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RESUMEN EJECUTIVO 

Los mecanismos de resistencia de serpientes a anfibios venenosos están determinados por 

adaptaciones moleculares como sustituciones de aminoácidos (AA) en genes codificantes y 

modificaciones en zonas que regulan los patrones de expresión genética. Esta evolución de 

adaptaciones moleculares ha sido estudiada en culebras resistentes a anfibios con potentes toxinas 

que actúan sobre receptores moleculares específicos. Individuos de ranas venenosas de la familia 

Dendrobatidae pueden acarrear más de 16 compuestos diferentes en su piel que pueden alterar el 

funcionamiento de varios receptores. No obstante, los mecanismos de resistencia en serpientes 

neotropicales que consumen ranas con adaptaciones tóxicas complejas y variadas carecen de 

estudios científicos suficientes. Debido a esto, esta propuesta busca identificar mecanismos 

genéticos de resistencia a toxinas de ranas venenosas de la familia Dendrobatidae por parte de 

serpientes ojos de gato (Leptodeira spp.). Para ello, utilizaremos técnicas transcriptómicas que nos 

permitan realizar: i) reconstrucciones ancestrales de dieta y sustituciones de AA, ii) análisis de 

selección positiva en codones, genes y ramas del árbol filogenético de serpientes y iii) 

experimentos que determinen patrones de expresión genética en Leptodeira ornata ante el 

consumo de ranas venenosas. A través de este estudio se espera: i) encontrar sustituciones de 

aminoácidos relacionados con la incursión de ranas venenosas en la dieta de serpientes, ii) 

identificar codones y genes con selección positiva en las poblaciones ecuatorianas de Leptodeira 

sp. para encontrar posibles sustituciones de AA o genes candidatos en la resistencia a 

dendrobátidos y iii) determinar los patrones de expresión genética en la desintoxicación de 

Leptodeira sp. ante ranas venenosas. Este trabajo es relevante porque permitirá entender los 

mecanismos genéticos de resistencia a dendrobátidos por parte de serpientes ojos de gato. Además, 

proporcionará información útil para ampliar el conocimiento de la coevolución de toxicidad y 

resistencia entre anfibios venenosos y serpientes.  

Palabras clave: adaptación, Dendrobatidae, receptores moleculares, serpientes, sustituciones, 

toxinas. 
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ABSTRACT 

Snake resistance mechanisms to poisonous amphibians are determined by molecular adaptations 

such as amino acid (AA) substitutions in coding genes and modifications in areas that regulate 

gene expression patterns. This evolution of molecular adaptations has been studied in amphibian-

resistant snakes with powerful toxins acting on specific molecular receptors. Individuals of 

poisonous frogs of the family Dendrobatidae can carry more than 16 different compounds on their 

skin that can modify the function of various receptors. Nevertheless, the resistance mechanisms in 

neotropical snakes that consume frogs with complex toxic adaptations lack scientific studies. For 

this reason, this proposal aims to identify genetic mechanisms of resistance to poisonous frogs' 

toxins of the Dendrobatidae family by cat-eyed snakes (Leptodeira spp.). For this purpose, 

transcriptomic techniques will be used that allow us to perform: i) ancestral reconstructions of diet 

and AA substitutions, ii) positive selection analysis on codons, genes, and branches of the 

phylogenetic tree of snakes and iii) experiments that determine patterns of gene expression in 

Leptodeira ornata to poisonous frogs. By this study we expect to: i) find AA substitutions related 

to the incursion of poisonous frogs in the snake diet, ii) identify codons and genes with positive 

selection in Ecuadorian populations of Leptodeira sp. to find possible AA substitutions or 

candidate genes in the resistance to dendrobatids and iii) determine the patterns of gene expression 

in the detoxification of Leptodeira sp. to poisonous frogs. The relevance of this work lies in 

understanding the genetic mechanisms of resistance to dendrobatids by cat-eyed snakes. In 

addition, it will provide relevant information to expand the knowledge of the coevolution of 

toxicity and resistance among poisonous amphibians and snakes 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. INTERACCIONES PRESA-DEPREDADOR COMO FUENTE DE DIVERSIDAD 

BIOLÓGICA 

Las constantes interacciones entre especies pueden llegar a ser determinantes en la 

generación de dinámicas coevolutivas, como aquellas que ocurren cuando una especie evoluciona 

y genera presiones selectivas en otra especie (Clayton et al., 2015). Esta compleja red de relaciones 

interespecíficas compone la estructura y la funcionalidad de cualquier comunidad ecológica 

(Thompson, 1994). Es así como las relaciones antagonistas son consideradas, en gran medida, la 

mayor fuerza motriz de la coadaptación, debido a la frecuencia con la que ocurren en las 

comunidades biológicas (e.g., presa-depredador; hospedero-patógeno) y sus notables 

consecuencias en la aptitud evolutiva de los participantes (Vermeji, 1994). En las relaciones 

antagónicas existen fuerzas selectivas positivas para la adquisición de adaptaciones que permitan 

a las especies sobrevivir frente a las posibilidades del contrario (Arbuckle et al., 2017). Entre las 

relaciones antagonistas las interacciones entre presa y depredador suelen ser las más comunes.  

