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RESUMEN
Entre 2022 y 2023, se llevd a cabo una detallada investigacidn sobre el género Latrodectus en
las localidades de Calca, Urubamba, Anta 'y Cusco, en el sur de Perd. Este estudio fue motivado
por la necesidad de comprender mejor la diversidad y distribucion de estas arafias, que son
conocidas por su potencial impacto en la salud humana y su rol en los ecosistemas locales.
Durante el transcurso de la investigacion, se recolectaron un total de 433 ejemplares, lo que
permitio identificar cuatro morfoespecies: Latrodectus geometricus, Latrodectus thoracicus,

Latrodectus spl y Latrodectus sp2.

Para validar estas identificaciones, se utilizaron tanto claves taxonémicas tradicionales, que
han sido una herramienta fundamental en la sistematica de arafias, como técnicas avanzadas de
PCR en tiempo real. Estas Gltimas no se pudo concluir con la identificacion por la falta de
secuenciamiento del ADN de Latrodectus. Por tanto se sugiere en futuras investigaciones el
secuenciamiento que proporcionara un metodo preciso y confiable para la identificacion

genetica.

Una parte clave de esta investigacion fue la elaboracion de un mapa de distribucion geografica
que ilustra la presencia del género Latrodectus en cuatro de las trece provincias de Cusco. Este
mapa no solo destaca las areas con mayor abundancia, sino que también permite visualizar
patrones de distribucion que podrian estar relacionados con factores ecol6gicos y ambientales
especificos de la region. Entre las morfoespecies identificadas, Latrodectus spl se destacd
como la méas abundante, lo que sugiere una notable capacidad de adaptacién y éxito en el

ecosistema local.

Estos hallazgos tienen implicaciones significativas para la biologia de la conservacion y la
gestion de la biodiversidad. Al comprender mejor la distribucién y abundancia de estas arafas,

se pueden desarrollar estrategias mas efectivas para monitorear su poblacion y evaluar su rol
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en los ecosistemas. Asimismo, esta informacion puede ser de gran utilidad para las
comunidades locales, especialmente en areas donde el contacto humano con estas especies es
maés frecuente, contribuyendo asi a la prevencion de incidentes relacionados con picaduras. En
resumen, esta investigacion no solo amplia el conocimiento sobre el género Latrodectus, sino
que también sienta las bases para futuros estudios que aborden las dindmicas ecoldgicas de

estas arafias en el contexto andino.

Palabras clave: Distribucion, Latrodectus, Morfoespecies, PCR.
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INTRODUCCION
A nivel mundial, se han descrito 120 familias clasificadas en 4,155 géneros con mas de 51,996
especies de arafias (NMBE - World Spider Catalog, 2023). EI género Latrodectus, incluye 32
especies distribuidas en todos los continentes, excepto en los polos (Cabrera & Valdez, 2021,
NMBE - World Spider Catalog, 2023). En Peru, Latrodectus ha sido reportado en varias
localidades, incluyendo La Oroya, Ninabamba, Rio Pampas, Mollendo, Loma Zona, Camana,
La Mejorada, rio Mantaro, Huancayo y Lima (Levi, 1959). En Cusco, se ha registrado en
Ollantaytambo y Marcapata, pero sin ubicaciones exactas, lo que genera incertidumbre sobre
su distribucion en la region. Latrodectus, conocido por la "viuda negra" y su veneno
potencialmente peligroso para humanos (Melic & Walckenaer, 2000) presenta desafios
taxondmicos debido a la similitud de estructuras genitales, variabilidad de color y disefio
intraespecifico (Lotz, 1994). Los propdsitos del trabajo de investigacion fueron: Determinar
las especies del género Latrodectus Walckenaer, 1805 “viuda negra” (Araneae: Theridiidae)
en cuatro localidades de la region Cusco; Desarrollar un ensayo de PCR en tiempo real basado
en SYBER Green para la deteccion del gen COI de Latrodectus para dichas localidades;
Establecer la distribucion geogréfica de las especies del género Latrodectus Walckenaer, 1805
“viuda negra” (Araneae: Theridiidae);Y Evaluar la abundancia relativa de las especies del
género Latrodectus Walckenaer, 1805 “viuda negra” (Araneae: Theridiidae). Este estudio
proporciona datos moleculares, como datos de distribucion y especies de Latrodectus mediante
muestreos de campo y trabajo de laboratorio en el Centro de Investigacion Zoologica (CEINZ)

— UNSAAC.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Aunque el numero de especies del género Latrodectus es reducido en comparacion con otros
grupos de arafas, la taxonomia de las viudas negras es compleja y desafiante (Kaston, 1970).
Esta dificultad se debe a varios factores: la falta de interés en el estudio profundo de este grupo
por parte de aracnologos experimentados (Levi, 1959). El interés en la taxonomia y distribucion
de Latrodectus es crucial debido a la importancia médica de muchas especies, cuyo veneno

puede ser peligroso y, en algunos casos, letal para los humanos (Barra et al., 2022).

Por otra parte el uso de técnicas moleculares para este grupo no estd suficientemente
desarrollado en nuestra regién. Como resultado, ha habido confusion taxondmicay la tendencia
a nombrar nuevas especies que luego han sido sinénimos tras estudios mas detallados

(Aguilera, 2016).

En Cusco, aunque existen varios reportes del género Latrodectus, la identidad taxonémica
sigue sin resolverse, con muchos registros simplemente etiquetados como Latrodectus sp. Esto
sugiere la necesidad de una revision actualizada de los registros antiguos (Gonzales, 1974;
Levi, 1959) y una confirmacion de la presencia del género en la region, asi como la
identificacién de posibles nuevas especies (Maguifa et al., 2017; Pesce & Lumbreras, 2014;
Pimentel, 2019). Un estudio taxonémico exhaustivo deberia combinar datos morfologicos y
técnicas moleculares, que aln no se han aplicado ampliamente en nuestra region para este

grupo de aracnidos.

Basado en la informacion bibliogréafica y los registros de colecciones de museo, se ha
observado que este grupo esta presente en regiones andinas como los valles interandinos y
secos de Cusco. Por ello, este estudio se centra en cuatro provincias principales de Cusco: Anta,
Calca, Cusco y Urubamba, que son areas con alta probabilidad de albergar poblaciones de

Latrodectus.



El presente trabajo de investigacion aborda las siguientes preguntas:

¢Qué especies de "viuda negra" del género Latrodectus estdn presentes en cuatro

localidades de la region Cusco?

¢El ensayo de PCR en tiempo real basado en Sybr Green detectara el gen COI de

Latrodectus?

¢Cual es la distribucion geografica de las especies del género Latrodectus en la region

Cusco?

¢Cudl es la abundancia relativa de las especies de Latrodectus en las cuatro localidades

estudiadas de Cusco?
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JUSTIFICACION
La necesidad en la identificacion de arafias del género Latrodectus mediante claves
dicotdmicas basadas en caracteristicas morfoldgicas en lugares no reportados es necesaria para
el conocimiento de diversidad en viudas negras. Muy aparte esta metodologia es a menudo
poco confiable. Esto se debe a la similitud entre especies y la variabilidad en caracteristicas
como los patrones de coloracion del abdomen y la genitalia. En contraste, el PCR en tiempo
real ha transformado la identificacion de especies al ofrecer una estrategia precisa que puede
distinguir entre especimenes de la misma especie, incluso si provienen de poblaciones distantes

(Duffy et al., 2009).

El requisito con el propdsito de este estudio es esclarecer la situacion taxonémica de las
especies del género Latrodectus en Cusco, utilizando tanto datos morfoldgicos como
moleculares. Esto permitira confirmar la identificacion del género Latrodectus, que es la

especie con el mayor nimero de registros de Latrodectismo en el pais (Maguifia et al., 2017).

Los reportes sobre Latrodectus, han guiado la seleccion de las areas de estudio. Estas areas
estan situadas en la regidén andina del departamento de Cusco, especificamente en las
provincias de Anta, Calca, Cusco y Urubamba. Esta eleccién se basd en localidades
mencionadas anteriormente, pero sin reportes especificos, lo que ha permitido identificar

regiones con un potencial interés taxonomico para futuros descubrimientos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Estudiar al género Latrodectus Walckenaer, 1805 “viuda negra” (Araneae:

Theridiidae) en cuatro localidades de la region Cusco.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar las especies del género Latrodectus Walckenaer, 1805 “viuda negra”
(Araneae: Theridiidae) en cuatro localidades de la region Cusco.

e Desarrollar un ensayo de de PCR en tiempo real basado en SYBER Green para la
deteccion del gen COI de Latrodectus en cuatro localidades de la region Cusco.

e Establecer la distribucion geogréfica de las especies del género Latrodectus
Walckenaer, 1805 “viuda negra” (Araneae: Theridiidae) en cuatro localidades de la
region Cusco.

e Evaluar la abundancia relativa de las especies del género Latrodectus Walckenaer,
1805 “viuda negra” (Araneae: Theridiidae) para las cuatro localidades de la region

Cusco.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES INTERNECIONALES
Gerschman & Schiapelli, (1943) Informa en su trabajo “Revision del género
Latrodectus Walckenaer 1805 describe al género Latrodectus detallando la presencia de

Latrodectus mactans para el Perti con el nombre comtn de “lucacha”.

Abalos, (1980) En su estudio “Las arafias del género Latrodectus en la Argentina”
identifica a cinco especies en un area de 400 kmz2 en la provincia de Santiago del Estero,
Argentina, incluyendo Latrodectus geometricus. Informo que Latrodectus mactans no se

encuentra en Argentina ni en Sudamérica, sino solo en Ameérica del Norte.

Garb et al., (2004) En su investigacion “El género de arafias viuda negra Latrodectus
(Araneae: Theridiidae): filogenia, biogeografia e historia de la invasion”, revelaron datos
filogenéticos que incluyen todas las especies del género Latrodectus muestreadas, de
Africa, la Peninsula lbérica, Australia, Nueva Zelanda, Norteamérica y Sudamérica.
Determinaron que los Latrodectus geometricus analizados provienen de Africa y del

norte de Argentina.

Duffy et al., (2009) En su estudio “Estrategia de PCR en tiempo real para una
discriminacion rapida entre las principales especies de limneidos de Argentina”
Identificaron caracoles (Lymnaeidae) utilizando PCR en tiempo real para superar las
dificultades de identificacion morfoldgica debido a similitudes en la forma del caparazon
y 6érganos internos. Aplicaron una estrategia basada en las temperaturas melting para
distinguir cuatro especies (Lymnea diaphana, Galba truncatula, Pseudosuccinea

columela y Lymnaea viatriz) a partir del ADN extraido de los pies individuales.



Aguilera et al., (2009) En su investigacion “Revalorizacion de Latrodectus Thoracicus
Nicolet, 1849 (Araneae: Theridiidae): antecedentes bioldgicos y filogenéticos”
Realizaron un estudio taxonomico de Latrodectus thoracicus utilizando caracteres
morfoldgicos y moleculares en especimenes de Chile. Identificaron dos especies de
viudas negras en Chile: Latrodectus thoracicus y Latrodectus variegatus, Yy

proporcionaron una descripcién detallada y una diagnosis enmendada de L. thoracicus.

Xu et al., (2015) En su proyecto de investigacion “ADN de telarafia: un nuevo giro en la
genética no invasiva de depredadores y presas” demostraron en South Bend, Indiana, que
es posible obtener ADN de la arafia que construy6 una telarafia y de su presa. Utilizaron
un protocolo adaptado de Fetzner (1999) para reptiles y amplificaron ADN de
Latrodectus con PCR, generando amplicones de 135 pb, 257 pb, 311 pb y 497 pb.
Compararon estas secuencias con las del NCBI BLAST y encontraron que las tres

primeras correspondian a Latrodectus mactans.

Aguilera, (2016) En su estudio “Delimitacion de especies del género Latrodectus
(Araneae: Theridiidae) a partir de evidencia molecular y morfologica.” Obtuvo
secuencias genéticas del COIl para varios individuos del género Latrodectus,
confirmando su identidad con secuencias de GenBank y BOLD SYSTEMS. Identificd
caracteres discretos para Latrodectus mactans, Latrodectus geometricus y Latrodectus

thoracicus, y detect6 sinonimias y posibles nuevas especies en Chile y Sudamérica.

Cabrera & Valdez, (2021) En su investigacion “Distribucion y modelaje de nicho
ecoldgico, comentarios biogeograficos y taxondmicos del género de arafias Latrodectus
(Araneae: Theridiidae) de México” Revelaron que el patrén ventral en forma de "reloj de

arena" del opistosoma de Latrodectus mactans muestra una notable variabilidad,



documentando 40 patrones distintos. Destacan la gran plasticidad y variacion de este

caracter, incluso dentro de una misma poblacion.

Rueda et al., (2021) En su estudio “Filogenia del género Latrodectus (Araneae:
Theridiidae) y dos nuevas especies de los bosques secos del Valle del Magdalena-
Colombia” Observaron variacién en la coloracion y en la diferenciacion de estructuras
morfoldgicas en las viudas negras, como genitales, setas y patrones de color. Usando
datos moleculares, describieron dos nuevas especies, Latrodectus garbae y Latrodectus
hurtadoi, y reportaron nuevas localidades para L. geometricus y L. curacaviensis en 10

departamentos de Colombia.

ANTECEDENTES NACIONALES

Maguifaetal., (2017) En su reporte “Actualizacion sobre manejo de araneismo en Peri”
Documentaron la presencia del género Latrodectus en los departamentos costeros de Ica,
Lambayeque y Lima, asi como en las regiones de la sierra, incluyendo Arequipa, Junin,

Apurimac y Ayacucho.

ANTECEDENTES LOCALES

Levi, (1959) En su proyecto de investigacion “El género de arafias Latrodectus
(Araneae, Theridiidae)” Sefiala que las arafias del género Latrodectus son venenosas y
dificiles de identificar, lo que genera confusion taxonémica. Reporta colectas en Per( en
La Oroya, Ninamba, Rio Pampas, Abancay, Arequipa, Huancavelica, Junin, Huancayo,
Lima, y Cusco (Ollantaytambo y Rivera Marcapata), confirmando la presencia de
Latrodectus mactans en estas areas. También menciona la distribucion de Latrodectus

geometricus en Argentina, Brasil, Colombia, Paraguay y Venezuela.

