En el caso de la actividad fosfolipasa A2 y la actividad antimicrobiana, no podemos
descartar que el veneno de P. mexicana pueda tener estas actividades ya que como
se menciond anteriormente, el veneno usado para estos ensayos fue previamente
filtrado, lo cual pudo causar perdida de componentes activos, asi como causo la
pérdida de fracciones en el andlisis por HPLC y mostro una menor concentracion en
las que si estuvieron, esto a pesar de haberse cargado casi el doble de veneno
comparado con el que se corri6 en la primera cromatografia del veneno de P.

mexicana. Sin embargo, la anoplina, la cual es un péptido antimicrobiano ya ha sido
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reportado para Anoplius samariensis quien es miembro de la familia Pompilidae por lo
gue podriamos pensar que el veneno de P. mexicana tiene probabilidad de contener
algun péptido antimicrobiano como la anoplina. Cabe resaltar que el paso de filtracion
con una membrana de polietilensulfona aparentemente afectdé el analisis de los
compuestos presentes en el veneno de las avispas estudiadas, sin embargo este paso
se realiz6 como una medida para evitar la contaminacion de las muestras con células
de levaduras principalmente, las cuales ven favorecido su crecimiento en la miel
fermentada que se us6 como alimento para los especimenes. Sin embargo aunque en
las especificaciones de los filtros menciona que es recomendable para esterilizar
muestras proteicas sin retencion de las mismas, especificamente en el caso de los
venenos aqui estudiados aparentemente si hubo afinidad por algunos de sus

componentes.

De las 47 masas obtenidas en total de los venenos de las tres especies de avispas,
solo la masa correspondiente al TR. 29.36 de la avispa A. nigritus, tuvo coincidencia
con un componente ya descrito denominado Bradiquinina G1 (Prado et al., 1966), con
una ligera variaciéon de 0.34 Da, por lo que las 46 masas restantes podrian ser
componentes nuevos no descritos para ninguna especie de himendptero ya que sus

masas no coinciden con lo reportado en bases de datos de UniProt y EROP-Moscow.

Como se ha mencionado previamente el grupo de las Bradiquininas son péptidos
neurotdxicos que actdan a nivel del sistema nervioso central de los insectos, en este
caso de las arafias, bloqueando la transmision sinaptica de los receptores nicotinicos

de acetilcolina, presentando a su vez un amplio potencial farmacoldgico.

En cuanto a la secuenciacion de péptidos, las secuencias obtenidas a partir de las
bandas transferidas a la membrana de PVDF, son muy cortas y no coincidieron con
ningun péptido o proteina reportado, por lo que pensamos que podrian ser fragmentos
de grandes proteinas, tomando en cuenta que las bandas tenian pesos aproximados
de 25 a 70 KDa.
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Al realizar la busqueda por homologia usando la base de datos de proteinas no
redundantes de NCBI con el algoritmo BlastP, se pudieron identificar proteinas
hipotéticas de la hormiga Termnothorax curvispinosus para la secuencia de P.
mexicana y en cuanto a la secuencia de P. terminata hubo una identidad de arriba del
90 % con una proteina hipotética de la abeja solitaria Duforea novaeangliae. Sin
embargo, no hay reportes funcionales de ninguna de las secuencias hasta el momento.
Esta ausencia de similitud entre las masas previamente reportadas y las encontradas
en este trabajo lejos de implicar un resultado negativo apunta a que existe una alta
probabilidad de que los componentes de los venenos analizados tengan una amplia
diversidad de biomoléculas no antes reportadas.
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7. CONCLUSIONES

Se identificaron tres avispas de las que obtuvimos muestras de veneno. La identidad

de las avispas corresponde a Pepsis mexicana, Pepsis terminata y Anoplius nigritus.

Se estandarizo un método efectivo de extraccion de veneno para especies de avispas
de tamafio moderadamente pequefio (11mm) a muy grande (65mm), el cual nos sirvid

para poder evaluar la composicion del veneno de P. mexicana.

El veneno present6 un promedio de 12 bandas de proteinas de entre 25 a 250 KDa en
el caso de P. mexicana y P. terminata. Para A. nigritus se observaron al menos seis
bandas de las cuales tres se encuentran en el rango de los 25 KDa y otras tres en el
rango de 100 KDa. Se obtuvieron 21 fracciones del veneno con la técnica de HPLC de
A. nigritus, 31 fracciones de P. terminata y 28 fracciones P. mexicana, de los cuales

se obtuvieron 11, 20 y 16 datos de masas respectivamente.