 

La interacción entre presa y depredador puede ser percibida como una relación entre 

víctima y explotador debido a que los efectos producidos como fuerza, modo y uniformidad de 

selección difieren notablemente entre las especies que participan en este proceso evolutivo 

(Dawkins y Krebs, 1979). Por ejemplo, el costo que representa para una presa perder ante su 

depredador es alto: su vida. Por el contrario, un depredador que deja escapar una presa 

probablemente solo deba esperar unos días antes de tener otra oportunidad. Debido a esta 

diferencia, los depredadores son fuerzas selectivas importantes para las poblaciones de sus presas 

y tienen un efecto notable en su adquisición de mecanismos de defensa fisiológicos (e.g., toxinas; 

Raaymakers et al., 2017), morfológicos (e.g., mimetismo; Janzen et al., 2010; Hossie y Sherratt, 

2013) y comportamentales (e.g., tanatosis; Humphreys y Ruxton, 2018). Un extremo en los 

patrones de selección asimétrica de los sistemas presa-depredador se da cuando las presas 

presentan defensas químicas; es decir, cuando las presas se vuelven peligrosas y comprometen la 

vida para sus depredadores (Broddie III y Brodie Jr, 1999). 
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Un tipo de defensa química son las toxinas, moléculas que van desde pequeños grupo 

amino a largas proteínas que producen un perjuicio fisiopatológico en un organismo susceptible a 

ellas (Brodie, 2009; Mebs, 2001; Nelsen et al., 2014). Las toxinas están presentes a lo largo del 

árbol filogenético de la vida en el planeta, incluyendo animales, plantas, hongos y 

microorganismos. Estas adaptaciones, contrario a otros tipos de defensa presentes en distintas 

presas (e.g., camuflaje), generan una fuerte presión selectiva en las poblaciones de depredadores. 

Además, son una adaptación conveniente en los contextos ecológicos y evolutivos de una relación 

antagonista, ya sea como mecanismo de protección o medio eficaz para la depredación (Arbuckle, 

2017). De este modo, ante la presencia de presas provistas de un arsenal químico de defensa, los 

depredadores tienen dos opciones: 1) adquirir mecanismos comportamentales y/o moleculares que 

les permitan tolerar las toxinas y acceder al alimento o 2) identificar y evitar presas potencialmente 

peligrosas (Glendinning, 2007; Skelhorn et al., 2016). Cuando los depredadores cuentan con la 

resistencia se produce un proceso escalonado y recíproco de fuerzas selectivas conocido como 

carrera armamentista (Brodie III y Brodie Jr, 1999).  

 

1.2. RELACIONES TRÓFICAS ENTRE ANFIBIOS Y SERPIENTES 

 

Uno de los sistemas naturales de carrera evolutiva armamentista mejor estudiado es el de 

anfibios tóxicos y sus serpientes depredadoras (e.g. Brodie et al., 2005; Feldman et al., 2009; 

Feldman et al., 2012; Feldman et al.,2016; Hague et al., 2018; Hutchinson et al., 2007; Hutchinson 

et al., 2012; Geffeney et al., 2002; Motychak et al., 1999). Los anfibios y serpientes son piezas 

clave en las comunidades ecológicas y el flujo de energía que existen en los ecosistemas acuáticos 

y terrestres (Cortés-Gómez et al., 2015). A menudo ambos grupos animales se encuentran inmersos 

en una interacción presa-depredador, siendo común los reportes de depredación de anfibios a cargo 

de varias especies de ofidios (Muscat y Moroti, 2018; Toledo et al., 2007; Vargas-Salinas y 

Aponte-Gutierrez, 2013; Wells, 2010).  
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Varios linajes de serpientes han adquirido adaptaciones morfológicas, fisiológicas y 

comportamentales para poder aprovechar estas presas (Feldman et al., 2012; Kojima y Mori, 2015; 

Phillips y Shine, 2007; Mohammadi et al., 2013). La preferencia de ciertos ofidios por este tipo de 

presa puede deberse a la ausencia de estructuras anatómicas difíciles de digerir (e.g., garras, pelaje, 

escamas), la relativa facilidad de encontrar estas presas en agregaciones numerosas cercanas a 

cuerpos de agua durante su época reproductiva y el valor nutricional que estas presas aportan 

(Boyd y Goodyear 1971; Costa y Trevelin, 2020; Wells, 2010). No obstante, esto no quiere decir 

que los anfibios sean presas fáciles ya que cuentan con una variedad de mecanismos de defensa 

para evadir a sus depredadores (Ferreira et al., 2019). Uno de los mecanismos más importantes es 

el que está presente en la piel de varios grupos de anfibios, la cual contiene una diversidad de 

compuestos químicos como aminos y péptidos que son útiles en la protección ante especies 

antagonistas (Brizzi, y Corti, 2007; Ferreira et al., 2019; König et al., 2014; Santos et al., 2016). 

Este fenómeno natural resulta particularmente trascendente para las serpientes debido a que estas 

mayoritariamente engullen completamente a su presa sin conseguir separar las partes tóxicas 

(Bringsoe et al., 2020). Por lo tanto, las adaptaciones químicas a menudo provocan eventos 

intentos fallidos de depredación por parte de serpientes (Choi et al., 1999; Costa y Trevelin, 2020; 

Ferreira et al., 2019; Vargas-Salinas y Aponte-Gutierrez, 2013), la inducción de la regurgitación 

de la presa ilesa (König et al., 2014; Myers et al., 1978) e incluso graves perjuicios (Evans y 

Brodie, 1994). Todo lo anterior sugiere que las defensas químicas presentes en anfibios presentan 

una fuerte presión selectiva en la aptitud de las serpientes que consumen estos animales. 

 

1.3. ANFIBIOS TÓXICOS Y MECANISMOS DE RESISTENCIA EN SERPIENTES 

 

1.3.1. Toxinas de anfibios  

La utilización de distintos grupos aminos o péptidos como toxinas ante posibles 

depredadores es una adaptación presente en gran parte de anfibios, principalmente anuros (i.e., 

ranas y sapos) (König et al., 2014; Lüddecke et al., 2018; Raaymakers et al., 2017). Los anfibios 

obtienen sus toxinas mediante la codificación de biomoléculas, dieta especializada o relaciones 
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simbióticas con bacterias (Darst et al., 2005; Hanifin, 2010; König et al., 2014; Lüddecke et al., 

2018; Santos et al., 2016). Las defensas químicas de los anfibios son efectivas debido a que actúan 

sobre procesos fisiológicos clave en sus depredadores. Estas toxinas suelen juntarse a proteínas 

encargadas del transporte de iones a través de la membrana celular (e.g., canales iónicos: bomba 

sodio-potasio). Dichas toxinas pueden actuar inhibiendo o incrementando el paso de iones, lo que 

produce el cambio del potencial de acción que controla impulsos nerviosos en el corazón, músculos 

esqueléticos y sistema nervioso (Flier et al., 1980). 