Gonzales, (1974) En su tesis doctoral en Ciencias Biologicas titulada

“CONTRIBUCION AL ESTUDIO DEL LATRODECTUS MACTANS (FAB.)



(ARANEAE, THERIDIIDAE.) EN EL VALLE DEL CUSCO.” reporté colectas del
género Latrodectus en varios puntos del valle del Cusco, incluyendo EI Arco, Km 25
carretera Cusco-Urcos, y las lagunillas de Huaton, Huacarpay y Lucre. Confirmd la

presencia de Latrodectus mactans en esta region.

Pimentel, (2019) En su seminario de investigacion de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco, titulada, “DISTRIBUCION DE LAS MORFOESPECIES DEL
GENERO Latrodectus (Araneae: Theridiidae) EN EL DEPARTAMENTO DEL
CUSCO.” document6 tres morfoespecies del género Latrodectus en 10 provincias del
Cusco: L. spl en Cusco, Paucartambo, Quispicanchis, Urubamba, Calca y Paruro; L. sp2

en Anta; y L. sp3 en Canchis y Chumbivilcas.



1.2 MARCO CONCEPTUAL

1.21 MORFOLOGIA DE LAS ARANAS
Respecto a la morfologia del orden Araneae, las arafias presentan el cuerpo dividido en dos
regiones: A) el prosoma o cefalotérax y B) el opistosoma o abdomen, la unién es conocida
como pedicelo, dicha region es notoriamente mas angosta (en forma de cintura) en

comparacién con el resto del cuerpo (Fig. 1) (Melic et al., 2015).

Figura. 1
Morfologia general de un Araneido.

A

A. Vista dorsal.
B. Vista ventral

Fuente: tomado y modificado por (Ubick & Paquin, 2005).



122 FAMILIA THERIDIIDAE

Esta familia es una de las mas diversas del orden Araneomorphae, presentando 2351
especies con 124 géneros, pero hay nuevos descubrimientos de nuevas especies
continuamente, un claro ejemplo es la familia Theridiidae en la que describen 2 especies

nuevas para el 2019 (Liu et al., 2019).

Para poder determinar a la familia Theridiidae se realiza un diagndstico en su estructura
presentando 3 ufias tarsales, no posee cribelo, tiene 8 ojos en 2 filas transversales con 4
en mediales y 2 laterales, los ojos laterales pueden estar adyacentes entre si (Fig. 2), los
0jos medios posteriores y los ojos laterales tienen un tapete en forma de canoa, la altura
del clipeo suele ser superior a dos diametros del ojo medio anterior (Fig. 3), los queliceros
suelen estar débilmente esclerotizados, pero se extienden hasta un punto debajo del
clipeo. Las enditos maxilares suelen converger distalmente. EI abdomen es

frecuentemente esférico (Ubick & Paquin, 2005).

Figura. 2
Posicion de los ojos en la familia Theridiidae (4-4).

Fuente: tomado y modificado por (Jocqué, 2007).



Figura. 3
Vista de la cara de un Theridiidae (flecha sefiala el
diametro del Clipeo

Vista de la cara de un Theridiidae (flecha sefiala el diametro del Clipeo.
Fuente: tomado y modificado por (Ubick & Paquin, 2005).

Los Teridiidos se diferencian de otras familias de Araneidos (excepto los Synotaxidae
tropicales) en que no tienen el labio distal hinchado (Fig. 4) presenta una hilera de setas

dentadas en la cuarta pata (flecha Fig. 5 con vista ampliada) (Roth, 1993).

Figura. 4
Piezas bucales.

E: enditos maxilares.
L: Labio
Fuente: tomado y modificado por (Jocqué, 2007).



Figura. 5
Tarso IV mostrando cresta con setas dentadas. (ampliacion de la seta dentada).

Fuente: tomado y modificado por (Jocqué, 2007; Ubick & Paquin, 2005).

Caracteristicas de la Familia Theridiidae:

Tamario corporal: 0,8-12,0 mm, el mas grande descrito es Latrodectus sp. (Jocqué,

2007; Ubick & Paquin, 2005).
Esternon: mas largo que ancho, con punta posterior puntiaguda (Fig. 6) (Jocque, 2007,

Ubick & Paquin, 2005).

Figura. 6
Esterndn de Theridiidae. (flecha sefiala endito maxilar).

Fuente: tomado y modificado por (Ubick & Paquin, 2005).



Ojos: Ojos medios a cierta distancia de los ojos laterales, que son adyacentes (Fig. 2).
Los ojos posteriores medios presentan el Tapetum y los ojos laterales en forma de canoa

(Jocqué, 2007; Ubick & Paquin, 2005).

Queliceros: débilmente esclerotizados, a menudo sin dientes (Fig. 3) o con dientes
pequefios; los dientes pueden ser grandes en Enoplognatha, Robertus y Pholcomma;
colmillo corto, excepto en Euryopis y Dipoena, que tienen un colmillo largo y
transparente (se ve mejor reflejando la luz en el colmillo) (Jocqué, 2007; Ubick & Paquin,

2005).

Piezas bucales: el labio carece de la hinchazén distal de otros Araneidos (Fig. 4); las
enditos maxilares son mas largas que anchas y convergen distalmente (Jocqué, 2007;

Ubick & Paquin, 2005).

Patas: presenta 3 ufias; patas de longitud variable, algunas bastante cortas; el primero
suele ser el més largo, el segundo o cuarto par de patas el siguiente, el tercer par de patas
el més corto (Fig. 7); las piernas suelen tener pocas 0 ninguna seta gruesa y ninguna

macroseta femoral; el cuarto par de patas de la mayoria con macrosetas en peine (Fig. 5)

(Jocqué, 2007; Ubick & Paquin, 2005).

Figura. 7
Latrodectus sp.

Fuente: Propia 9



Abdomen: en forma de bola o de globo, raramente alargada (Jocqué, 2007; Ubick &

Paquin, 2005)

Hileras: seis hileras, las medianas ocultas por otros cuatro (Fig. 9); el colulus a menudo

esta ausente (Jocqué, 2007; Ubick & Paquin, 2005).

Genitalia: Son entelegynos; en la hembra, el epiginio tiene dos receptaculos seminales,
excepto cuatro en Latrodectus y Dipoenay la mayoria de Euryopis (Fig. 11B); el epiginio
suele ser una depresion simple; en el macho la tibia palpal es conica, a menudo corta,
con una hilera de setas grandes en el borde distal; palpo con paracymbium (Fig. 11A) en
el extremo distal del cymbium o detras del bulbo, palpo generalmente con un conductor
que sostiene la punta del émbolo. En algunos géneros esta presente un mecanismo de
bloqueo del bulbo cymbium, y la apofisis mediana que encaja debajo del paracymbium

(Jocqué, 2007; Ubick & Paquin, 2005).
La clasificacion actual del Orden Araneae segun Wheeler et al., 2017. es la siguiente:
Dominio: Eukaryota (Chantton, 1925).
Reino: Animalia (Linnaeus, 1758).
Phylum: Arthropoda (Latreille, 1829).
Subphylum: Chelicerata (Heymons, 1901).
Clase: Arachnida (Lamarck, 1801).
Orden: Araneae (Clerck, 1757).
Subdrdenes: Mesothelae y Opisthothelae (Pocock, 1892).
Infradrdenes: Mygalomorphae y Araneomorphae (Pocock, 1892).

Familia: Theridiidae (Sundevall, 1833).
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Género: Latrodectus (Walckenaer, 1805).

1.2.3 Género Latrodectus
Llamadas cominmente “viuda negra” (“black widow spider” en inglés), “arafia de trasero
rojo”, “lucacha” las arafias del género Latrodectus son facilmente reconocibles por su patron
ventral en el opistosoma con forma de “reloj de arena” que puede presentar variacion en la
forma, incluso dentro de una misma poblacion y dentro de una misma especie (Cabrera &

Valdez, 2021; Gonzales, 1974; Kaston, 1970).

En el caso de los patrones dorsales del opistosoma, presentan una amplia variacion, como se
ha registrado para L. mactans en Norteamérica (Cabrera & Valdez, 2021; Kaston, 1970; Levi,
1959). A pesar de la gran variabilidad de patrones, algunas especies mantienen cierto patrén

general, tal es el caso de L. geometricus (Kaston, 1970; Levi, 1959; Levi & Randolph, 1975).

Las arafias del género Latrodectus son las de mayor tamafio corporal de la familia Theridiidae,
L. hesperus, es la especie con las hembras de mayor tamafio corporal, con un promedio de 12
mm, mientras que L. mactans y L. geometricus alcanzan los 10 mm (Kaston, 1970; Levi &

Randolph, 1975).

Es importante sefialar que, tanto en los machos como en las hembras, la madurez sexual es
alcanzada en distintos estadios del desarrollo, pero siempre los machos desarrollan las
estructuras sexuales primarias antes que las hembras (Kaston, 1970). Para la especie L. mactans
el macho alcanza la madurez entre las mudas cuatro y siete, siendo en la quinta muda la de
mayor ocurrencia, mientras que en las hembras el intervalo es entre las mudas seis y nueve

(Kaston, 1970).

El género Latrodectus presenta un dimorfismo sexual muy marcado, ya que la hembra llega a

ser dos veces 0 tres veces mas grande que el macho, sin embargo, el macho posee patas
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proporcionalmente mas largas y un opistosoma ovalado, mientras que el opistosoma de la
hembra suele ser globular (Figura 8) (Chamberlin & lvie, 1935; Kaston, 1970; Levi, 1959).

Figura. 8
Dimorfismo sexual entre el macho y hembra de Latrodectus sp.

PR

El género Latrodectus son un grupo de arafias enteléginas (Fig. 11) y que presentan una fila de
sedas serradas en la cara ventral del tarso IV (Figura 5) y un colulus largo (Figura 9) (Kaston,
1970; Ubick & Paquin, 2005). Son arafias tejedoras de telas irregulares, siendo sus telas de las
mas resistentes dentro del orden, lo que les permite alimentarse de pequefios vertebrados como

serpientes y ratones (Figura 10) (Grismado et al., 2014).
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Figura. 9
Region ventral posterior del opistosoma de Latrodectus sp

Se pueden observar el colulus, las hileras y el tubérculo anal. Co= colulus, An= hileras laterales anteriores,
Me= hileras medias posteriores, Po= hileras laterales posteriores, Tu= tubérculo anal. Escala: 0.5 mm.
Fuente: Tomado de (Cabrera & Valdez, 2021)

Figura. 10
Serpiente coralina atrapada en la tela de arafia de Latrodectus sp. (Theridiidae).

Fuente: Tomado de https://www.am.com.mx/ciencia/2021/10/2/aranas-son-capaces-de-comer-serpientes-

hasta-30-veces-mas-grandes-video-435882.html
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Después de la copula una hembra de Latrodectus puede producir varios ovisacos con una sola
copula, al ser arafias enteléginas (Figura 11) mantienen la fecundidad con un solo apareamiento
a diferencia de arafias hapldginas. EI mayor nimero de puestas de ovisacos con una sola copula
es reportado para la especie L. geometricus con 29 ovisacos, mientras que para L. mactans se

han reportado 15 y para L. hesperus 21 ovisacos (Chamberlin & lvie, 1935; Kaston, 1970).

Figura. 11
Pedipalpo y Espermateca de Latrodectus mactans.

A). Pedipalpo de macho de Latrodectus mactans. perteneciente al clado Entelegyne (pedipalpos complejos), la
linea punteada sefiala los escleritos que componen el bulbo. Escala: 0.5 mm. F= fémur, P= patela, T=tibia, Ta=
tarso, C= cimbio, B= bulbo, E= émbolo.

B). A) Epiginio de Latrodectus mactans: Esp= espermateca, Dc= ducto copulador. Escala: 0.2mm.

Fuente: Reportado y modificado por (Cabrera & Valdez, 2021).

La dispersion de las crias en el género Latrodectus puede ocurrir mediante dos procesos
utilizando corrientes de aire, el primero es el “ballooning”, el cual consiste en que la araia
joven produce un hilo de seda continuo mientras levanta el opistosoma, cuando el hilo es lo
suficientemente largo, la resistencia que este produce ante las corrientes de aire levanta a la
arafia, permitiéndole dispersarse grandes distancias (Bradley, 2013; Castafieda et al., 2012;

Foelix, 2011). El otro mecanismo de dispersion es el “rapelling” o “bridging”, de igual forma

la arafia produce un hilo de seda continuo hasta que el extremo distal hace contacto con alguna
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superficie, entonces la arafia tensa el hilo y lo utiliza a manera de puente (Bonte et al., 2009;

Cabrera & Valdez, 2021; Foelix, 2011; Grismado et al., 2014).

Este grupo de arafias son de gran tamafio con un cefalotérax plano, foseta transversa y estrias
radiantes profundamente impresas (Fig. 12) (Gerschman & Schiapelli, 1943; Levi, 1959)

Figura. 12
Vista ventral de Latrodectus

Fuente: tomado y modificado por (Cokendolpher, 2017)

Ojos posteriores en linea ievemenie recurva; ios 0jos anteriores en iinea poco mas 0 menos
angosta, levemente procurva, en sus ojos laterales, la parte anterior y posterior bien distantes;
El clypeus méas ancho que el area ocular, en todo caso no mas angosto; Abdomen convexo,
subgloboso; esterndn plano, triangular, mas largo que ancho, bien atenuado en la parte
posterior, subagudo entre las coxas posteriores, que son subcontiguas; laminas maxilares
paralelas, obtusas, inclinadas; queliceros débiles, atenuados, de margenes lisos, sin dientes, con
ufias cortas de base gruesa. Patas largas (I, IV, II, 11I) con vellosidad corta; ufias superiores
robustas, bien curvadas, con seis dientes (el primero mas largo); la ufia inferior con dos

pequefiisimos dientes basales, contiguos; hay dimorfismo sexual acentuado: el macho es de
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tamafio mucho menor (menos de la mitad) y sus ojos laterales, anterior y posterior, estin menos

separados que en la hembra (Gerschman & Schiapelli, 1943; Kaston, 1970; Levi, 1959).

