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1. Antecedentes (max. 1000 palabras)

En el mundo existen aproximadamente 1.300.000 especies de artrépodos entre los
cuales una gran parte la componen los aracnidos [7]. Las araias (Araneae) son el orden mas
diverso de aracnidos, pero debido a su apariencia son comiUnmente temidos y poco
estudiados. Sin embargo, tienen gran importancia tanto ambiental como médica [8,9]. Hasta
la fecha solamente un pequefio grupo de especies han sido estudiadas a profundidad por la
incidencia de picaduras con seres humanos y al potencial toxicolégico de sus venenos [10].

Las arafas son depredadores altamente eficientes gracias a sus excelentes
adaptaciones morfo-fisiolégicas que les permite habitar diversos tipos de climas, algunos
extremos, como desiertos, padramos y cuevas, lo que demuestra su tolerancia a la variacién
en factores climaticos y escasez de alimento [4]. Por la parte ambiental los aracnidos son
excelentes bioindicadores, ya que su estrecha relacion como predadores de poblaciones de
insectos hace que desempefien un papel importante en el funcionamiento de todos los
ecosistemas, ocupando una posicion clave en las redes alimentarias como depredadores o
presas [6]. Sin embargo, varios estudios han demostrado que son sensibles a las
perturbacionesy a los cambios en la estructura de la vegetacién [1, 2,11]. Gaspar et al. (2010)
han sugerido que las arafias son un grupo adecuado para representar la diversidad restante
a diferentes escalas espaciales [1].

Una de las claves que permitio la diversificacion de los aracnidos, especialmente de
las arafas fue la utilizacidn del veneno como medio para matar presas y proteccion. El
veneno en arafias tiene accidon neurotdxica y esta compuesto por fuertes toxinas que actlan
sobre canales idnicos alterando la transmisidn nerviosa en diferentes tejidos del ser humano
[12]. El funcionamiento del veneno en arafias puede estar relacionados con los factores
ambientales (geograficos), como se ha visto en otros organismos que también usan veneno.
El estudio realizado por Chunlin Yu, Huahua Yu y Pengcheng Li (2020) demostré una
variacién en la actividad de un anti veneno en mordeduras de serpientes segln la regién
gue habita la especie tratada. La efectividad del anti veneno presentaba diferencias
considerables debido a los cambios presentados en la composicion toxicoldgica. En arafias
también hay evidencia similar sin embargo en mucha menor cantidad debido a poca
importancia que se le da a estos aracnidos a pesar de existir muchas especies con alto
potencial farmacoldgico.

Otro factor importante que también podria influir en el funcionamiento del veneno
en arafias es el dimorfismo sexual [14]. El dimorfismo sexual en arafias se observa como una
caracteristica ampliamente distribuida y se la puede relacionar con diferencias
comportamentales y fisioldgicas. Los requerimientos energéticos de machos y hembras son
distintos por lo que su veneno deberia serlo también. Esto también puede estar relacionado
con la dieta de cada sexo, lo que a su vez refleja las condiciones en las que habitan.
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2. Planteamiento del problema a investigar (max. 350
palabras)

El veneno de las arafias del género Phoneutria es conocido por su alta toxicidad y su impacto
en la salud humana. Sin embargo, su estudio se ha enfocado mas en la composicion y
epidemiologia de su picadura y no hay estudios acerca de la variacion de composicién en
funcién de un gradiente de altitud, estudios anteriores han demostrado que existe diferencia
significativa en cantidad y funcién del veneno producido en relacion al sexo dando como
resultado que las hembras producen una mayor cantidad, aunque en la composicion aun no
hay claridad en porque hay variacién. La variabilidad intraespecifica del veneno de araias es
un tema poco estudiado que podria ayudar a entender de mejor manera los factores que
conducen a aumentar el potencial toxicoldgico de algunas especies razén por la cual este
estudio se centra en dar un acercamiento a comprender el potencial del veneno de especies
habitantes en diferentes elevaciones y los factores ecoldgicos que influyen sobre el mismo.
Hay numerosas investigaciones sobre la aplicacidon en usos médicos el veneno de araiias del
género Phoneutria dando resultados positivos como alternativa para combatir enfermedades
como el cancer y la disfuncidén eréctil debido a elementos presentes en el veneno, sim
embargo el potencial de la especie P. boliviensis aun no ha sido registrado por lo cual este
estudio también pretende responder esa interrogante.