 

Las toxinas que mayormente se han estudiado en la interacción entre anfibios tóxicos y 

serpientes pueden clasificarse en dos de acuerdo con sus efectos: neurotoxinas paralizadoras y 

cardiotoxinas (Weinstein y White, 2018). En cuanto a las primeras, la tetrodotoxina (TTX) es una 

potente neurotoxina que se encuentra en un amplio rango de animales, incluidos los anfibios 

(Lorentz et al., 2016). La TTX se caracteriza por juntarse a los poros exteriores de los receptores 

encontrados en canales iónicos de sodio dependientes de voltaje (Nav), inhibiendo el intercambio 

de iones entre el interior y exterior de la célula (Hanifin, 2010). La ausencia de este paso de iones 

paraliza el potencial de acción que controla los impulsos nerviosos entre el sistema nervioso y los 

músculos. Esta interrupción provocada por la TTX puede implicar pérdida de la movilidad, 

problemas respiratorios y, a menudo, la muerte (Noguchi y Ebesu, 2001). Por otro lado, las 

cardiotoxinas se presentan en anfibios tóxicos como los sapos de la familia Bufonidae, los cuales 

secretan, a través de sus glándulas paratoides, glucósidos cardiacos conocidos como 

bufadienólidos (BDs; Mohammadi et al., 2016a). Estas son toxinas que se unen a la subunidad α3 

de la proteína ATPa o bomba sodio-potasio y bloquean el intercambio de iones de sodio y potasio 

entre el interior y exterior de la célula respectivamente. Esta inhibición de la bomba sodio-potasio 

afecta la contracción muscular, función neuronal y el potencial de la membrana celular (Flier et 

al., 1980). 
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1.3.2. Resistencia a toxinas de anfibios por parte de serpientes 

La resistencia de serpientes a toxinas de anfibios venenosos se encuentra en varias especies 

(Feldman et al., 2009; Feldman et al., 2012; Feldman et al., 2016; McGlothlin et al., 2016; Ujvari 

et al., 2015). Los mecanismos que subyacen esta adaptación están determinados por procesos 

genéticos como cambios en las secuencias codificantes y regulación en la expresión de genes 

(Herrera-Álvarez et al., 2015; Reimchi, 2020). Justamente, un mecanismo ampliamente estudiado 

en la tolerancia de serpientes a anfibios venenosos es la alteración de receptores (Geffeney et al., 

2005; McGlothlin et al., 2016; Mohammadi et al., 2016a). Esta adaptación está determinada por 

sustituciones puntuales de aminoácidos (AA) en genes que codifican proteínas objetivo de toxinas 

(Arbuckle et al., 2017). En otras palabras, estas mutaciones ocurren en sitios importantes para la 

unión de la toxina evitando sus efectos adversos (Geffeney et al., 2005; Feldman et al., 2009; 

Mohammadi et al., 2016a). Las proteínas que muestran resistencia contra toxinas en serpientes 

son: los canales iónicos de sodio dependientes de voltaje (Nav; McGlothlin et al., 2016) y la bomba 

sodio-potasio (ATPa; Mohammadi et al. 2016a).  

 

Simultáneamente, las regiones reguladoras de genes desempeñan un papel importante en 

la evolución adaptativa de fenotipos resistentes a toxinas (Reimche, 2020). Esto debido a la 

flexibilidad de cambios que pueden ocurrir en estas regiones del ADN comparado a las regiones 

codificantes (Carroll, 2008). Si bien estos mecanismos son menos conocidos en la resistencia de 

serpientes a anfibios venenosos, algunos estudios han obtenido resultados preliminares sobre su 

actuación (Herrera-Álvarez et al., 2015; Mohammadi et al., 2017a; Mohammadi et al., 2018; 

Reimche et al., 2020). En estos trabajos se determinó que existe una sobreexpresión de genes de 

proteínas resistentes a toxinas (i.e. alteración de receptor por sustituciones de AA) en tejidos 

susceptibles a intoxicación a BDs como el corazón (Mohammadi et al., 2017a; Mohammadi et al., 

2018). Además, otro estudio demostró una sobrerregulación de la proteína ATPa1 en el estómago 

de serpientes que comen sapos de la familia Bufonidae comparado con especies que no ingieren 

BDs a través de su dieta (Herrera-Álvarez et al., 2015). 
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Entre las serpientes resistentes a toxinas, la familia Colubridae destaca por la gran cantidad 

de especies que han evolucionado resistencia genética contra las toxinas presentes en anfibios 

(Tabla 1). Uno de los géneros de culebras mejor estudiado es Thamnophis, las cuales habitan en la 

costa occidental de Norteamérica y mantienen un evento escalonado y recíproco de selección con 

poblaciones de salamandras venenosas del género Taricha que cuentan con TTX (Brodie et al., 

2005; Feldman et al., 2012; Reimche et al., 2020b). En cuanto a la evolución de resistencia a la 

tetrodotoxina (TTX), la evidencia apunta a que algunas preadaptaciones ocurridas a lo largo de la 

historia evolutiva de las serpientes, aún antes de la aparición de la TTX en salamandras (Haffin, 

2010), permitieron que puedan consumirlas en la actualidad (McGlothlin et al., 2016). Las 

serpientes del género Thamnophis tienen nueve proteínas parálogas de canales de iones de sodio 

dependientes del voltaje (Nav; Zakon et al., 2011). En estas especies se ha demostrado que la 

resistencia a la TTX está caracterizada por sustituciones de AA en tres proteínas (Figura 1), Nav 

1.6 y Nav 1.7 presentes en el sistema nervioso periférico (McGlothlin et al., 2014; McGlothlin et 

al., 2016) y Nav 1.4 en el músculo esquelético (Geffeney et al., 2005).  
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Tabla 1. Especies de serpientes con resistencia a anfibios venenosos mediante alteración de receptores en distintas proteínas de 

canales de iones objetivo de toxinas. 
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Figura 1. Sustituciones de aminoácidos (AA) encontradas en canales iónicos de sodio voltaje-dependientes (Nav.) que provocan una alteración de 

receptores objetivo de la tetrodotoxina. La primera sustitución se presentó en el ancestro común a todos los reptiles hace 278 millones de años (m.a.) 