1.2.4 DIVERSIDAD del género Latrodectus.

A nivel mundial, el continente americano es el que cuenta con la mayor diversidad de
especies del género Latrodectus, siendo Argentina el pais con el mayor nimero de
especies registradas de este género (9 especies): L. mactans, L. geometricus, Latrodectus
antheratus (Badcock, 1932), Latrodectus diaguita (Carcavillo, 1960), Latrodectuds
quartus (Abalos, 1980), Latrodectus corallinus (Abalos, 1980), Latrodectus mirabilis
(Holmberg, 1876), Latrodectus variegatus (Nicolet, 1837) y Latrodectus caracaviensis

(Muller, 1993) (NMBE - World Spider Catalog, 2023).

1.2.5 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO Latrodectus

Figura. 13
Distribucién mundial del género Latrodectus. Los puntos naranjas dan a conocer la presencia actual de este género en el mundo.

Tomado y modificado de:
https://www.qgbif.org/occurrence/map?has_coordinate=true&has_geospatial issue=false&taxon key=2157920&occurrence s
tatus=present
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Este género de arafias esta distribuido casi mundialmente (united states of america,
Autralia, Mexico, South Africa, Brazil, New Zealand, Argentina, Canada, Spain,
Colombia, Pert, Zimbabwe, India, Republica Dominicana, Ukraine, Costa Rica, Chile,
Italy, Botswana, Honduras, Croatia, Bolivia, Ecuador, Madagascar, Puerto Rico, Israel,
Uruguay, Portugal, Namibia, Kazakhstan, Russian Federation, Paraguay, Indonesia,
Iran, Morocco, El Salvador, Kenya, Greece, Venezuela, Cyprus, New Caledonia, Papua
New Guinea, Bahamas, Cuba, Yemen, Japan, Guatemala, Tanzania, United Republic
of, Geogia, Thailand, Turkiye, United Arab Emirates, Saint Barthélemy, Frechs Guiana,
Pakistan, Tunisia, Mazambique, Nicaragua, Reyno unido, Romania, Uganda, Zambia,
Bermuda, Bonaire, sint Eustatius and saba, Curacao, Germany, Egypt, Ghana, Gambia,
Haiti, Jamaica, Kuwait, Sint Maarten(Sutch part), Trinidad of Tobago, Mayotte,
Algeira, Cambodia, Lebanon, Saint Martin(French part), Sweden, Suriname, Turks and
Caicos Island, United Satates Minor Outlying Islands, Uzbekistan, Albania, Aruba,
China, Finland, Guam, Guayana, Irag, Sri Lanka, Libya, Malawi, Netherland,
SyrianArab Republic, Virgin Islands (U.S.), Armenia, Burkina Faso, Benin, Congo
Republic of the Democratic, Cameron Cabo Verde, Christmas Island, Grenada, Hong
Kong, Ireland, Cayman Islands, Liberia, Norfolk, Island, Oman, Panama, French
Polynesia, Palestine of State, Singapore, Somalia, Sao tome and Principe, Eswatini,
Chad, Tajikistan, Chinese Taipei, Saint Vicent and The Grenadines y Virgin
Islands(Britsh)), excepto en la Antartida (Occurrence Search, 2024) (Gerschman &

Schiapelli, 1943).
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1.2.6 IMPORTANCIA MEDICA

La mordedura de la viuda negra, una arafia del género Latrodectus, es conocida por su
veneno neurotoxico que afecta gravemente al sistema nervioso neurovegetativo. Este
veneno contiene una neurotoxina llamada alfa-latrotoxina, que tiene una alta afinidad
por ciertas proteinas en las membranas de las neuronas presindpticas. La alfa-
latrotoxina actla formando poros en estas neuronas, lo que provoca una liberacion

descontrolada de neurotransmisores.

La presencia de alfa-latrotoxina en el tejido neuronal interfiere con el funcionamiento
normal de las neuronas, alterando la transmision de sefiales nerviosas. Esta disfuncion
puede desencadenar un cuadro clinico de neurotoxicidad grave, caracterizado por
sintomas como dolor muscular intenso, espasmos, sudoracién excesiva, hipertension y
dificultad respiratoria. En casos severos, la mordedura puede llevar a complicaciones
potencialmente letales si no se recibe tratamiento médico adecuado (Paz et al., 2006;

Ministerio de Salud, 2012).

El efecto de la alfa-latrotoxina se debe a su capacidad para unirse de manera especifica
a las proteinas presinapticas en las terminaciones nerviosas, provocando una sobrecarga
de neurotransmisores como la acetilcolina. Esta liberacion excesiva de
neurotransmisores perturba el equilibrio normal de la comunicacién entre neuronas,
resultando en una serie de manifestaciones clinicas que requieren atencion médica
urgente. La rapidez en la administracion de antidotos y cuidados médicos puede ser

crucial para la recuperacion y prevencion de dafios graves a largo plazo.
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127 PCRENTIEMPO REAL

Es una técnica que amplifica y cuantifica un fragmento de ADN especifico, que es
observado en tiempo real mediante la deteccion de una sefial fluorescente emitida
durante la amplificacion. Tiene muchas ventajas sobre la PCR convencional, ya que no
requiere un analisis post-PCR, es mas rapido, no genera gastos debido a un analisis
electroforético o foto documentacion y permite identificar con una alta probabilidad los
productos de PCR a partir de su temperatura de fusion (denominado valor Tm, del inglés
“melting temperatura”) (Vasco, 2014). La Unica desventaja de esta metodologia es el
alto costo de los equipos, que duplica o triplica el costo de una maquina de PCR
convencional (Fig. 14).

Figura. 14
Mecanismo de deteccion y lectura de los resultados con PCR en tiempo real.

Tomado y modificado por (Vasco, 2014).
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Por otra parte, actualmente el proyecto Barcode of life busca establecer una biblioteca de
referencia para la vida basada en el estudio del gen Citocromo Oxidasa | (COI) como método
de identificacion de especies animales de manera rapida, econémica y con la gran ventaja de
que solo requiere de una pequefia muestra del espécimen, por lo que no es necesario sacrificar
el individuo. El objetivo de este estudio es realizar un compendio de los estudios realizados
usando el gen COI para la identificacion de especies animales ya que, al ser una técnica con
gran acogida entre la comunidad cientifica, para la UNAD realizar este tipo de investigaciones
daria un mayor reconocimiento de calidad académica motivando al desarrollo de

investigaciones de este tipo (Daza, 2018).

Charles Xu, realizo una amplificacion de ADN a partir de tela de arafia planteandose un
muestreo genético no invasivo que permite el biomonitoreo sin la necesidad de observar o
perturbar directamente a los organismos, debido a que su ADN de telas de arafia esta expuesto
a la degradacion ambiental y existe en fragmentos cortos, utilizd conjuntos de cebadores
anidados para probar el efecto del tamafio de ADN, amplificando asi con la PCR en tiempo

real la deteccion de Latrodectus mactans.

20



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

1 AREA DE ESTUDIO
El area de muestreo son 4 de las 13 provincias del Cusco: Anta, Calca, Cusco y Urubamba, en

estas provincias se considerd la viabilidad y accesos para los muestreos. (Fig. 15).

Figura. 15
Area de estudio.




La Provincia Anta se encuentra ubicada en el departamento del Cusco en la region sur del
territorio nacional, que se encuentra a una altitud de 3345 m s. n. m. Circunscrito dentro de las
cuencas del Vilcanota y el Apurimac, delimitando por: El norte: Con la prov. de La Convencion
y Urubamba del departamento del Cusco. El este: Con las prov. Urubamba y Cusco. El sur:
Con la prov. de Paruro y el Departamento de Apurimac prov. de Cotabambas El oeste: Con el

Departamento de Apurimac, prov. de Abancay.

Relieve: La provincia de Anta est4 situada en la region de los Andes, con un terreno montafioso
que incluye numerosas colinas y valles. La altitud varia significativamente, desde areas altas

en los Andes hasta valles mas bajos.

Clima: El clima en Anta es variado debido a la topografia. Generalmente, presenta un clima
templado en las zonas mas altas, mientras que en los valles puede haber un clima mas céalido.
La provincia experimenta una estacion seca y una estacion de lluvias, tipicas de la regién

andina. (PROVINCIA DE ANTA - CUSCO, 2024)
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Figura. 16
Mapa de muestreo Anta




La provincia Calca esta en la parte centro oriental, que esta a una altitud de 2925 m s. n. m.,
limita por el norte con la provincia La Convencidn; por el este con la provincia Paucartambo y
Manu (Madre de Dios); por el sur con la provincia Cusco y Quispicanchi, y por el oeste con

las provincias Urubamba y La Convencion.

Relieve: Calca se encuentra en la region de los Andes, con una topografia montafiosa que
incluye valles profundos y laderas empinadas. La altitud varia desde las areas altas de la sierra

hasta los valles interandinos.

Clima: El clima en la provincia es variado debido a su topografia. En general, presenta un
clima templado en las zonas altas y un clima mas calido en los valles. La regién tiene dos
estaciones principales: una estacion seca (de mayo a octubre) y una estacion de lluvias (de

noviembre a abril) (Municipalidad de Calca, 2024.).
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Figura. 17
Mapa de muestreo Calca




La provincia Cusco, esta ubicada a 3 399 m.s.n.m. Limita por el Norte con las provincias de
Calcay Urubamba, por el Este con la provincia de Quispicanchi, por el Sur con la provincia de

Paruro y por el Este con la provincia de Anta.

Relieve: La provincia de Cusco esta situada en la regién de los Andes, con un relieve
montafioso que incluye la cordillera de los Andes y varios valles interandinos. La altitud varia

desde zonas altas en la ciudad de Cusco hasta valles mas bajos.

Clima: El clima en la provincia es variado debido a su topografia. En general, la ciudad de
Cusco y sus alrededores tienen un clima templado con dos estaciones principales: la estacién
seca (de mayo a octubre) y la estacion de lluvias (de noviembre a abril). Las temperaturas
pueden ser frias en las zonas altas, especialmente por la noche (Municipalidad Provincial Del

Cusco — Hatun Llagta, 2024)
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Figura. 18
Mapa de Muestreo Cusco




La provincia Urubamba, esta ubicada en la cuenca media del valle sagrado, en el
departamento del Cusco; La capital de la provincia es Urubamba, que se ubicaa 2,871 m.s.n.m.
en el punto céntrico de la cuenca del rio Vilcanota que atraviesa la provincia. Las capitales
distritales se sitian en un rango que desde los 2,000 m.s.n.m. (Machupichu) a los 3800 m.s.n.m.
Relieve: La provincia de Urubamba se caracteriza por su terreno montafioso, que incluye partes
del Valle Sagrado de los Incas. El relieve presenta valles profundos, colinas y elevaciones
significativas. La altitud varia desde los valles bajos hasta las areas altas en las laderas de las

montafias andinas.

Clima: El clima en Urubamba es predominantemente subtropical de montafia. Presenta dos
estaciones principales: la estacién seca (de mayo a octubre) y la estacién de lluvias (de
noviembre a abril). Las temperaturas pueden ser moderadas en las zonas bajas del valle,
mientras que las areas de mayor altitud pueden experimentar temperaturas mas frescas

(Municipalidad Provincial de Urubamba - MPU - Plataforma Del Estado Peruano, 2024.).
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Figura. 19
Mapa de muestreo Urubamba




2.2 MATERIALES

2.2.1

2.2.2

MATERIAL BIOLOGICO

Especimenes del género Latrodectus.

MATERIAL DE CAMPO
Alcohol al 70%

Pinzas

Pinceles

Guantes

Frascos herméticos de plastico con capacidad 50ml y 100ml de capacidad

Etiquetas para rotular muestras
Marcador indeleble

Cémara (Galaxy A52, OPPO RENO 7)
Linterna

Viales estériles de 10 ml

Tubos eppendorf 1.5ml libres de ADNasas, marca Eppendorf.

MATERIAL DE LABORATORIO

Alcohol al 70%

Estiletes

Placas Petri de 100 mm.

Set de primers de Latrodectus sp. (obtenidas del IDTDNA)
Lat_ COIl_F1 (GAATTAGGGCAACCGGGAAG)

Lat COI_R1 (AGGAACTAATCAATTTCCAAACCCC)
Frascos de preservacion de 15 ml

Placa de PCR
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Sellante PCR

Claves de identificacion dicotomicas de Levi y Aguilera.

Reactivos:

Buffer lisis (Tris 10 mM, EDTA 10 mM, Sodio docecil sulfato[SDS] al 2 %, pH

8,0)
Super Mix Itaq Bio-Rad

8 ul de proteinasa K (10 mg/l)

Equipos:

NANODROP 2000

Laptop marca HP

Vortéx

Microscopio-Estereoscopio NOVEL Truchrom Retina Screem
Termociclador en tiempo real (CFX96 Touch, Bio-Rad).

Cabina de bioseguridad

SOFTWARE

Helicon focus 8

Arc Gis 10.1

Microsoft Excel 2019
TCapture 12.1

Primer Blast (pagina online)
Unafold (pagina online)
Bioinformatics (pagina online)

OligoAnalyzer™ Tool (pagina online)
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 TIPO DE INVESTIGACION

Descriptiva observacional

2.3.1.1 RECOLECCION DE INDIVIDUOS DEL GENERO Latrodectus

El muestreo se llevé a cabo mediante captura directa o colecta manual, que

implica la busqueda activa de los organismos. Este método se basa en recolectar

individuos durante un periodo de tiempo especifico, con un enfoque sistematico

en cada unidad de esfuerzo. En la préctica, se muestrearon todos los artropodos

localizados por encima y por debajo de las rodillas en intervalos de una hora,

divididos en cuatro segmentos de 15 minutos cada uno, cronometrados para

asegurar la precision. Los especimenes se recolectaron utilizando un pincel o

pinza blanda. Esta metodologia resulta efectiva para evaluaciones rapidas de la

biodiversidad, permitiendo una revisién exhaustiva en un corto periodo

(Mancina & Cruz, 2017).

Tabla 1 Coordenadas de los distintos puntos de muestreo de las 4 Localidades de la Region Cusco.