El veneno de P. mexicana, tiene compuestos similares a otras avispas, tales como
enzimas con actividad hialuronidasa, las cuales son enzimas capaces de degradar
acido hialurénico; metaloproteinasas, que son proteasas dependientes de iones
bivalentes; y se logro identificar una proteina con identidad a una proteina hipotética
de la abeja solitaria Dufourea novaeangliae. Este veneno también mostr6é un contenido
diferente que no se tenia caracterizado previo a este trabajo, como las masas

obtenidas por espectrometria de masas.

Esta caracterizacion preliminar de la composicion del fluido paralizante de distintas
avispas solitarias, nos mostré que existe una gran necesidad de estudiar a un nivel
funcional las proteinas y los péptidos preliminarmente descritos en este trabajo. Para
lograr dicho analisis se propone a manera de perspectiva, primero afinar las técnicas
analiticas empleadas en este trabajo (variaciones al método de separacion por HPLC
agui reportado, espectrometria de masas de alta resolucion, etc), y una vez lograda

una mejor separaciéon de los componentes continuar con los ensayos enzimaticos.
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9. ANEXOS
Identificacién de avispas

Las estructuras utilizadas para separar a las avispas en las dos Subfamilias fueron: la
forma de las espinas al final de las tibias, las cuales para Pepsinae se presentaron
cuatro espinas del mismo tamafo y una distribucidn simétrica, para Pompilinae las
espinas se observaron de distintos tamafios y una distribucion asimétrica(Figura 6C);
la parte frontal de la tibia, en Pepsinae presenta una fila de espinas gruesas en forma
de sierra, mientras que la tibia de Pompilinae presenta cerdas delgadas distribuidas
en toda la superficie de la tibia (Figura 6B); las cerdas en el tarso apical, en Pepsinae
se observaron dos lineas laterales, mientras que en Pompilinae se mostraron
acomodadas en una linea central (Figura 6D); la vena radial en la celda marginal de
las alas, en Pepsinae forma una curva que practicamente no toca la costa, en
Pompilinae se encuentra formando un pico angulado cuando llega a la costa (Figura

6A). Estas estructuras se encuentran sefialadas en la Figura 6.

Determinacion de especies.

Anoplius (Arachnophroctonus) nigritus

Longitud 11-21 mm; Cabeza alrededor de 1.10 -1.15 X (veces) tan ancho como alto;
clipeo 2.6-3.0 X tan ancho como alto, su margen apical ligeramente céncavo; frente
moderadamente ancha; distancia interocular media 0.54-0.64 X de la distancia
transfacial; distancia interocular superior (distancia minima entre los ojos en su parte
superior) 0.82-0.95 X de la distancia interocular menor (distancia minima entre los ojos
cerca de sus fondos); segmento antenal tres, igual a de 0.65 a 0.95 X de la distancia
interocular superior. Dorso del térax escasamente peludo; propodeo con una cantidad
considerable de cerdas erectas; especialmente a los lados. El margen posterior del
pronoto varia desde arqueado hasta un angulo amplio; propodeo con un declive
oblicuo bien definido. Ala frontal: celda submarginal 3 se estrecha arriba por al menos

dos tercios de su ancho en la parte inferior, a menudo subtriangular.
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Pepsis terminata

Longitud 17-30 (40) mm; cuerpo y piernas negras con brillo azul-verde o azul-violeta.
Alas ambar, siempre con al menos un rastro de un borde negro que termina a una
distancia variable del vértice, que es siempre blanco; celda submarginal 3 mas corta
de lo normal y con un &ngulo postero-distal redondeado. Tergo 1 inflamado
(acampanado). Extension lateral de la ranura del esternén 2 vestigial o ausente. Tibia
trasera con espoldn interno que llega a 0.25-0.35 de la longitud del basitarso (igual al
segmento tarsal 3 o ligeramente mas corto), y 1.2-1.3 veces mas largo que el espoldn

externo.

Variacién: En otras partes del mundo P. terminata presenta alas de color negro, en
México siempre tiene alas de color ambar con borde oscuro, lo cual la puede confundir
con otras especies de alas ambar (Vardy 2002); basalmente las alas también
presentan coloracion negra. Las caracteristicas del tergo 1 y esterndbn 2 son

indispensables para la identificacion.

Pepsis mexicana

Longitud 46 mm; cuerpo y patas negras con brillo azul-verde-violeta. Antenas negras.
Alas negras con reflejos azul-violetas y usualmente un borde apical hialino y estrecho
(a menudo mas ancho en las alas posteriores que en las anteriores). El surco del
metapostnoto suele ser muy amplio y profundo. Surco medio del propodeo

generalmente fuerte.
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