en el dominio transmembranal DIII de la proteína Nav 1.7. El segundo evento de contingencia evolutiva ocurrió mediante tres sustituciones de AA 

en el DIV de la misma proteína hace 170 m.a.  Sustitución presente en el dominio transmembranal DIV de la Oyproteína Nav 1.6 ocurrió hace 36 

m.a. en diversos grupos de serpientes que se alimentan de anfibios. Por último, sustituciones de AA encontradas en tres serpientes del género 

Thamnophis que mantienen procesos coevolutivos con salamandras del género Taricha. (McGlothlin et al., 2016). Marco verde: Sustituciones 

presentes en Thamnophis couchii (McGlothlin et al., 2016). Marco amarillo: Sustituciones presentes en Thamnophis atratus. Marco morado: 

Sustituciones presentes en Thamnophis sirtalis. Letras en azul: AA conservados en distintos grupos animales. Letras en rojo: sustitución de AA. 

Números: posición en la cadena de AA.  
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Adicionalmente, varios estudios han indagado los factores que permiten que distintas especies de 

la familia Colubridae se alimenten de sapos bufónidos, los cuales presentan una alta toxicidad 

(Flier et al., 1980). En estos casos, la alteración de receptores es una adaptación importante para 

la resistencia contra toxinas de estos anuros. Dos cambios en la secuencia de AA del gen en la 

proteína ATPa3 permiten a dichas serpientes soportar dosis 20 veces más altas de BDs comparado 

con serpientes que carecen de adaptaciones genéticas (Mohammadi et al., 2016b). No obstante, 

entre el grupo de serpientes que cuentan con las sustituciones de AA que confiere resistencia contra 

los BDs existen algunas especies que no depredan sapos venenosos (Mohammadi et al., 2016a). 

Esto podría deberse a que una dieta compuesta por estos anuros tiene costos importantes en la 

aptitud de los depredadores (Mohammadi et al., 2017b). Es así como, en este sistema, la alteración 

de receptores está acompañada con la regulación de la expresión de las proteínas objetivo de los 

BDs entre diferentes tejidos (Herrera-Álvarez et al., 2015; Mohammadi et al., 2016b; Mohammadi 

et al., 2017b).  

 

1.4. RESISTENCIA A TOXINAS DE ANFIBIOS EN SERPIENTES NEOTROPICALES  

 

Las serpientes neotropicales tienen una estrecha relación con anuros; un hecho que resalta 

esto es la disminución de ciertas poblaciones de serpientes en respuesta a la extinción masiva de 

anuros suscitada en las últimas décadas (Zipkin et al., 2020). En el Neotrópico, las serpientes 

coexisten con la mayor diversidad biológica de anfibios del planeta (Dullman, 1988), incluidos 

linajes venenosos entre los cuales destacan anuros de la familia Bufonidae y Dendrobatidae 

(Santos et al., 2016). Esta riqueza de especies también se traduce en una mayor diversidad de 

compuestos químicos de defensa. Algunos trabajos a gran escala han encontrado sustituciones de 

AA en serpientes con distribución neotropical (Tabla 1; e.g., Erythrolamprus epinephelus, 

Oxyrhopus formosus, Xenodon rabdocephalus). No obstante, contrario a las serpientes de la región 

temperada de Norteamérica del género Thamnophis y la culebra asiática Rhabdophis tigrinus, los 

procesos ecológicos y evolutivos que enmarcan la resistencia de serpientes a anfibios venenosos 

son en gran medida desconocidos (Herrera-Álvarez et al., 2015; Rodríguez et al., 2020). 
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Como se ha mencionado, los bufónidos son anfibios con una potente toxicidad (Flier et al., 

1980).  Las culebras neotropicales interactúan con bufónidos con BDs en el caso de Rhinella 

margaritifera (Sinhorin et al., 2020) o sapos del género Atelopus que contienen TTX y toxinas 

análogas que no están presentes en otros anfibios con tetrodotoxina (Mebs et al., 2020). Por otro 

lado, las ranas venenosas de la familia Dendrobatidae, endémicas del Neotrópico, cuentan con más 

de 300 especies descritas en 12 géneros distintos. Su distribución es mayormente de tierras bajas 

hasta los 2000 msnm (Santos et al., 2016). La mayor parte de las especies de este grupo son 

consideras como no tóxicas o de baja toxicidad (Santos et al., 2003), mientras que seis géneros 

dentro de la familia contienen especies que presentan coloración aposemática asociada a malos 

sabores o toxicidad considerable: Ameerega, Colostethus, Dendrobates, Epipedobates, Hyloxalus 

y Phyllobates (Santos et al., 2003; Santos y Cantella, 2011). Entre las toxinas que se presentan en 

esta familia están: histrionicotoxinas, pumilotoxinas, epibatidina y batracotoxinas (Santos et al., 

2016). 

 

Las adaptaciones tóxicas de defensa de la familia Dendrobatidae son complejas y están 

determinadas por: 1) la cantidad y diversidad de moléculas que se encuentran en su piel y 2) su 

capacidad de actuar sobre distintos receptores objetivos (Daly et al., 2005; Santos et al., 2016). 