PROVINCIA  PUNTO LATITUD LONGITUD
1 13° 28'34.635" S 72° 26'39.312" O
2 13° 28'47.370" S 72°6'45.930" O
3 13° 30'16.396" S 72°20'29.271" O
4 13° 27" 33.660" S 72°4'41.950" O
ANTA
5 13° 28'46.754" S 72°31'41.625" O
6 13° 28'46.754" S 72°7'40.200" O
7 13°29'13.230" S 72° 24" 46.510" O
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ANTA

13°31'5.680" S

72°30'43.010" O

9 13° 32'35.310" S 72°32'31.960" O
10 13° 27'59.650" S 72° 10' 34.350" O
11 13° 25'12.710" S 71°51'42.250" O
12 13°23'8.770" S 71°53'54.150" O
13 13°29'16.160" S 71° 46'49.160" O
14 13°19'43.720" S 71°57' 29.850" O
15 13°21'2.020" S 71°57'16.620" O
CALCA 16 13°24'51.740" S 71°50'57.140" O
17 13°6'17.500" S 72°2'27.700" O
18 13° 6' 34.350" S 72°3'32.910" O
19 12° 41' 2.450" S 72° 16'39.380" O
20 12°58'18.981" S 72°0'33.038" O
21 13°32'17.080" S 71°55'2.220" O
22 13° 31' 44.010" S 71°55'15.980" O
23 13° 30' 58.500" S 71° 56' 32.240" O
24 13°29'12.290" S 71°57' 25.870" O
25 13° 31' 13.470" S 71°53'32.270" O
CUSCO 26 13°34'11.080" S 71° 49'57.380" O
27 13°32'32.010" S 71°57'20.570" O
28 13° 29' 37.080" S 72°2'7.190" O
29 13° 29' 19.600" S 71°59'19.810" O
30 13° 29' 47.050" S 71°57'8.980" O
URUBAMBA 31 13° 20" 7.240" S 72°7'21.670" O
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32

13°20'27.710" S

72°7'9.900" O

33

13° 23'3.620" S

72°7'16.420" O

34

13°24'26.110" S

72°2'0.870" O

35

13° 22'19.650" S

72°3'50.780" O

URUBAMBA 36

37

13°14'54.940" S

13°19'35.550" S

72° 15'26.540" O

72°11'49.580" O

38

13°17'45.500" S

72°7'6.570" O

39

13°18'26.900" S

72°7'32.180" O

40

13°15'51.840" S

72° 10'44.120" O

2.3.1.2 PRESERVACION DE MUESTRAS

Una vez recolectados, los especimenes fueron preservados en frascos con alcohol al

70%. Para garantizar una conservacion adecuada, el alcohol se renové varias veces

hasta que dej6 de adquirir un color amarillento, indicativo de la completa extraccién

de pigmentos y otros compuestos solubles. Durante los primeros dias de fijacion, se

mantuvo los frascos lo mas inmdviles posible para evitar la perturbacion de las

muestras y asegurar una correcta penetracion del conservante. Esta técnica asegura

la integridad de los especimenes, previniendo la descomposicion y permitiendo su

analisis a largo plazo. Ademas, el uso de alcohol al 70% ayuda a prevenir el

crecimiento de bacterias y hongos, que podrian deteriorar las muestras con el tiempo

(Mancina & Cruz, 2017).
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Figura. 20
Preservacion de muestras de Latrodectus.

2.3.1.3 IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS

2.3.1.3.1 Mediante claves dicotomicas
Los especimenes recolectados de los distintos puntos de muestreo en las 4
localidades de la region Cusco fueron procesados en el Laboratorio del Centro de

Investigacion Zooldgica (CEINZ) — UNSAAC.

Para la verificacion de las caracteristicas morfolégicas se utilizé el Microscopio-
Estereoscopio (NOVEL Truchrom Retina Screem), y las claves taxondémicas de
Levi, 1959; Ubick & Paquin, 2005, para especies (Aguilera, 2016; Levi, 1959),
de igual manera la reconfirmacion de especies fue dado con el Dr. Yvan Antonio

Delgado de la Flor Arana, Especialista en Aracnologia.
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Figura. 21
Manejo y utilizacion del estereoscopio.

Trabajo de Laboratorio, observacion y procesamiento de muestras.

2.3.1.3.2 Identificacion Mediante Genitalia

El epiginio de las hembras fue diseccionadas y tratadas con una solucién al 10%
de KOH (hidroxido de potasio) para aclarar los tejidos. Este proceso se realizo
con cuidado, aplicando calor suave y controlando periddicamente el estado de la
genitalia. Posteriormente, se colocaron las estructuras en una placa de Petri con

alcohol en gel para facilitar la observacién detallada.

Una vez observado, el epiginio se conservo en un tubo de eppendorf de 1.5 mL

con alcohol al 75% para su almacenamiento a largo plazo.

Para los palpos masculinos, se utiliz6 un método de inmersion repetida en
solucion de KOH y agua destilada para expandir y aclarar las estructuras. Este
método permite una mejor visualizacion de los detalles morfolégicos de los

palpos. Cooke, 1970; Levi, 1965.
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Figura. 22
Técnicas para el estudio de los genitales de las arafias.

A). 1. Vial que contiene dos viales mas pequefios, todos tapados con algodén. 2. Abdomen, que muestra el lugar de la incision. 3.
Abdomen con area genital doblada. 4. Posicionado para dibujar genitales internos. 5. Parte del cefalotdrax con pedicelo e integumento
del abdomen, incluidos los genitales. (Levi, 1965). B). Trabajo en el laboratorio para la obtencion y preservacion de la genitalia.

2.3.1.4 DETERMINACION DE Latrodectus mactans MEDIANTE PCR EN
TIEMPO REAL.

Debido a las dificultades en la identificacion taxondmica de la especie Latrodectus

mactans, atribuibles a la similitud en sus caracteristicas morfoldgicas con otras

especies del género, se utilizd PCR en tiempo real para confirmar su presencia. Esta

técnica molecular permitio verificar de manera precisa la identidad de los

especimenes y resolver las dudas relacionadas con la identificacion taxonémica.

2.3.1.4.1 Extraccién de ADN
De las especies determinadas morfol6gicamente que fueron: Latrodectus
geometricus, Latrodectus thoracicus, Latrodectus spl, Latrodectus sp2. y

Loxosceles sp. Se utilizé6 un ejemplar de cada especie y separadas en tubos
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eppendorf de 1,5 mL individualmente para evitar contaminacion. Se procedio a
realizar la extraccion de ADN en las instalaciones del Instituto de Medicina
Tropical Alexander Von Humboldt Universidad Peruana Cayetano Heredia en la
sede de Cusco. Para el proceso de lisis celular de arafias empezamos por quitar
las patas | y Il desde el trocanter del lado derecho de la arafia (Fig. 23A.)
conservando asi la integridad del ejemplar técnica propuesta por Rueda et al.,
2021 ambas patas fueron puestas en tubos ependorf con una solucién de 600 pl
de tampdn de lisis (Tris 10 mM, EDTA 10 mM, dodecilsulfato de sodio [SDS] al
2 %, pH 8,0) y 10uL de proteinasa K (20 mg/l) (Fig.23B) este se dejo toda la
noche siguiendo el procedimiento de extraccion de ADN mediante PCIA (Phenol
Chloroform Isoamyl Alcohol), luego se decanta el sobrenadante, de ahi se lava
con 1 mL de etanol al 70 % de ahi centrifuga a 16 000 rpm por 10 minutos. Luego
se decanta el sobrenadante, y se deja secar. De ahi se suspende en 100 a 150 pL

de agua grado biologia molecular (Sambrook et al., 1989; Xu et al., 2015).

Para medir la concentracion y pureza del ADN se utilizo el sistema de
espectrofotometria mediante NANODROP 2000, previamente se calibrd el
espectrofotdbmetro con 2 pl de agua libre de nucleasas, posteriormente se utilizo
21l de muestra para cada lectura; los resultados fueron debidamente registrados
(Fig. 24). Se evalu¢ la calidad mediante la relacion de absorbancia de 260/280.
Las muestras fueron conservadas a -70°C para su posterior uso en PCR en tiempo

real (Desjardins & Conklin, 2010).
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2.3.1.4.2 Obtencion de Primers

Los primers (Lat_COI_F1, Lat_COI_R1) fueron disefiados por Xu et al., (2015).

Estos primers se verificaron in silico con los programas (primer blast, Oligo
analayzer, unaflod y bioinformatics) esto se realizé para observar la precision y

eficiencia de hibridacion frente a la cadena molde del gen COI de Latrodectus.

Tabla 2 Secuencia de primers para la deteccion del gen COI para Latrodectus.

Nombre de los primers Secuencia (5°-3°) Tamafio (bp)
Lat COIl_F1 GAATTAGGGCAACCGGGAAG 20
Lat COIl R1 AGGAACTAATCAATTTCCAAACCCC 25

Figura. 23
Extraccion de ADN.

A. recoleccion de las patas de las muestras. B. extraccion con el método PCIA.
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Figura. 24
NANODROP 2000

Espectro completo para cuantificar y evaluar la pureza del ADN.

2.3.1.4.3 PCR en tiempo real utilizando SYBR® Green

Se realiz6 el protocolo sugerido por el fabricante iTag™ Universal SYBR®
Green Supermix (BIORAD, 2000). Se us6é la camara de Bioseguridad
previamente desinfectada con lejia al 5%, se activo la cAmara de bioseguridad 20
minutos antes de empezar con el procedimiento y estabilizar el flujo de aire.
Todas las muestras y reactivos fueron sometidos a vortéx y spin down. Se utilizo
packs de hielo para mantener las temperaturas bajas y evitar la denaturacion del

DNA.

Para la deteccion del gen que codifica la proteina de choque térmico en
Latrodectus mactans, especificamente la subunidad 1 del citocromo ¢ oxidasa

(COQI) (ver secuencia en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ127321.1), se

empled la técnica de PCR en tiempo real utilizando iTag™ Universal SYBR®

Green Supermix.
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El proceso se llevo a cabo en un tubo Eppendorf de 1.5 mL libre de nucleasas.
Los componentes del Master Mix fueron cuidadosamente combinados segun los
volimenes y concentraciones especificados en la Tabla 2. Este enfoque permitid
una amplificacion precisa del gen objetivo, facilitando la confirmacion de la
presencia de Latrodectus mactans mediante la deteccion especifica de su perfil

genético.

Esta metodologia no solo mejora la precision de la identificacion taxondmica,
sino que también asegura la integridad de los resultados al emplear técnicas

avanzadas y controles rigurosos en el proceso de amplificacion.

Tabla 3 Componentes de la Mastermix.

COMPONENTE CONCENTRACION VOLUMINEN pnl / REACCION
iTag™ Universal SYBR® 1X 10

Green supermix

Primer Forward 10 uM 1
Primer Reverse 10 uM 1
Agua libre de nucleasas 4
Templado DNA 4
VOLUMEN FINAL 20
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Figura. 25
Muestras de ADN de individuos para la PCR en Tiempo real.

Se manddé a  sintetizar los  primers, de la pagina  web IDT

(https://www.idtdna.com/pages/products) para luego usarlos, posteriormente se colocé 4uL de

muestras de ADN problema, (afiadido directamente a la placa) y 16 pL de Master Mix,
obteniendo un volumen final de 20 pL por pocillo. Luego se pipete6 el control negativo y
finalmente el control positivo, para evitar contaminacion. Los pocillos fueron sellados con
Micro Seal e introducidos dentro del termociclador en tiempo real (CFX96 Touch, Bio-Rad) y
luego se inicié con el procedimiento de la PCR en tiempo real (Figura 26). Todas las muestras
fueron analizadas por duplicado y a cada corrida se agreg6 un control positivo, este control es
una muestra que contiene el ADN de un objetivo conocido y especifico que se va a amplificar
durante la reaccién, que en este caso es ADN de Latrodectus mactans lo cual se obtuvo del

secuenciamiento del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ127321.1), una vez

obtenido la secuencia se mand6 a sintetizar en GBLOCKS, que es una herramienta

bioinformatica de la pagina web https://www.idtdna.com/site/order/gblockentry;el control

negativo fue con agua libre de nucleasas. Se uso las condiciones de ciclado mostradas en la

tabla 4.
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Tabla 4 Condiciones de amplificacion

NuUmeros de Ciclos Tiempo Temperatura
1 2 minutos 95C°
30 segundos 94Ce
35 40 segundos 55C°
42 segundos 72C°

Analisis de curvas melting.

Se considerd resultado positivo si se produce una curva de amplificacion en
ambas muestras (muestra problema y duplicado), la temperatura melting del
control positivo debe ser igual a la de la amplificacion producida de la muestra

problema (74,5C°).

Figura. 26
Procedimiento de la PCR en tiempo real.

A. pocillo sellado con Micro Seal. B. Pocillo introducido en el termociclador para su inicio de PCR en

tiempo real.
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Figura. 27

Ciclaje del PCR en tiempo real para Latrodectus.

2 i a i 4 i 5 g

50 o 950 C.increment 05 C

2.3.1.4.4 Determinacién del limite de deteccion de la PCR en tiempo real
para Voucher RBAR-W10 gen de la subunidad 1 del citocromo

oxidasa (COl)
Se determino el limite de deteccion del PCR en tiempo real RBAR-W10
utilizando 7 diluciones del ADN de Latrodectus mactans: 1ng/ul, 100 pg/ul,
10 pg/pl, 1pg/ul, 100fg/ul, 10fg/ul y 1fg/ul. Se utiliz6 agua libre de nucleasas

como control negativo, todas las reacciones fueron ensayadas por duplicado.

2.3.1.4.5 Determinacion de la especificidad de la PCR en tiempo real para
Voucher RBAR-W10 gen de la subunidad 1 del citocromo oxidasa
(COl)

Se evalud la cross-reactividad (o reactividad cruzada) del ensayo de PCR en

tiempo real RBAR-W10 utilizando cinco muestras de ADN provenientes de
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diferentes especies de arafas, las cuales fueron recolectadas y identificadas en el

CEINZ. Las especies evaluadas fueron:

o Latrodectus geometricus

e Latrodectus thoracicus

o Latrodectus spl

e Latrodectus sp2

o Loxosceles sp.