3. Justificacion de la investigacion (max. 350 palabras)

Las arafas son organismos muy poco estudiados y debido a esto su potencial para
el drea de la salud aun no ha sido explorado a fondo. Entre las especien mas
peligrosas del mundo se encuentra el género Phoneutria el cual esta compuesto
de 8 especies sien embargo las especies mas estudiadas han sido P. nigriventery
P. reidyi, para la region amazénica de ecuador han sido reportadas las especies P.
boliviensis y P. fera, se han reportado un nimero considerado de accidentes
principalmente con la especie P. boliviensis dada su presencia en cultivos de
platano y en zonas urbanas. Hasta la fecha no se tienen datos precisos en el pais
sobre mordeduras de P. boliviensis, debido al desconocimiento de la especie y a
gue no se reporta los accidentes aracnidicos en los centros de salud por lo cual el
presente estudio pretende aportar informacién sobre la composicién del veneno
de Phoneutria boliviensis y observar si los distintos sexos o poblaciones observadas
presentan variaciones significativas en la toxicidad y relacionarlas con factores
ecolégicos segun la altitud donde habita.

Preguntas de investigacion

¢ Existe variacion geografica e intersexual en el veneno de la arafia Phoneutria
boliviensis?

4. Hipotesis
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HO: No existen diferencias entre elevaciones y sexos en el veneno de la arafia
Phoneutria boliviensis

H1: Existen diferencias entre elevaciones y sexos en el veneno de la arana
Phoneutria boliviensis siendo el veneno mds potente a la mayor altitud (1200m),
siendo las hembras quienes presenten mayor toxicidad en comparacién con los
machos.

Objetivos de la investigacion
6.1 General

Establecer si existen diferencias en el veneno entre sexos y poblaciones de la arafia
Phoneutria boliviensis en un gradiente altitudinal.

6.2. Especificos
e Analizar toxinas especificas del veneno.
e Comparar la toxicidad en funcién del sexo y el lugar de coleccidn.

e Establecer relaciones entre los resultados y el rango altitudinal de cada
poblacion.

Métodos (ma’x. 1000 palabras)

Recoleccion

Los puntos de muestreo incluiran tres puntos a lo largo de un gradiente altitudinal
en la Amazonia de Ecuador los cuales seran 600m, 900m y 1200m

Los permisos pertinentes para recoleccidn serdn proporcionados por el MAATE
(Ministerio del ambiente, Agua y Transicion ecoldgica), se seguira el protocolo
planteado por Garb (2014) llamado “Extraction of Venom and Venom Gland
Microdissections from Spiders for Proteomic and Transcriptomic Analyses”

Se colectaran 10 especimenes por sitio, 5 machos y 5 hembras. Se anestesiaradn a
las arafias antes de la extraccion del veneno, siguiendo el proceso propuesto por
Estrada et al., Una vez anestesiadas, las arafias se inmovilizaran manualmente. A
cada quelicero se le aplicara electroestimulacién con estimulos eléctricos de 35V
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aplicado dos veces en intervalos de 5s utilizando un electro estimulador (modelo
aun no definido). Los procesos de ordefio se realizardn cada 3 semanas. El veneno
de cada individuo se recogera en capilares. Posteriormente, el veneno sera
transferido a un vial de 0,5 ml. Después de esto, el veneno se debe liofilizar y se
almacenar a =20 °C hasta su uso.

Para andlisis de péptidos la técnica mas usada es RP-HPLC (cromatografia liquida
de alta eficiencia en fase reversa). Haciendo uso de un equipo HPLC marca Waters,
primero se hara la preparacion de la muestra agregando 1 mg de veneno crudo en
200 uL de solucién A (0,1 % TFA en agua), usando una columna C18 como fase
estacionaria y una fase movil compuesta por metanol: acetonitrilo: agua en
proporcién 30:10:60. Se agregaran las muestras al equipo de HPLC en gradientes
a distintas concentracion y tiempos. Se obtendran fragmentos recuperables que
fueron separados por peso e hidrofobicidad para posteriormente pasarlos a un
espectrémetro de masa (MS/MS en tandem)

Cronograma de actividades (basado en el marco
l6gico)
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