Los dendrobátidos presentan una diversidad mayor a 800 compuestos químicos pertenecientes a 

20 clases diferentes de moléculas (Daly et al., 2005; Santos et al., 2016). Por ejemplo, un individuo 

de Oophaga sylvatyica de la localidad Palenque, Ecuador, puede estar resguardado por más de 16 

compuestos diferentes en su piel (Daly et al. 1986).  A pesar de ello, esto no implica que las 

especies de esa familia estén exoneradas de formar parte de la dieta de algunas serpientes. Los 

reportes de algunas culebras alimentándose de estos animales (Lenger et al., 2014; Pašukonis, y 

Loretto, 2020; Sellmeijer y van den Burg, 2020; Santos y Cannatella, 2011; Toledo et al., 2007), 

sugieren que las serpientes podrían contar con diferentes mecanismos de resistencia a la gran 

variedad de toxinas presentes en dendrobátidos.  
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Hasta el momento, el conocimiento que existe respecto a la resistencia de serpientes cuando 

existen varios tipos de toxinas en sus presas es mínimo. La mayoría de sistemas anfibio tóxico-

serpiente depredadora mejor estudiados y descritos anteriormente se encuentran en zonas 

templadas del planeta y usualmente involucran una o pocos tipos de toxinas. De los taxa 

estudiados, solamente se ha determinado que dos especies cuentan con alteración de receptores 

para diferentes toxinas secretadas por distintos anfibios (Tabla 1: Thamnophis atratus y T. 

couchii). Sin embargo, podemos suponer que, si estas adaptaciones no tienen costos evolutivos, la 

selección debería favorecer todos los mecanismos necesarios para minimizar los efectos de las 

diferentes toxinas (Speed et al., 2015). Esto implica que las serpientes pueden contar con la 

alteración de receptores a dos o más toxinas distintas que les permitan acceder a un rango mayor 

de anfibios venenosos simpátricos. De tal modo, la resistencia a toxinas de anfibios por parte de 

serpientes son adaptaciones complejas determinadas por mecanismos poligénicos y envuelven 

cambios estructurales como sustituciones de aminoácidos (AA) en genes codificantes y 

modificaciones en zonas que regulan los patrones de expresión genética (Reimche, 2020). 

 

Para entender la evolución de fenotipos resistentes en serpientes y ranas venenosas es 

relevante entender ambos lados de la interacción. Si bien las toxinas de ranas venenosas de la 

familia Dendrobatidae y sus mecanismos de acción se vienen estudiando por décadas, los 

mecanismos de resistencia en serpientes neotropicales carecen de estudios suficientes. Dentro de 

las serpientes neotropicales que depredan anuros venenosos, quizás, el ejemplo más conocido es 

la culebra Erythrolamprus epinephelus. Esta serpiente ha mostrado una resistencia casi absoluta a 

las toxinas de dendrobátidos. En un experimento publicado a finales de los 70 se evidenció que E. 

epinephelus es capaz de engullir a Phyllobates terribilis sin ninguna señal de intoxicación (Myers 

et al., 1978). No obstante, pese a esta observación, 40 años después los mecanismos de resistencia 

presentes en esta y otras culebras neotropicales no han sido explorados a fondo. Justamente por 

ello, un reciente estudio ha analizado secuencias de aminoácidos genes que codifican canales 

iónicos de potasio voltaje-dependientes (Kv; Rodríguez et al. 2020) en serpientes del género 

Erythrolamprus. De los 17 genes analizados en el estudio, se encontraron cinco sustituciones que 

ocurrieron en conjunto con la incursión de dieta en ranas venenosas por parte de serpientes, las 

cuales pueden ser importantes para inhibir los efectos de las histrionicotoxinas. Justamente, 
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estudios como el citado, son el primer paso para identificar los mecanismos de resistencia a toxinas 

de dendrobátidos por parte de serpientes neotropicales. 

 

1.5.SERPIENTES OJOS DE GATO (GÉNERO LEPTODEIRA) COMO DEPREDADORAS 

DE RANAS VENENOSAS  

 

Las serpientes ojos de gato (género Leptodeira, familia Colubridae, subfamilia Dipsadinae) 

son un linaje distribuido ampliamente en el continente americano, tanto en el Neotrópico como el 

Neoártico (Barrio-Amorós, 2019).  Este género, hasta la fecha, se encuentra representado por 13 

especies (Uetz y Hošek, 2020), de las cuales tres se han registrado en Ecuador: dos especies 

politípicas de amplia distribución (L. annulata Linné, 1758 y L. ornata Kennicott, 1859) y una 

especie recientemente descrita (L. misinawui; Torres-Carvajal et al., 2020). Según datos 

morfológicos (Dullman, 1958) y moleculares (Mulcahy, 2007), L. annulata contiene cinco 

subespecies, siendo L. a. annulata la única que se encuentra en el país (Almendariz et al., 2014). 

Esta subespecie se distribuye en las estribaciones orientales de los Andes, en provincias 

amazónicas del país con un rango altitudinal entre los 200 y 1850 msnm y habita ecosistemas 

húmedos como Bosque Montano Oriental, Bosque Piemontano Oriental, Bosque Húmedo Tropical 

Amazónico (Pazmiño-Otamendi et al., 2019a). Por otro lado, un estudio reciente determinó que L. 

ornata es la única subespecie que se encuentra distribuida a lo largo del occidente tanto al sur 

como al norte del país (Torres-Carvajal et al., 2020) siendo registrada en los ecosistemas Matorral 

Seco de la Costa, Bosque Deciduo de la Costa, Bosque Húmedo Tropical del Chocó, Bosque 

Piemontano Occidental (Pazmiño-Otamendi et al., 2019b). La tercera especie, L. misinawui, es 

una serpiente que se encuentra restringida a los valles interandinos del sur del Ecuador. De hecho, 

se conoce únicamente dos poblaciones en la cuenca alta del río Jubones (Torres-Carvajal et al., 

2020a). 

El género Leptodeira ha sido considerado como serpientes que mantienen una dieta 

constituida principalmente por anuros, huevos de ranas y, en menor medida, pequeñas lagartijas 

(Aguilar- López, 2019; Santos-Silva et al., 2014; Savage, 2002). Incluso, existen registros de 
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ofidiofagia en estas especies, lo que demuestra que acceden a un amplio rango de presas (Cantor 

y Pizzatto, 2008; McKelvy et al., 2013). Una revisión bibliográfica de 108 registros de dieta 

contenidos en 68 artículos sobre dieta de las serpientes ojos de gato L. annulata y L. ornata se 

pudo determinar que aproximadamente el 89% de los registros corresponden a observaciones 

relacionadas con anuros (Espinoza, 2020). En ambas especies, existe una mayor cantidad de 

registros de anuros de las familias Hylidae, Leptodactylidae y Bufonidae, en ese orden, de mayor 

a menor (Cantor y Pizzatto, 2008; Espinoza, 2020; Falkenberg et al., 2013; Vrcibradic et al; 2007). 