Ademas, se incluyé agua libre de nucleasas como control negativo para asegurarse
de que no hubiera amplificacién no especifica. Cada reaccion fue realizada por

duplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

2.3.1.5 ANALISIS DE DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Latrodectus
En primer lugar, se cred una base de datos que incluyé todas las localidades
donde se ha registrado el género Latrodectus, la cual fue georreferenciada (ver
Anexo 6). Posteriormente, se generd un mapa de distribucién utilizando el
software ArcGIS version 10.4.1. Para detectar la distribucion geogréafica del
género Latrodectus, se adopt6 la metodologia descrita por Ochoa (2005), con

algunas modificaciones para adaptarla a las herramientas y técnicas actuales.

En detalle, se empled ArcGIS para procesar y visualizar datos geoespaciales,
asegurando la precision en la ubicacién de los puntos de muestreo. Los puntos
exactos fueron cuidadosamente georreferenciados, lo que permiti6 una

representacion precisa y detallada de la distribucion geografica del género en el
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mapa. Este enfoque facilit6 la identificacion de patrones de distribucion y areas

de interés potencial para estudios futuros.

Se determino gracias a la ayuda tecnologica del Software ArcGIS en el cual se
realiz6 el mapa, primero se descarga los drives para Per( con sus departamentos,

provincias y distritos (https://www.geogpsperu.com/2018/02/limite-distrital-

politico-shapefile-ign.html) de ahi en programa empezamos poniendo capas, 1o

cual fue primero para el pais de Per(, seguidamente las capas de departamentos,
luego la capade provincia del Cusco, seguidamente la capa de distritos,
debidamente georreferenciados, y por ultimo se coloc6 los puntos de ubicacion
del Genero Latrodectus, dando como resultado un mapa de distribucién para
este género, se puede ubicar en el mapa los puntos exactos donde se encontraron

las viudas negras, tal como se muestra en la siguiente figura.

2.3.1.6 ANALISIS ESTADISTICO
La abundancia relativa: Se refiere a la proporcion que representan los individuos
de una especie particular respecto al total de individuos de la comunidad. El patrén
de abundancia relativa de una comunidad se muestra graficamente ordenando las
especies de mayor a menor segun el nimero de individuos. El rango de una
especie corresponde al lugar que ocupa en un ordenamiento desde la mas

abundante (especie de rango 1) a la menos abundante.
Todo esto es expresada en porcentaje (%).
Donde:

= Abundancia relativa

N = Muestra ( individuos del género Latrodectus) (Sonco, 2013).

46


https://www.geogpsperu.com/2018/02/limite-distrital-politico-shapefile-ign.html
https://www.geogpsperu.com/2018/02/limite-distrital-politico-shapefile-ign.html

CAPITULO I

RESULTADOS

3.1 DETERMINACION DE LAS ESPECIES DEL GENERO Latrodectus en 4
localidades de la region del Cusco.

Familia Theridiidae Sundevall, 1833
Género Latrodectus Walckenaer, 1805

Diagnosis: los individuos que se estudiaron presentaron un colulo grande, los ojos
laterales claramente separados. El surco de los queliceros sin dientes. Las patas de
tamafio medio, con formula 1423. La forma del abdomen es globular o subglobular en
las hembras, casi cilindrico en machos. La genitalia caracteristica de este género, en los
machos con un largo y grueso émbolo enrollado en espiral alrededor de un cimbium muy
modificado llamados Entelegyne, el epiginio de las hembras con una placa transversal de
forma oval que en general tiene una gran abertura central eliptica; internamente, con dos
espermatecas con formas de mancuernas con tubulos conectivos que forman una serie de

espirales.

Con la combinacién de estos caracteres morfolégicos no hay dificultad alguna para

separar los individuos de Latrodectus de los demas géneros de la familia Theridiidae.
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Especies:

Latrodectus geometricus KOCH, 1841.
Sinonimia ver en NMBE - World Spider Catalog, (2023).
Latrodectus obscurior Dahl, (1902): Sinonimizado por Aguilera, (2016)

Holotipo: Zoologisches Museum, Berlin, Alemania (Lugar, Invalidenstralie 43, 10115

Berlin.).

Se encontré 52 individuos pertenecientes a la especie Latrodectus geometricus:
Provincia Anta: *279, 10J; 8 inmaduros; Municipalidad distrital de Limatambo —
localidad Estrella; 13° 32" 35.310" S, 72° 32' 31.960" O; 2250 m.s.n.m.; 13 mayo 2022;
K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro  *99, 6'; Municipalidad distrital de Limatambo —
localidad Limatambo; 13° 29' 13.230" S, 72° 24' 46.510" O; 3651 m.s.n.m.; 13 mayo

2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro.

Diagnosis: Las espermatecas dispuestas en forma paralela. Tubulos de las espermatecas
con tres espiras. Embolo del palpo del macho con cuatro vueltas. El color de L.
geometricus, es variable, En las Hembras, desde el color Amarillo, a color crema (pardo
muy oscuro), siendo mas comun el color crema el abdomen blanquecino con dos largas
hileras de manchas negras en el dorso y con finas lineas negras; Las mandibulas, los
palpos, el pechoy las piernas son de color amarillo ocre oscuro, la cabeza es ligeramente
mas oscura que el térax, un anillo marrén en la punta de las rodillas, las tibias, los talones
y los tarsos de todas las piernas. En la parte posterior en el lugar de los espiraculos hay
ocho manchas ovaladas de color negro, las dos en el medio son méas grandes que las
demas y estan torcidas, las anteriores son estrechas. y de forma algo curvada; alrededor
de las hileras 7 machas de color oscuro opaco. Los machos tienen un patron similar.

Ventralmente, tiene una marca con forma de reloj de arena de color crema-naranjo a
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naranjo-rojo entre el surco epigastrico y las hilanderas. Por otra parte, L. geometricus, en
la construccion del ovisaco lo distingue de las demas especies, teniendo apariencia

estrellada, debido a manojos de seda que se agregan al exterior del ovisaco (Fig. 30).

Distribucion: Latrodectus geometricus, estd ampliamente distribuido por el mundo,
teniendo la presencia en los siguientes paises: Estados Unidos, Brasil, South Africa,
Meéxico, Argentina, Zimbabue, Australia, Colombia, Republica Dominicana, Costa Rica,
Botsuana, Puerto Rico, India, Bolivia, Ecuador, Namibia, Honduras, Malaysia, Kenia, El
Salvador, Chipre, Uruguay, Israel, Paraguay, Venezuela, Japén, Guayana Francesa,
Guatemala, Madagascar, Cabo verde, Egipto, Tanzania, Uganda Gambia, Reunion,
Eswatini, Yemen, Bermudas, Bahamas, Cuba, Curazao, San Martin (Isla Antillana parte
de Francia), Mozambique, Nicaragua, Polinesia Francesa, San Martin (Isla Antillana
parte de Holanda), Tailandia, Mayotte, Zambia, San Bartolome, Chile, Jamaica, Nueva
Caledonia, paises Bajos, Polonia, Surinam, Islas Turcos y Caicos, Islas Ultramarinas
menores de Estados Unidos, Islas Virgenes de EE. UU., Afganistan, Bonaire, San
Eustaquio y Saba, Camerun, Alemania, Argelia, Espafia, Ghana, Haiti, Irlanda,
Camboya, Marruecos, Malawi, Pakistan, Ruanda, Somalia, Tunez, Trinidad y Tobago,
Burkina Faso, Benin, Canada, China, Granada, Guam, Hong Kong, Indonesia, Iran,

Kuwait, Libia, Rumania, Arabia Saudita, Sudan, Singapur, Santo Tomé, Chad.

Para Perl, especificamente para el departamento de Cusco provincia de Anta

(Limatambo).
Comentario sistematico:

A pesar de poseer varias sinonimias y multiples revisiones, los caracteres morfoldgicos
de L. geometricus son constantes y en combinacién de estos permiten una adecuada

determinacion.
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Figura. 28
Estructura morfoldgica de Latrodectus geometricus.

A, B. Comparacion de la espermateca con la presencia de los tubulos conectivos. Vista a 5X. C, D. Comparacion del
embolo del macho. Vista a 5X. E. Vista dorsal de la hembra. Vista a 2X. F. Vista ventral de la hembra. Vista a 2X. G.
Vista dorsal del macho. Vista a 2X. H. Vista ventral del macho. Vista a 2X. Flechas sefialan las vueltas del ducto copulador
y del embolo. Lineas punteadas sefialan el &ngulo de las espermatecas entre si.
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Latrodectus thoracicus Nicolet, 1849.

Latrodectus thoracicus Nicolet, (1849): Aguilera et al., 2009.

Theridium mirabile Holmberg, (1876): sinonimizado por Aguilera, 2016.
Latrodectus diaguita Carcavallo, (1960): sinonimizado por Aguilera, 2016.
Latrodectus mirabilis Abalos, (1980): sinonimizado por Aguilera, 2016.

Latrodectus quartus Abalos, (1980): sinonimizado por Aguilera, 2016.

Holotipo: Una ¢ Charrua, 10 km de Monteaguila. 13-feb-2009. En Oyarzun (MZUC-

UCCC). 2 &, Casas Viejas, San Clemente. 20-ene-2008. M. A. Aguilera col.

Se encontraron 46 individuos de la especie Latrodectus thoracicus: Provincia Calca:
*39, 14; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de Pisac — localidad Pisac; 13° 25' 12.710"
S, 71° 51' 42.250" O; 2967 m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza *49;
Municipalidad distrital de Pisac — localidad Pisac; 13° 24' 51.740" S, 71° 50' 57.140" O;
3278 m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza *3%, 1J; Municipalidad distrital
de San Salvador — localidad San Salvador; 13° 29' 16.160" S, 71° 46' 49.160" O; 3048
m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro *3%;Municipalidad distrital
de Calca — localidad de Coya; 13° 23' 8.770" S, 71° 53' 54.150" O; 2960 m.s.n.m.; 18
junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza *3%; Municipalidad distrital de Calca — localidad
Calca; 13°19'43.720" S, 71° 57' 29.850" O; 3070 m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, F.
Mendoza *29, 1&; 2 inmaduro; Municipalidad distrital de Lares — localidad Lares; 13°
6' 17.500" S, 72° 2' 27.700" O; 3192 m.s.n.m.; 25 junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza
*5%; Municipalidad distrital de Yanatile — localidad Quebrada Honda; 12° 41' 2.450" S,
72° 16' 39.380" O; 1077 m.s.n.m.; 26 junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro.
Provincia Urubamba: *39, 2J; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de Maras —
localidad de Chequereq; 13° 20' 27.710" S, 72° 7' 9.900" O; 3346 m.s.n.m.; 20 agosto
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2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro *22, 3J'; Municipalidad distrital de Maras —
localidad de Huaypo; 13° 23'3.620" S, 72° 7' 16.420" O; 3600 m.s.n.m.; 20 agosto 2022;
K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro *19; Municipalidad distrital de Maras — localidad de
Moray; 13°19'35.550" S, 72° 11'49.580" O; 3527 m.s.n.m.; 20 agosto 2022; F. Mendoza
*29, Municipalidad distrital de Chincheros — localidad de Piuray; 13° 24' 26.110" S,
72° 2' 0.870" O; 3752 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; K. Ccala, C. Castro * 29, 1J; 1
inmaduro; Municipalidad distrital de Chincheros — localidad de Chincheros; 13° 22'
19.650" S, 72° 3' 50.780" O; 3818 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; C. Castro, D. Palomino
*24; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de Ollantaytambo - localidad de
Ollantaytambo; 13° 14' 54.940" S, 72° 15' 26.540" O; 2918 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; C.
Castro, D. Palomino *2J4; Municipalidad distrital de Urubamba — localidad de

Urubamba; 13° 17' 45.500" S, 72° 7' 6.570" O; 2935 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; K. Ccala.

Diagnosis: Posee tubulos de las espermatecas con tres espiras. Embolo del palpo del
macho con tres vueltas. En la Hembra presenta una quilla redondeada hacia la cabeza :
su hoyuelo dorsal es ancho, trasversal, pero poco profundo; mandibulas angostas,
verticales y rojizas; patas y palpos de un color moreno oscuro y cubiertos de pelos cortos,;
abdomen muy grueso, globoso, de vista dorsal presenta un negro brillante y con
diagramas dorsales muy variables, ventralmente con una mancha entre el surco epigastrio
y las hilanderas que asemeja un reloj de arena irregular en su base, par de puntos
circulares presentes a cada lado de las hileras lateral anterior y lateral posterior. El
Macho, con un abdomen de color café oscuro con patrones irregulares de color blanco

Fig. 31.
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Distribucion: Latrodectus thoracicus, se distribuye en Argentina, Chile e Iraq.

Para Peru siendo nuevos reportes para, la provincia de Calca (Coya, Lares, Pisac, San
Salvador y Yanatile) y provincia de Urubamba (Chinchero, Maras, Ollantaytambo y

Urubamba).

Figura. 29
Estructura morfoldgica de Latrodectus thoracicus.

A, B. Comparacion de la espermateca con la presencia de los tbulos conectivos. Vista a 5X. C, D. Comparacién
del embolo del macho. Vista a 5X. E. Vista dorsal de la hembra. Vista a 2X. F. Vista ventral de la hembra. Vista a
2X. G. Vista dorsal del macho. Vista a 2X. H. Vista ventral del macho. Vista a 2X. Flechas sefialan las vueltas del
ducto copulador y del embolo. Lineas punteadas sefialan el angulo de las espermatecas entre si. Circulos rojos
muestran los puntos circulares presentes a cada lado de las hileras, lateral anterior y lateral posterior.



Latrodectus spl.