Esta preferencia de las serpientes ojos de gato (Leptodeira spp.) por estas presas puede ser 

corroborada por sus hábitos nocturnos (Pough et al., 2007). Para L. misinawui no hay estudios 

enfocados en sus datos alimenticios debido a su reciente descripción; sin embargo, probablemente 

su dieta no difiera de los patrones encontrados en las otras serpientes ojos de gato presentes en el 

país. 

La representatividad de anuros venenosos (Hylidae, Leptodactylidae y Bufonidae) en la 

dieta de Leptodeira, nos hace pensar que estas culebras son capaces de enfrentar diversas 

adaptaciones tóxicas de sus presas. De hecho, estudios realizados en las secuencias de aminoácidos 

de L. septentrionalis han encontrado que existe una alteración de receptor de los BDs presentes en 

bufónidos (Figura 2: Mohammadi et al., 2016).  Estos cambios ocurren en en el loop extracelular 

H1-H2, que comprende una porción importante para la unión de las BDs con la proteína ATPa3. 

En la posición 111, encontramos la sustitución Q111 L y en la posición 120, ocurre la sustitución 

G120R. Además, L. annulata y L. ornata presentan cambios de aminoácidos y adaptaciones 

moleculares reguladoras de genes para soportar la toxicidad de sus presas en la proteína ATPa1 

(Figura 2; Herrera et al., 2015). Al igual que, L. septentrionalis, estas dos especies de serpientes 

presentes en el país cuentan con dos cambios de aminoácidos en el loop H1-H2. Sin embargo, la 

sustitución P118A no tiene efecto en la resistencia contra las BDs, mientras la sustitución N122H 

genera distintos efectos individuales de resistencia (Herrera-Álvarez et al., 2015). Esto demuestra 

que el fenotipo resistente de Leptodeira spp. contra sapos venenosos está determinado por cambios 

estructurales y de regulación genética, lo cuales podrían presentarse, de igual manera, en la 

resistencia contra dendrobátidos. 
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Figura 2. Sustituciones de aminoácidos (AA) encontradas en canales iónicos bomba sodio-potasio (ATPa). Las mutaciones presentes 

en el parálogo ATPa1 provocan una alteración de receptores de bufadienólidos (BDs) presentes en Leptodeira ornata, Leptodeira 

annulata y otras especies de serpientes (Herrera-Álvarez et al., 2015). Sustituciones en proteína ATPa3 presentes en L. septentrionalis 

(Mohammadi et al., 2016a). Letras en azul: AA conservados en distintos grupos animales sin resistencia a toxinas. Letras en rojo: 

sustitución de AA. Números: posición en la cadena de AA. Fotografía: Diego Quirola.  
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Observaciones de Leptodeira depredando anuros de la familia Dendrobatidae son escasas 

(Stynoski et al., 2014). Trabajo de campo en Zapotillo, Ecuador reveló eventos regulares de 

depredación de Leptodeira ornata sobre Epipedobates anthonyi. Las ranas venenosas de este 

género se caracterizan por presentar una elevada toxicidad; sus defensas químicas suelen presentar 

toxinas como pumiliotoxinas (PTX-251D) y epibatidina, así como otros componentes menos 

nocivos para vertebrados como histrionicotoxinas, pirrolidinas y quinolizidina (Daly, 2005; Santos 

et al., 2016).  Las serpientes fueron capturadas y observadas durante algunas semanas en las cuales 

no se pudo constatar ningún síntoma de intoxicación. Experimentos posteriores, realizados en 

cautiverio, demostraron que la mayoría de individuos de Leptodeira atacan a ranas venenosas y 

sus reacciones pueden ir desde una total repulsión a una preferencia (David Salazar-Valenzuela, 

comentario personal). En el presente documento proponemos establecer los mecanismos genéticos 

de resistencia a toxinas de ranas venenosas por parte de serpientes ojos de gato (Leptodeira spp.). 

 

 

1.6. OBJETIVO GENERAL 

Identificar los mecanismos genéticos de resistencia a toxinas de ranas venenosas de la 

familia Dendrobatidae por parte de serpientes ojos de gato (Leptodeira spp.), para entender la 

evolución de fenotipos resistentes a adaptaciones tóxicas complejas. 

 

1.6.1. Objetivos específicos 

Oe1: Realizar una reconstrucción ancestral de las sustituciones de aminoácidos presentes en 

secuencias de genes vinculados con la resistencia a toxinas en el género Leptodeira, para relacionar 

estas mutaciones con la incursión de ranas venenosas en su dieta. 

 

Oe2: Determinar la existencia de tasas de evolución positiva para ramas de árbol filogenético 

de serpientes, alineamientos completos de genes y posiciones particulares de aminoácidos en genes 
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relacionados con la resistencia a toxinas, presentes en distintas poblaciones de Ecuador de 

serpientes ojos de gato.  

 

Oe3: Establecer expresión diferencial de genes relacionados con la resistencia y 

desintoxicación de toxinas de ranas venenosas entre distintos tejidos de serpientes ojos de gato, 

para comprobar si existen mecanismos de regulación genética y fisiológica. 

  



19 
 

2. METODOLOGÍA 

 

En la actualidad, los análisis de la expresión génica en una célula o tejido, sin ninguna 

referencia genómica previa, son posibles gracias a la tecnología conocida como RNA-Seq (Wang 

et al., 2009). Esta técnica permite tener una cobertura completa de los transcritos de ARN, lo que 

genera información sobre la regulación de genes, como también de la estructura de genes y posibles 

eventos de splicing (Lister et al., 2009). Estas técnicas transcriptómicas han sido utilizadas en 

distintos estudios de resistencia a toxinas enfocados tanto en la regulación de genes (Mohammadi 

et al., 2017; Herrera-Álvarez et al., 2015), como la estructura genética de receptores resistentes a 

toxinas (Tarvin et al., 2016; Tarvin et al., 2017). Por esta razón, nuestra metodología utiliza estas 

técnicas para indagar cuáles mecanismos genéticos están actuando en la resistencia de las 

serpientes ojos de gato (Leptodeira spp.) a las toxinas de ranas venenosas. Hemos resumido el 

flujo de trabajo que nos permitirá obtener los datos genéticos para analizar la estructura y 

regulación de genes en la figura 3. La metodología está elaborada con base en el trabajo realizado 

por el laboratorio de Juan Carlos Santos en St. John's University, Nueva York, Estados Unidos. 
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Figura 3. Resumen del flujo de trabajo en los métodos propuestos para el presente trabajo de investigación. 
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2.1. TRANSCRIPTÓMICA 

 

2.1.1. Recolección y preservación de muestras 

Realizaremos salidas de campo durante enero-marzo en seis provincias del Ecuador: 

Azuay, Esmeraldas, Guayas, Loja, Orellana y Zamora Chinchipe. Los meses escogidos son 

propicios para los muestreos, debido a que en la mayoría de estas provincias es entonces cuando 

se encuentra una mayor abundancia de individuos relacionada a mayores niveles de pluviosidad 

(Dullman, 1988). En campo, realizaremos búsquedas intensivas con un esfuerzo de muestreo de 

2-4 horas en el día y 4-6 horas durante la noche. Las búsquedas estarán enfocadas en bosques de 

ribera, quebradas y zonas asociadas a fuentes de agua debido a la preferencia de individuos de 

Leptodeira por estos sitios (Martins y Oliveira, 1998).  

 

Trabajaremos con tres individuos de dos poblaciones del país de las especies L. annulata, 

L. misinawi y L. ornata presentes en las localidades de Yasuní/Podocarpus, Santa Isabel/Poetate, 

y Bilsa/Cerro Blanco, respectivamente (Figura 4). De estos individuos obtendremos muestras de 

hígado. Posteriormente, utilizaremos 11 individuos de la población de L. ornata presente en 

Zapotillo para realizar experimentos de desintoxicación versus controles (ver sección 2.3.1). De 

estos últimos individuos de L. ornata, obtendremos una muestra de músculo e hígado. Los tejidos 

serán preservados en RNAlater® (Life Technologies, Carlsbad, CA) a –20 º C para construir un 

transcriptoma de referencia de genes involucrados en la resistencia a toxinas. 



22 
 

 

Figura 4. Ubicación de poblaciones ecuatorianas de Leptodeira spp. establecidas para el proyecto: 

1) Bilsa, 2) Cerro Blanco, 3) Zapotillo, 4) Santa Isabel, 5) Poetate, 6) Podocarpus y 7) Yasuní. El 

triángulo relleno representa la localidad de la población de L. ornata que participará en el 

experimento.  

 

2.1.2. Preparación de la librería y secuenciación 

Extraeremos el ARN total de las muestras de tejidos usando Trizol. De estas muestras, 

obtendremos el ARN mensajero (ARNm) mediante la captura de ARN poliadenilado usando el kit 

Poly (A) Purist (Life Technologies, Carlsbad, CA), así como Bioanalyzer 2500 (Agilent 

Technologies, CA) para comprobar la pureza e integridad del ARNm aislado. Para la preparación 

de la librería y la secuenciación, usaremos el protocolo establecido por Tarvin et al. (2016). La 

librería será preparada con ARNm con una integridad numérica ≤ 8.0 y el kit comercial NEXTflex 

RNA-Seq dUTP (Bioo Scientific, Austin, TX). Posteriormente, ligaremos códigos de barras en las 

librerías de cadenas complementarias (ADNc) y las amplificaremos mediante un PCR (10-18 
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ciclos). Examinaremos la cantidad y calidad del material obtenido usando Bioanalyzer 2500 

(Agilent Technologies, CA) y purificaremos las secuencias a un tamaño promedio de 300 pares de 

bases (pb) usando AMPure XP beads (Beckman Coulter, Inc). Una vez concluido este proceso, 

utilizaremos un equipo Illumina Nova-Seq para secuenciar 150 pb en extremos pareados de los 

fragmentos de ADNc o lecturas.  

 

2.1.3. Mapeo y anotación de lecturas 

Para comprobar la calidad y el tamaño de las lecturas crudas de Illumina utilizaremos el 

programa FastQC (Andrews, 2010) y retiraremos los códigos de barras con TRIMMOMATIC 

(Bolger et al., 2014). Debido a la ausencia de genomas de referencia de las especies de interés, 

realizaremos un ensamblaje de novo. Obtendremos un transcriptoma ensamblado de calidad 

mediante la agrupación y fusión de transcriptomas construidos mediante diferentes programas. 

Para ello probaremos distintos tamaños de k-meros y combinaremos al menos dos programas 

distintos, como por ejemplo MEGAHIT (Li et al., 2015), Trinity (Grabherr et al., 2011) y SPAdes 

(Bankevich et al., 2012).  Según lo sugerido por Holding et al. (2018), utilizar distintos métodos 

de ensamblaje permite obtener transcriptomas que representan de manera más efectiva las familias 

de genes presentes en un organismo de interés. Usaremos un rango de tamaños de k-meros entre 

35-45 para evitar problemas de quimeras en el ensamblaje (Tarvin et al., 2016). El transcriptoma 

consenso será evaluado con TransRate (Smith-Unna et al., 2016), lo cual nos permitirá: 1) 

identificar errores producto del ensamblaje sin una secuencia de referencia como quimeras, errores 

estructurales, ensamblajes incompletos y redundancias, y 2) excluir contigs < 200 pb.  Además, 

valoraremos los métodos empleados midiendo su capacidad de recuperar conjuntos completos de 

transcriptomas mediante el software BUSCO (Waterhouse et al., 2018) y puntaje de DENOTATE 

(Li et al., 2014). Por último, utilizaremos BLAST+ (Camacho et al., 2009) para anotar los 

transcriptomas consenso comparándolos con las referencias de genomas más recientes en UnitPro 

de Thamnophis sirtalis.  
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2.1.4. Captura de secuencias  