De los ejemplares estudiados se encontraron 292 individuos de la morfoespecie
Latrodectus spl.: Provincia Anta: *39, 2J; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de
Limatambo — localidad Limatambo; 13° 28'34.635" S, 72° 26' 39.312" O; 2636 m.s.n.m.;
13 mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza *5%, 32'; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de
Pucyura — localidad Pucyura; 13° 28' 47.370" S, 72° 6' 45.930" O; 3385 m.s.n.m.; 15
mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro * 89, 3J; 3 inmaduro; Municipalidad
distrital de Cachimayo — localidad Cachimayo; 13° 27' 33.660" S, 72° 4' 41.950" O; 3535
m.s.n.m.; 15 mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro * 79, 32; Municipalidad
distrital de Limatambo — localidad Limatambo; 13° 28' 46.754" S, 72° 31' 41.625" O;
3105 m.s.n.m.; 13 mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro * 79, 13;1 inmaduro;
Municipalidad distrital de Anta — localidad Anta; 13° 28' 46.754" S72° 7' 40.200" O;
3410 m.s.n.m.; 15 mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro * 69, 43'; 3 inmaduro;
Municipalidad distrital de Limatambo — localidad Limatambo; 13° 29' 13.230" S 72° 24’
46.510" O; 3651 m.s.n.m.; 13 mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro * 6%; 2
inmaduro; Municipalidad distrital de Limatambo — localidad estrella; 13° 32" 35.310" S,
72° 32' 31.960" O; 2250 m.s.n.m.; 13 mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza * 6%, 37;1
inmaduro; Municipalidad distrital de Anta— localidad Haparquilla; 13° 27'59.650" S, 72°
10" 34.350" O; 3331 m.s.n.m.; 15 mayo 2022; K. Ccala, F. Mendoza, C. Castro.
Provincia Calca: * 62, 23; Municipalidad distrital de Pisac— localidad Pisac; 13° 25'
12.710" S, 71° 51' 42.250" O; 2967 m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza, D.
Palomino * 62, 33; Municipalidad distrital de San Salvador— localidad San Salvador;
13°29'16.160" S, 71° 46' 49.160" O; 3048 m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, C. Castro,
F. Mendoza, D. Palomino * 6 9; 2 inmaduros; Municipalidad distrital de Calca— localidad

Calca; 13°19'43.720" S, 71° 57' 29.850" O; 3070 m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, C.
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Castro, F. Mendoza * 89, 4J; Municipalidad distrital de Calca— localidad Calca; 13° 21
2.020" S, 71° 57' 16.620" O; 3041 m.s.n.m.; 18 junio 2022; K. Ccala, C. Castro, F.
Mendoza, D. Palomino *8%9, 6J; 2 inmaduros; Municipalidad distrital de Lares—
localidad Lares; 13° 6' 17.500" S, 72° 2' 27.700" O; 3192 m.s.n.m.; 25 junio 2022; K.
Ccala, F. Mendoza *99, 43; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de Lares— localidad
aguas termales de lares; 13° 6' 34.350" S, 72° 3'32.910" O; 3400 m.s.n.m.; 25 junio 2022;
K. Ccala, C. Castro, D. Palomino * 79, 2&; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de
Yanatile- localidad Quebrada Honda; 12° 41' 2.450" S, 72° 16' 39.380" O; 1077
m.s.n.m.; 25 junio 2022; K. Ccala, F. Mendoza, D. Palomino * 89, 34; 3 inmaduro;
Municipalidad distrital de Lares— localidad Choquecancha; 12° 58' 18.981" S, 72° O'
33.038" O; 3565 m.s.n.m.; 26 junio 2022; K. Ccala, C. Castro, F. Mendoza. Provincia
Cusco: *79, 64; 2 inmaduro; Municipalidad distrital de San Sebastian— localidad
Aeropuerto; 13° 32'17.080" S, 71° 55' 2.220" O; 3268 m.s.n.m.; 16 julio 2022; K. Ccala,
C. Castro, F. Mendoza, D. Palomino *8%, 6J; 4 inmaduro; Municipalidad distrital de
San Sebastian— localidad Ununchis; 13° 31'44.010" S, 71° 55' 15.980" O; 3335 m.s.n.m;
16 julio 2022; K. Ccala, C. Castro, F. Mendoza, D. Palomino * 6%, 3J3; 1 inmaduro;
Municipalidad distrital de San Sebastian— localidad Kallachaka; 13° 30' 58.500" S, 71°
56' 32.240" O; 3533 m.s.n.m.; 17 julio 2022; K. Ccala, C. Castro, F. Mendoza, D.
Palomino *99, 24; 2 inmaduro; Municipalidad distrital de Cusco— localidad
Inkilltambo; 13° 29' 12.290" S, 71° 57' 25.870" O; 3740 m.s.n.m.; 17 julio 2022; K.
Ccala, C. Castro, F. Mendoza, D. Palomino * 59, 24; Municipalidad distrital de San
Jerénimo- localidad Larapa; 13° 31' 13.470" S, 71° 53' 32.270" O; 3589 m.s.n.m.; 16
julio 2022; K. Ccala, C. Castro, D. Palomino * 49; Municipalidad distrital de Saylla —
localidad Huasao; 13° 34' 11.080" S, 71° 49' 57.380" O; 3171 m.s.n.m.; 23 julio 2022;

F. Mendoza * 59, 1J; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de Poroy— localidad Poroy;
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13°29'37.080" S, 72° 2' 7.190" O; 3560 m.s.n.m.; 24 julio 2022; K. Ccala, C. Castro, F.
Mendoza * 32, 1; Municipalidad distrital de Cusco— localidad Balcén del Diablo; 13°
29'19.600" S, 71° 59' 19.810" O; 3755 m.s.n.m.; 30 julio 2022; K. Ccala, F. Mendoza *
6%, 3d; 2 inmaduro; Municipalidad distrital de Cusco— localidad Inkilltambo; 13° 29'
47.050" S, 71° 57' 8.980" O; 3600 m.s.n.m.; 17 julio 2022; K. Ccala, C. Castro, F.
Mendoza, D. Palomino. Provincia Urubamba: *109, 5&; 2 inmaduro; Municipalidad
distrital de Maras— localidad Misminay; 13° 20' 7.240" S, 72° 7' 21.670" O; 3303
m.s.n.m.; 20 agosto 2022; K. Ccala, C. Castro, F. Mendoza, D. Palomino * 82, 23 1
inmaduro; Municipalidad distrital de Maras— localidad Chequereq; 13° 20" 27.710" S,
72° 7' 9.900" O; 3346 m.s.n.m.; 20 agosto 2022; K. Ccala, C. Castro, F. Mendoza, D.
Palomino * 59, 42; Municipalidad distrital de Maras— localidad Huaypo; 13° 23' 3.620"
S, 72° 7'16.420" O; 3600 m.s.n.m.; 20 agosto 2022; C. Castro, F. Mendoza, D. Palomino
*39Q, 54 2 inmaduro; Municipalidad distrital de Chincheros— localidad Piuray; 13° 24'
26.110" S, 72° 2' 0.870" O; 3752 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; K. Ccala, C. Castro, D.
Palomino * 59, 3d; Municipalidad distrital de Ollantaytambo - localidad
Ollantaytambo; 13° 14' 54.940" S, 72° 15' 26.540" O; 2918 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; K.
Ccala, C. Castro, F. Mendoza, D. Palomino * 32; Municipalidad distrital de Maras—
localidad Moray; 13° 19' 35.550" S, 72° 11' 49.580" O; 3527 m.s.n.m.; 20 agosto 2022;
K. Ccala * 89, 5J; 3 inmaduro; Municipalidad distrital de Urubamba- localidad
Urubamba; 13° 14' 54.940" S, 72° 15' 26.540" O; 2918 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; K.
Ccala, C. Castro, F. Mendoza * 23'; Municipalidad distrital de Urubamba — localidad
Santuario de colibris; 13° 15' 51.840" S, 72° 10' 44.120" O; 3062 m.s.n.m.; 21 agosto

2022; C. Castro, F. Mendoza.
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Diagnosis: Para las hembras a nivel de genitalia presenta tubulos conectivos de la
espermateca con 4 espiras. EL embolo del palpo en el macho con 4 vueltas. En la parte
dorsal posee un cefalotorax con patas y queliceros de color negro, el abdomen es de color
negro con algunos diagramas dorsales que son muy veleidosos de color que va desde un
rojo a un rojo anaranjado. Ventralmente en el surco epigastrico y las hilanderas contiene
un diagrama en forma de reloj de arena que varia demasiado en el diagrama (Fig. 29.)
Setas abdominales dorsales de un solo tipo. En el sector medio-anterior esta ubicado en
el tercio anterior del opistosoma, normalmente con pigmentacion reducida, presenta una
zona pigmentada pequefia dividida en dos sub-manchas de pigmento y en algunos casos

incluso esta ausente. El pigmento no llega al borde lateral del opistosoma. (Fig. 28.).
Comentario sistematico:

Por las caracteristicas morfoldgicas del epiginio y del embolo la probabilidad de que sea
L. mactans es muy cercana, de la misma manera esta especie proviene de Estados Unidos
0 de las Indias. Ademas, no hay datos del colector del espécimen, a pesar de esta

desinformacion, se asignado la zona sureste de Estados Unidos, como la localidad tipica.
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Figura. 30
Estructura Morfologica de Latrodectus spl

Imm Imm

1mm 1mm

A, B. Comparacion de la espermateca con la presencia de los tibulos conectivos. Vista a 5X. C, D. Comparacién del
embolo del macho. Vista a 5X. E. Vista dorsal de la hembra. Vista a 2X F. Vista ventral de la hembra. Vista a 2X. G.
Vista dorsal del macho. Vista a 2X. H. Vista ventral del macho. Vista a 2X. Flechas sefialan las vueltas del ducto
copulador y del embolo. Lineas punteadas sefialan el angulo de las espermatecas entre si.



Figura. 31
Patrones Ventrales del reloj de Arena de Latrodectus spl.

Se presencio 15 patrones ventrales del opistosoma en forma de “reloj de arena” en
ejemplares Hembras de Latrodectus spl.
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Latrodectus sp2.

Se encontraron 43 individuos de la morfoespecie Latrodectus sp2. (12 machos y 31
hembras). Provincia Anta: *19, 14'; Municipalidad distrital de Limatambo — localidad
Limatambo; 13° 28' 34.635" S, 72° 26' 39.312" O; 2636 m.s.n.m.; 13 mayo 2022; C.
Castro, F. Mendoza *19; Municipalidad distrital de Pucyura — localidad Pucyura; 13°
28' 47.370" S, 72° 6' 45.930" O; 3385 m.s.n.m.; 15 mayo 2022; C. Castro *59, 23; 1
inmaduro; Municipalidad distrital de Limatambo — localidad Ccacahuara; 13° 30'
16.396" S, 72° 20' 29.271" O; 3400 m.s.n.m.; 13 mayo 2022; C. Castro, F. Mendoza, D.
Palomino *3%9; Municipalidad distrital de Anta — localidad Anta; 13° 28' 46.754" S, 72°
7' 40.200" O; 3410 m.s.n.m.; 15 mayo 2022; K. Ccala, C. Castro, F. Mendoza *49, 1J;
2 inmaduros; Municipalidad distrital de Limatambo — localidad Limatambo; 13° 29'
13.230" S, 72° 24' 46.510" O; 3651 m.s.n.m.; 13 mayo 2022; C. Castro, F. Mendoza, D.
Palomino *59; 2 inmaduro; Municipalidad distrital de Anta — localidad Haparquilla; 13°
27'59.650" S, 72° 10" 34.350" O; 3331 m.s.n.m.; 15 mayo 2022; C. Castro, D. Palomino.
Provincia Cusco: *3%, 1J; 1 inmaduro; Municipalidad distrital de San Sebastian —
localidad Aeropuerto; 13° 32" 17.080" S, 71° 55' 2.220" O; 3268 m.s.n.m.; 17 julio 2022;
K. Ccala, C. Castro *29, 1J; Municipalidad distrital de San Sebastian — localidad
Kallachaka; 13° 30" 58.500" S, 71° 56' 32.240" O; 3533 m.s.n.m.; 17 julio 2022; F.
Mendoza *39; Municipalidad distrital de Saylla — localidad Huasao; 13° 34' 11.080" S,
71° 49 57.380" O; 3171 m.s.n.m.; 23 julio 2022; K. Ccala, F. Mendoza *29;
Municipalidad distrital de Santiago — localidad Muyu Urqu; 13° 32' 32.010" S, 71° 57
20.570" O; 3445 m.s.n.m.; 15 julio 2022; K. Ccala. Provincia Urubamba: *29;
Municipalidad distrital de Maras — localidad Chequereq; 13° 20' 27.710" S, 72° 7' 9.900"
O; 3346 m.s.n.m.; 20 agosto 2022; C. Castro, F. Mendoza * 3J; 1 inmaduro;

Municipalidad distrital de Chincheros — localidad Piuray; 13° 24' 26.110" S, 72° 2' 0.870"
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O; 3752 m.s.n.m.; 21 agosto 2022; K. Ccala *2&; Municipalidad distrital de
Ollantaytambo — localidad Ollantaytambo; 13° 14' 54.940" S, 72° 15' 26.540" O; 2918
m.s.n.m.; 21 agosto 2022; K. Ccala, F. Mendoza *1&'; Municipalidad distrital de Maras
— localidad Moraya; 13° 19' 35.550" S, 72° 11' 49.580" O; 3527 m.s.n.m.; 20 agosto

2022; F. Mendoza.

Diagnosis: Tubulos de las espermatecas unidas en la base con forma de V con 4 espiras.
Embolo del palpo del macho con 4 vueltas. La morfologia de la hembra posee cuatro
apéndices, todos estos tienen tres ufias, los apéndices | y IV son mas largos. El apéndice
IV dispone de un peine. Abdomen subglobular con pliegues pequefios, presenta
dorsalmente un patréon de pigmentacion irregular Fig. (32 C). El sector anterior no
presenta ninguna pigmentacion en la mayoria de los ejemplares. Ventralmente con una
mancha entre el surco epigastrio y las hilanderas que asemeja un reloj de arena irregular.
Fig. (32 D). En caso del macho en la vista dorsal del abdomen no presenta ninguna
pigmentacion, en la vista ventral del abdomen de igual manera que en la hembra presenta

un diagrama que se asemeja un reloj de arena irregular. Fig. (32 F).
Distribucion en las localidades para la Region Cusco:

Anta (Anta, Limatambo y Pucyura), Cusco (San Sebastidn, Santiago y Saylla) y

Urubamba (Chinchero, Maras y Ollantaytambo).
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Figura. 32
Estructura morfoldgica de Latrodectus sp2.

A. Espermateca con la presencia de los tubulos conectivos. Vista a 5X. B. Embolo del macho.
Vista a 5X. C. Vista dorsal de la hembra. Vista a 2X. D. Vista ventral de la hembra. Vista a 2X.
D. Vista dorsal del macho. Vista a 2X. E. Vista ventral del macho. Vista a 2X. Flechas sefialan
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las vueltas del ducto copulador y del embolo. Lineas punteadas sefialan el angulo de las
espermatecas entre si.



3.2 COMPOSICION DE ESPECIES DEL GENERO Latrodectus PARA LAS 4

REGIONES.

Se determinaron 2 especies del género Latrodectus y 2 morfotipos.

Tabla 5 Especies encontradas en las 4 localidades de la Region Cusco.

Especies del género Latrodectus

Latrodectus Latrodectus Latrodectus spl Latrodectus sp2
Provincias
geometricus thoracicus
Anta X - X X
Calca - X X -
Cusco - - X X
Urubamba - X X X
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3.3 DETERMINACION MOLECULAR DE Latrodectus.

3.3.1 EXTRACCION DE ADN USANDO PCIA
Se extrajo ADN de las siguientes muestras preservadas en el CEINZ: Latrodectus geometricus,
Latrodectus thoracicus, Latrodectus spl, Latrodectus sp2, y Loxosceles sp. La extraccién se

Ilevé a cabo con técnicas estandar para asegurar la calidad del ADN obtenido.

Los resultados obtenidos para la concentracion y pureza del ADN fueron satisfactorios, segun
se muestra en las curvas de absorcion obtenidas con el espectrofotdmetro Nanodrop 2000. Las
mediciones reflejaron valores adecuados para la concentracién y la relacion 260/280, lo que

indica un ADN de alta calidad y libre de contaminantes significativos.

Estos resultados estan detallados en la Tabla 6 y se ilustran graficamente en la Figura 33. Estos
datos aseguran que el ADN extraido es apto para las posteriores etapas de analisis, como la

amplificacion en PCR y la secuenciacion.

Tabla 6 concentracion y pureza de ADN de las muestras.

MUESTRA CONCENTRACION PUREZA
ng/uL
(Absorbancia)
Latrodectus spl 9,5 1,72
Latrodectus thoracicus 22,5 1,92
Latrodectus sp2 20,9 1,93
Latrodectus geometricus 40,3 1,96
Loxosceles sp. 232,6 1,63
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Figura. 33

Cuantificacion de acidos nucleicos .

La concentracion de ADN en todas las muestras analizadas vario entre 9,5y 232,6
ng/uL. Estas concentraciones se encontraban dentro del rango recomendado por
el protocolo de extraccion, lo que indica que se logré una extraccién eficiente y
adecuada. Este rango de concentracion sugiere que las técnicas de pipeteo y el
manejo de los reactivos fueron ejecutados con precision, resultando en una
calidad y cantidad de ADN que cumple con los estandares establecidos para las

etapas subsiguientes del analisis.

La consistencia en los resultados también refleja la correcta implementacién de
los procedimientos de extraccion, y asegura que el ADN extraido es adecuado
para aplicaciones como PCR en tiempo real y secuenciacion. Ademas, la
uniformidad en las concentraciones refuerza la fiabilidad de los datos obtenidos,
lo que es fundamental para la precisién y validez de los estudios moleculares

futuros.
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3.3.2 DETECCION EN PCR DE TIEMPO REAL

3.3.2.1 ESTANDARIZACION DE LA PCR EN TIEMPO REAL,
LIMITES DE DETECCION Y CROSS-REACTIVIDAD
USANDO ITAQ™ UNIVERSAL SYBR® GREEN
SUPERMIX PARA LA DETECCION DE VOUCHER RBAR-
W10 GEN DE LA SUBUNIDAD 1 DEL CITOCROMO
OXIDASA (COl)
La Figura 34 ilustra las curvas de amplificacién obtenidas durante las
pruebas de PCR en tiempo real para las muestras de ADN. El analisis
de las curvas de disociacion revel6 un pico con forma simétrica y sin
irregularidades, lo que confirma la calidad 6ptima de la reaccion de
PCR en tiempo real. La temperatura de fusién (Tm) observada fue de
74,5 °C, un valor asociado con un resultado positivo para la especie
Latrodectus mactans. No se detectd ninguna curva de amplificacion

en el control negativo, lo que valida la especificidad del ensayo.

Para establecer el limite de deteccion del ensayo, se realizaron
pruebas con diversas diluciones del ADN de Latrodectus mactans: 1
ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul, 100 fg/ul, 10 fg/ul y 1 fg/ul, como
se muestra en la Figura 50. La PCR en tiempo real detect6
amplificacion a partir de la dilucién de 100 pg/ul. Todas las
diluciones detectadas presentaron un Tm de 74,5 °C en las curvas de
disociacién, y no se observé amplificacion en el control negativo,

confirmando la precision del ensayo.
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Respecto a la cross-reactividad, la Figura 49 muestra que no hubo
amplificacion en las muestras de ADN de Latrodectus thoracicus,
Latrodectus geometricus, Latrodectus sp2 y Loxosceles sp. El
analisis de las curvas de disociacion para estas muestras también
mostré un Tm de 74,5 °C en el control positivo, mientras que el
control negativo no presentd amplificacion. Estos resultados
confirman la alta especificidad del ensayo para Latrodectus mactans

y la ausencia de reacciones cruzadas con otras especies.
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Figura. 34
Estandarizacion de la PCR en tiempo real y cross-reactividad

TEMPLADO Control Latrodectus spl Latrodectus Latrodectus sp. Latrodectus Loxosceles sp2 Control
positivo thoracicus geometricus negativo

Ct 25,55 30,95 N/A N/A N/A N/A N/A
24,82 29,76 N/A N/A N/A N/A N/A

™m 74,5 74,5 N/A N/A N/A N/A N/A
74,5 74,5 N/A N/A N/A N/A N/A

Melt Curve

A 3400

3200

3000

RFU

2800

2600

2400

Temperature, Celsius

A. Curva de amplificacion (RFU Vs. Ciclos). Se observa el aumento exponencial en la fluorescencia debido a la amplificacion del gen objetivo al final de
cada ciclo (Latrodectus mactans). B. Curva de disociacion (RFU Vs. Temperatura °C), se observa el descenso de RFU en funcion del incremento gradual de
la temperatura como consecuencia de la denaturacion del ADN de doble cadena. C. Analisis de curvas de disociacion —d(RFU)/dT Vs. Temperatura (°C), se
observa un pico simétrico, sin anormalidades o jorobas. Se observa un Tm=74,5 C°.



Figura. 35

Limite de deteccion de la PCR en tiempo real.

TEMPLADO ADN  Latrodectus ADN Latrodectus ~ ADN Latrodectus ~ ADN Latrodectus ~ ADN Latrodectus ~ ADN Latrodectus ~ ADN Latrodectus  Control
mactans 1ng/pl mactans mactans 10 pg/pl mactans 1pg/pl mactans 100fg/pl mactans 10fg/pl mactans 1fg/ul negativo
100 pg/pl
Ct 31,48 34.26 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
31,16 3321 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Tm 745 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
74,5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
I S =B e
A B

Melt Peak

-d(RFU)AT

Temperature, Celsius

A. Curvas de amplificacién (RFU Vs. Ciclos): Se observa curvas de amplificacion con un patrén decreciente y proporcional a cada dilucion de
ADN de Latrodectus mactans. B. Curva de disociacién (RFU Vs. Temperatura °C), se observa el descenso de RFU en la dilucion 1ng/pl en funcién

del incremento gradual de la temperatura (°C). C. Analisis de curvas de disociacion — d(RFU)/dT Vs. Temperatura (°C), se observa una Tm =74,5
°C solo para 1ng/pl.



3.4 LISTADO DE ESPECIES

3.4.1 ESPECIES PARA LA PROVINCIA DE ANTA

Durante el estudio en la provincia de Anta, se logré identificar la presencia de 1

especie y 2 morfoespecies del género Latrodectus: Latrodectus geometricus,

Latrodectus spl y Latrodectus sp2.

Tabla 7 Base de datos de la riqueza de especies del género Latrodectus para Anta.

Especies
CORDENADAS Latrodectus  Latrodectus Latrodectus Latrodectus
spl geometricus thoracicus sp2
Al  13°28'34.635"S 72°26'39.312" O X - - X
A2 13°28'47.370" S 72°6'45.930" O X - - X
A3 13°30'16.396" S 72°20'29.271" O - - - X
A4 13°27'33.660" S 72° 4'41.950" O X - - -
A5 13°28'46.754" S 72°31'41.625" O X - - -
Ab6 13°28'46.754" S 72°7'40.200" O X - - X
A7 13°29'13.230" S 72° 24'46.510" O X X - X
A8 13°31'5.680" S 72°30'43.010" O - - - -
A9  13°32'35.310"S 72°32'31.960" O X X - -
Al10  13°27'59.650" S 72° 10" 34.350" O X - - X

3.4.2 ESPECIES PARA LA PROVINCIA DE CALCA

De igual manera a través de la determinacion taxonémica, se logro identificar la

presencia de 1 especie y 1 morfoespecie distintas de arafias del género

Latrodectus: Latrodectus sply Latrodectus thoracicus,
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Tabla 8 Base de datos de la riqueza de especies del género Latrodectus para Calca.

Especies
CORDENADAS Latrodectus sp1  Latrodectus Latrodectus Latrodectus sp2
geometricus thoracicus
CAl1 13°25'12.710" S 71°51'42.250" O X - X -
CA2 13°23'8.770"S 71°53'54.150" O - - X -
CA3 13°29'16.160" S 71°46'49.160" O X - X -
CA4  13°19'43.720" S 71°57'29.850" O X - X -
CA5 13°21'2.020"S 71°57'16.620" O X - - -
CA6  13°24'51.740" S 71°50'57.140" O - - X -
CA7 13°6'17.500" S 72°2'27.700" O X - X -
CA8 13°6'34.350"S 72°3'32.910" O X - - -
CA9  12°41'2.450"S 72°16'39.380" O X - X -
CA10 12°58'18.981"S 72°0'33.038" O X - - -

3.4.3 ESPECIES PARA LA PROVINCIA DEL CUSCO

De la misma forma mediante determinacion taxondmica, se logré identificar la

presencia de 2 morfoespecies: Latrodectus sply Latrodectus sp2.

Tabla 9 Base de datos de la riqueza de especies del género Latrodectus para Cusco.

Especies
CORDENADAS Latrodectus  Latrodectus  Latrodectus Latrodectus
spl geometricus  thoracicus  sp2
CUl 13°32'17.080" S 71°55'2.220" O X - - X
CU2 13°31'44.010" S 71°55'15.980" O X - - -
CU3  13°30'58.500"S 71° 56'32.240" O X - - X
CU4  13°29'12.290" S 71°57'25.870" O X - - X
CU5 13°31'13.470"S 71°53'32.270" O X - - -
CU6  13°34'11.080"S 71° 49'57.380" O X - - X
CU7 13°32'32.010"S 71°57'20.570" O - - - X
CuU8  13°29'37.080" S 72°2'7.190" 0O X - - -
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CU9  13°29'19.600" S 71°59'19.810" O X - - X

CU10 13°29'47.050"S 71°57'8.980" O X - - -

3.4.4 ESPECIES PARA LA PROVINCIA DE URUBAMBA
Por ltimo de la misma manera a través de la determinacion taxonomica, se logro
identificar la presencia de 1 especie y 2 morfoespecies del género Latrodectus:

Latrodectus thoracicus, Latrodectus sply Latrodectus sp2.

Tabla 10 Base de datos de la riqueza de especies del género Latrodectus para Urubamba.

Especies

Latrodectus Latrodectus Latrodectus Latrodectus

CORDENADAS
spl geometricus thoracicus  sp2
URU1 13°20'7.240"S 72° 7 21.670" O X - - -
URU2 13°20'27.710"S  72°7'9.900" O X - X X
URU3  13°23'3.620" S 72°7'16.420" O X - X -
URU4  13°24'26.110"S  72°2'0.870" O X - X X
URUS  13°22'19.650"S  72°3'50.780" O - - X -
URU6  13°14'54.940"S  72°15'26.540" O X - X X
URU7 13°19'35550"S  72°11'49.580" O X - X X
URU8  13°17'45500"S 72°7'6.570" O X - X -
URU9 13°18'26.900"S 72°7'32.180"0O X - X -
URU10 13°15'51.840"S  72°10'44.120"0O X - - -

3.5 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO Latrodectus
Se registro la distribucion del género Latrodectus en las cuatro provincias de la
Region del Cusco: Anta, Calca, Cusco y Urubamba. Este estudio involucro la
recopilacion de datos en diversos puntos de muestreo en cada una de estas
provincias, con el fin de mapear la presencia del género en diferentes habitats y

condiciones ecoldgicas.
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Anta: La presencia de Latrodectus fue observada en areas montafiosas y valles
interandinos, con registros que destacan tanto en zonas de bosque seco como en areas

de vegetacion mas densa.

Calca: En esta provincia, los hallazgos se centraron en los valles y areas agricolas.

Cusco: Se registro la presencia de Latrodectus en diversos sectores urbanos y
periurbanos, asi como en areas rurales y peri-rurales, reflejando una amplia adaptacion

a distintos tipos de habitats dentro de la ciudad historica y sus alrededores.

Urubamba: En Urubamba, los datos recogidos indicaron una presencia significativa

en los valles y zonas secas.

Este registro detallado permite una comprension mas completa de la distribucién
geografica de Latrodectus en la Region del Cusco, y facilita la identificacion de areas
de potencial estudio futuro y conservacion. Ademas, la informacion obtenida es
crucial para evaluar el riesgo potencial de encuentros con esta especie y para
desarrollar estrategias de manejo y prevencion en areas donde la presencia del

género es notable.
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Figura. 36
Mapa de distribucion de: L sply L. geometricus, en las 4 localidades de la region Cusco.




Figura. 37
Mapa de distribucién de: L sp2 y L. thoracicus, en las 4 localidades de la regién Cusco.




3.6 ABUNDANCIA RELATIVA DEL GENERO Latrodectus PARA LAS 4

PROVINCIAS DE LA REGION CUSCO.

3.6.1 Abundancia relativa para Anta.

Figura. 38

Abundancia de Especies del genero Latrodectus para Anta.
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De las colectas realizadas dentro de las 10 localidades para Anta se capturo 138 morfotipos del

género Latrodectus, en la figura 37 nos indica que la especie con mayor abundancia relativa

con 48.55% es Latrodectus spl, sequida de Latrodectus geometricus con 37.68% y Latrodectus

sp2. Con 13.77%, Latrodectus thoracicus no se encuentra presente en estas 10 localidades de

Anta.
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3.6.2 Abundancia relativa para Calca.

Figura. 39
Abundancia de Especies del genero Latrodectus para Calca.
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De las colectas realizadas dentro de las 10 localidades para Calca se capturo 108 morfotipos
del género Latrodectus, en la figura 38 nos indica que la especie con mayor abundancia relativa
con 75.93% es Latrodectus spl, seguida de Latrodectus thoracicus con 24.07%, Latrodectus
geometricus y Latrodectus sp2. no se encuentran presentes en ninguna de estas 10 localidades

de Calca.
3.6.3 Abundancia relativa para Cusco.

Figura. 40
Abundancia de Especies del genero Latrodectus para Cusco.
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De las colectas realizadas dentro de las 10 localidades para Cusco se capturo 90 morfotipos del

género Latrodectus, en la figura 39 nos indica que la especie con mayor abundancia relativa

con 82.22% es Latrodectus spl, seguida de Latrodectus sp2 con 17.78%, Latrodectus

geometricus y Latrodectus thoracicus, no se encuentran presentes en ninguna de estas 10

localidades de Cusco.

3.6.4 Abundancia relativa para Urubamba.

Figura. 41

Abundancia de Especies del genero Latrodectus para Urubamba..
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De las colectas realizadas dentro de las 10 localidades para Urubamba se capturo 97 morfotipos

del género Latrodectus, en la figura 41 nos indica que la especie con mayor abundancia relativa

con 71.13% es Latrodectus sp1, sequida de Latrodectus thoracicus con 20.62% y Latrodectus

sp2. Con 8.25%, Latrodectus geometricus no se encuentra presente en ninguna de estas 10

localidades de Urubamba.
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DISCUSION
Este trabajo también ha determinado a Latrodectus geometricus en el territorio peruano,
ampliando asi su distribucion geogréafica. Sin embargo, Abalos, (1980) Reconoce la
presencia de Latrodectus geometricus en Argentina y en otras regiones del Sur de
América. Ademds, destacd la ausencia de Latrodectus mactans en Sur Ameérica,

seflalando su distribucion exclusiva al Norte de América.

Por otra parte también el presente estudio ha ampliado notablemente este conocimiento
al confirmar la presencia de Latrodectus geometricus en la region de Cusco, Per(, situada
en Ameérica del Sur. Este descubrimiento no solo enriquece nuestra comprensién de la
distribucién geogréfica de esta especie, sino que también sugiere la necesidad de
investigaciones adicionales para comprender completamente la ecologia y la dinamica
de estas arafias venenosas en distintos entornos. Sin embargo, Garb et al., (2004)
También demostro y determino la presencia de Latrodectus geometricus en muestras
recolectadas tanto en Africa como en el norte de Argentina, dio a conocer y ampliar su

distribucion de esta especie.

La identificacion de especies dentro del complejo género Latrodectus es particularmente
desafiante cuando se utiliza solo claves dicotomicas, similar a las dificultades
encontradas en la identificacion de caracoles que indica Duffy et al., (2009) y siguiendo
su metodologia , se realiz6 un PCR en tiempo real que reveld diferencias en la
temperatura de fusion (melting temperature) entre Latrodectus mactans (con ADN
positivo) y otras especies de Latrodectus asi como Loxosceles sp. Esta metodologia
incluyé la verificacion de la amplificacion especifica de ADN para Latrodectus mactans

y evaluo la cross-reactividad con otras especies.
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Los resultados sugieren que el uso de PCR en tiempo real y el disefio de primers
especificos para el género Latrodectus ofrecen una herramienta prometedora para la
identificacion de Latrodectus mactans. Sin embargo, para confirmar de manera definitiva
la presencia de Latrodectus mactans en la region de Cusco, se requiere una mayor
cantidad de datos moleculares y la inclusion de estudios adicionales que refuercen la

especificidad del método y la precision de la identificacion.

La extraccion de ADN se realizé de acuerdo con lo descrito por Xu et al. (2015) con una
variacion en el uso de la proteinasa K, que en vez de 20mg/L se utilizé solo 10mg/L, de
igual manera se utiliz6 sus cebadores disefiados Lat COIl_F1y Lat COI_R1 que fueron
blasteados en con el programa Primer-BLAST y que fueron rigurosamente estudiados
dandonos como resultado el siguiente cebador para Latrodectus voucher RBAR-W10
cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene, partial cds; mitocondrial con Cddigo
DQ127321.1 en el NCBI, por lo que se demuestra que la metodologia de obtencion de

ADN es viable.

Los hallazgos, el presente estudio expande esta linea de investigacion al determinar la
presencia de Latrodectus spl, Latrodectus geometricus, Latrodectus thoracicus y
Latrodectus sp2 en la region de Cusco, PerQ. Por otra parte Aguilera, (2016) Representd
un avance significativo al establecer caracteres discretos que permiten una identificacion
precisa de las especies de Latrodectus. Este estudio concluy6 con la descripcion detallada
de los caracteres discretos especificos para Latrodectus geometricus y Latrodectus
thoracicus en Chile, situada en América del Sur. Estos caracteres morfologicos

proporcionaron una herramienta invaluable para la identificacion de estas especies.

Cabrera & Valdez, (2021) Dio a conocer que el patron ventral del opistosoma en forma

de “reloj de arena” varia para Latrodectus mactans, de forma similar en este trabajo de
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investigacion se realizo diagramas del reloj de arena de Latrodectus spl ya que fue la
mas abundante en este trabajo de investigacion, como resultado 15 patrones ventrales
distintos, de esta manera se coincide con cabrera que el diagrama del reloj de arena y
como un comentario se podria indicar que posiblemente estas figuras sean como las
huellas digitales en los humanos, quiero decir que se les puede diferenciar entre

individuos de la misma especie.

Maguifia et al., (2017) Reporta para la sierra peruana en Arequipa, Junin, Apurimac y
Ayacucho a Latrodectus mactans, por otra parte, este estudio realiz6 reportes también
para sierra peruana en este caso para localidades del Cusco — Peru, determinado a
Latrodectus spl, L. geometricus, Latrodectus thoracicus y Latrodectus sp2.y Rueda et
al., (2021) Realizaron nuevos reportes para L. geometricus y L. curacaviensis en 10
departamentos de Colombia, en este presente estudio también presenta nuevos reportes

de Latrodectus geometricus para algunas localidades de Cusco — Peru.

Levi, (1959) En su trabajo de investigacion reconoce la distribucion de las siguientes
especies Latrodectus geometricus, en Norte América y Latrodectus mactans, en
América, mencionando a Cusco con las siguientes localidades: Ollantaytambo; Cuzco; y
Rivera Marcapata. Por el contrario, en el presente trabajo se hallaron registros de
Latrodectus geometricus para Anta-Cusco sin embargo en este trabajo de investigacion

no se determina a Latrodectus mactans.

Gonzales, (1974) En su tesis hizo colectas del género Latrodectus en distintos puntos
dentro del valle del Cusco, de igual manera en este estudio se tomé como referencia al
Cusco y punto de partida para trabajar la presencia de este género sin embargo se
aumento la presencia de este género en mas localidades para el cusco, siendo Anta, Calca,

Cusco y Urubamba.
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Pimentel, (2019) En su trabajo de seminario investigacion para la Universidad Nacional
De San Antonio Abad del Cusco (no publicado) da a conocer 3 morfoespecies del género
Latrodectus; siendo para: L. spl: Cusco, Paucartambo, Quispicanchis, Urubamba, Calca
y Paruro. L. sp2: Anta. Y L. sp3: Canchis y Chumbivilcas. Por otra parte, en el presente
trabajo de investigacion dio como resultado 2 especies y 2 morfoespecies del género
Latrodectus, Para Anta: Latrodectus spl, Latrodectus geometricus y Latrodectus sp2.
Para Calca: Latrodectus spl y Latrodectus thoracicus. Para Cusco: Latrodectus spl y
Latrodectus sp2. Y para Urubamba: Latrodectus spl, Latrodectus thoracicus y

Latrodectus sp2.

El presente estudio abarca un andlisis integral de datos moleculares y morfolgicos de
Latrodectus. La mayoria de las especies analizadas fueron identificadas mediante
amplificacion de ADN vy la elevacion de temperaturas de desnaturalizacion, siguiendo el
método descrito por Duffy et al. (2009). En términos morfologicos, se revisaron 433 individuos

provenientes de las localidades de Anta, Calca, Cusco y Urubamba.

Es ampliamente reconocido que muchas especies del grupo "mactans” presentan dificultades
para ser diagnosticadas unicamente con caracteres morfoldgicos. Durante afios, diversas
especies con amplias distribuciones geograficas han sido sindnimas de L. mactans, a menudo
de manera arbitraria y sin una justificacién taxonémica adecuada. Ademas, las descripciones
incompletas que no mencionan caracteres diagndsticos complican ain mas la identificacion

precisa de las especies de Latrodectus.
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CONCLUSIONES

1. Se determino para cuatro localidades de la region del Cusco las siguientes especies,
para Anta: Latrodectus spl, Latrodectus geometricus y Latrodectus sp2. Para Calca:
Latrodectus spl y Latrodectus thoracicus. Para Cusco: Latrodectus spl y Latrodectus
sp2. Y para Urubamba: Latrodectus spl, Latrodectus thoracicus y Latrodectus sp2. Es
importante destacar que algunas de estas especies coexisten en la misma area geografica
sin mostrar signos evidentes de hibridacion, lo cual sugiere un estado de simpatria entre
ellas. Este hallazgo es significativo, ya que arroja luz sobre la dindmica de poblacién y
la ecologia de estas arafias en este entorno especifico.

2. Se detectd por PCR en tiempo real al gen de Citocromo Oxidasa I, con ADN positivo
de L. mactans, en 1 ejemplar identificado por claves dicotdémicas como Latrodectus
spl, sin embargo, no se le puede atribuir esa especie al morfotipo, por ende, no se
cumple este objetivo ya que se necesita mas datos moleculares para caracterizar dicha
especie.

3. Distribucion Geogréfica del Género Latrodectus en la Region Cusco:

El anélisis de la distribucion geogréfica del género Latrodectus en este estudio revela
su presencia en cuatro provincias de la Region del Cusco, con la siguiente distribucién
especifica:

Anta: En esta provincia se identificaron tres morfoespecies: Latrodectus geometricus,
Latrodectus spl, y Latrodectus sp2. Esta variedad sugiere que Latrodectus tiene una
presencia diversa en los distintos ecosistemas de Anta.

Calca: Se encontraron dos morfoespecies: Latrodectus thoracicus y Latrodectus spl.
Esta distribucidn apunta a una adaptacion especifica del género a los habitats de esta

provincia.
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Cusco: Se registraron Latrodectus spl y Latrodectus sp2. La presencia de estas
morfoespecies en Cusco refleja la capacidad del género para colonizar diversas areas
dentro de esta provincia.

Urubamba: Se detectaron tres morfoespecies: Latrodectus thoracicus, Latrodectus
spl, y Latrodectus sp2. Esto indica una amplia distribucién del género en diferentes
tipos de habitats en la provincia.

Esta informacion sobre la distribucidn geogréafica proporciona una vision detallada de
como Latrodectus se extiende por la Region del Cusco, destacando las variaciones en
la presencia de diferentes morfoespecies en cada provincia. Estos datos son cruciales
para comprender la ecologia del género y su adaptacién a los diversos ambientes de la
region.

La especie mas abundante y representativa para las cuatro localidades fue Latrodectus
spl con una abundancia de 67 individuos para Anta, 82 individuos para Calca, 74
individuos para Cusco y 69 individuos para Urubamba, siendo la méas representativa

para cada una de las provincias.
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RECOMENDACIONES

Realizar més estudios moleculares como secuenciacion molecular exhaustiva de las
cuatro especies de Latrodectus para establecer datos filogenéticos precisos de los
genomas de estas especies. Este enfoque permitira una comprension mas profunda
de las relaciones evolutivas dentro del género Latrodectus y contribuira al desarrollo
de estrategias de conservacion y gestion de la biodiversidad mas informadas.
Ampliar los puntos de muestreo y prolongar la duracion de las colectas directas, con
el objetivo de determinar la presencia del género Latrodectus en las nueve provincias
restantes de la Region Cusco. Este enfoque ampliado de muestreo proporcionara una
imagen mas completa de la distribucion geografica de estas especies de arafias
venenosas y permitira una evaluacion mas precisa de su abundancia y diversidad en
la region.

Recopilar datos detallados sobre temperatura, humedad y composicion floristica del
area de estudio para llevar a cabo estudios mas completos de ecologia. Estos datos
ambientales son fundamentales para comprender los factores que influyen en la
distribuciony el comportamiento de Latrodectus y pueden proporcionar informacién
valiosa sobre sus interacciones con otros organismos y su papel en los ecosistemas

locales.
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ANEXOS

Anexo 1: Constancia de respaldo — Cayetano Heredia.
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ANEXO 2: Permiso de colecta
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Anexo 3: Constancia de deposito de material bioldgico de la presente tesis en el Museo de

Historia Natural de la UNSAAC.
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Anexo 4: Permiso de ingreso al Laboratorio de Aracnologia y Entomologia de la

Universidad Nacional San Antonio Abad Del Cusco de la Escuela Profesional de Biologia
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ANEXO 5: Clave de identificacion

Clave para especies del género Latrodectus (Aguilera, 2016).
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ANEXO 6: Base de datos

https://docs.google.com/spreadsheets/d/10RzNJoeK4t-d6zp-IJmS-

pKHwlaNzPgA3/edit?qid=1420566938#0id=1420566938
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ANEXO 7: Carta de apoyo de determinacion del Género Latrodectus
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ANEXO 8: Area de estudio







Anexo 9: colectas de los aracnidos

Latrodectus spl, Hembra casi 3 veces mas

grande que el macho.




Latrodectus thoracicus,
® »

machp

)
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Anexo 10: Trabajo de laboratorio




Anexo 11: extraccion de ADN
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Anexo 12: Obtencion de los insumos para la amplificacion de ADN
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Anexo 13: preparacién para la Amplificacion de ADN

111



112



Escaneado con CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