Nos enfocaremos en el estudio de dos receptores de iones que están involucrados en la 

resistencia a toxinas de anuros por parte de serpientes (Tabla 2). Los genes que analizaremos 

codifican canales de sodio voltaje-dependientes (Nav) y la bomba sodio potasio (ATPa1). Además, 

incluiremos los receptores de acetilcolina (nAChR) debido a que son los receptores objetivo de la 

epibatidina (Tabla 3; Tarvin et al., 2017). Hemos decido estudiar estos receptores debido a que: 1) 

se han identificado serpientes que presentan sustituciones de bases que confieren resistencia a 

diferentes toxinas de anuros en estos canales (e.g. Feldman et al., 2009; Feldman et al., 2012; 

McGlothlin et al., 2016; Mohammadi et al., 2016a; Rodriguez, 2020), 2) tres toxinas peligrosas 

(i.e., epibatidina, histrionicotoxina y pumiliotoxina) presentes en ranas venenosas simpátricas a las 

serpientes de interés han demostrado afinidad por estos receptores (Santos et al., 2016; Spande et 

al., 1992; Vandendriessche et al., 2008) y 3) existe la secuenciación de genes que codifican estos 

receptores en distintas especies de serpientes (McGlothlin et al., 2016; Mohammadi et al., 2016a).  

Los transcriptomas que empaten con cada uno de estos genes con un valor de corte de E 10-5 en 

BLAST+ serán analizados posteriormente (Tarvin et al., 2016).  
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Tabla 2. Genes relacionados con la resistencia a toxinas presentes en anfibios venenosos por parte de serpientes. 

 

 

Tabla 3. Genes relacionados con la resistencia a la epibatidina. 
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2.2. COMPARACIONES INTER E INTRAGENÉRICAS DE SUSTITUCIONES DE 

AMINOÁCIDOS 

 

2.2.1. Análisis de sustitución de aminoácidos  

Las secuencias serán alineadas usando Geneious Pro 8.3.1 y ajustadas para coincidir con 

los codones iniciales y terminales del genoma de Thamnophis sirtalis (NCBI GenBank 

GCA_001077635.2; Perry et al., 2018) de los genes SCN4A, ATP1A1, ATP1A2, ATP1A3, 

CHRN2B, CHRN4A (Tabla 2 y 3). Para cada uno, armaremos una filogenia individual en la que 

incluiremos cuatro grupos de especies: 1) serpientes ojos de gato secuenciadas en este estudio, 2) 

serpientes neotropicales especialistas en ranas (Toledo et al., 2007) con secuencias habilitadas en 

GenBank (Chironius exoletus, NCBI: SRX-2726995; Erythrolamprus almadensis NCBI: SRX-

2727014; E. poecilogyrus; NCBI: SRX-2727013 y E. reginae NCBI: SRX-2727004), 3) serpientes 

que no consumen anfibios y secuenciadas en otros estudios (Herrera-Álvarez et al., 2017; 

McGlothlin et al., 2016) y 4) un grupo exterior conformado por otros tetrápodos. Analizaremos las 

secuencias sitio a sitio para identificar loci conservados entre los grupos tres y cuatro, pero que 

muestran patrones de sustitución de aminoácidos en las especies que se alimentan de anfibios.  

 

2.2.2. Filogenia 

Siguiendo los métodos presentados por Tarvin et al. (2016), para el Oe1 construiremos un 

árbol de referencia con nuestras serpientes secuenciadas y grupo externos, a partir de genes 

mitocondriales derivados de capturas previamente secuenciadas y contenidos en GenBank (Pyron 

et al., 2011; Torres-Carvajal et al. 2019; Torres-Carvajal et al., 2020; Zheng y Wiens, 2016). Estas 

secuencias serán alineadas, a la vez que se estima una filogenia con modelos de evolución de 

secuencias de nucleótidos escogidos en jModelTest, mediante el software RAxML (Posada, 2008; 

Stamatakis, 2014). La filogenia será armada mediante un análisis de Máxima Verosimilitud con 

un soporte de los nodos obtenidos mediante 100 repeticiones bootstraps y un total de 100 

repeticiones.   
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2.2.3. Reconstrucción del estado ancestral  

La reconstrucción del estado ancestral de la sustitución de aminoácidos será inferida con el 

software Mesquite (Maddison y Maddison, 2015) usando una estimación de máxima verosimilitud 

en los modekos Mk1 (1 parámetro) y AsymmMk (2 parámetros) (Tarvin et al., 2016). 

 

Para determinar la relación que existe entre la aparición de sustituciones de aminoácidos en 

receptores de serpientes y su incursión dietética en ranas venenosas, realizaremos una 

reconstrucción de estado ancestral de la dieta de las serpientes secuenciadas. Para ello, 

codificaremos la dieta de las especies de serpientes como una variable discreta. Los reportes los 

obtendremos de literatura primaria y el paquete de R SquamataBase (Grundler, 2020). El estado 

ancestral de la dieta de las serpientes muestreadas será reconstruido con el software Mesquite 

(Maddison y Maddison, 2015) usando un modelo de parsimonia, tratando los caracteres en 

desorden, y mediante un modelo de máxima verosimilitud usando Bayes Traits 1.0 (Pagel et al., 

2004). En el programa Bayes Trait, usaremos el método BayesMultistate restringiendo una igual 

probabilidad para cada uno de los cambios de estado refleje el modelo Mk1 de un parámetro. 

 

 

2.2.4. Selección positiva de aminoácidos  

Con el fin de cumplir con el Oe2 utilizaremos el programa HyPhy para encontrar tasas de 

evolución positiva en las filogenias construidas a partir de los genes analizados, tanto en posiciones 

específicas de aminoácidos como en las distintas ramas del árbol filogenético. Para ello, 

correremos cinco simulaciones diferentes sin ningún parámetro de selección establecido a priori. 

El modelo aBSREL, con el fin de comprobar si existen ramas del árbol filogenético con 

proporciones significativas de loci con selección positiva (Smith et al., 2015). Los programas FEL, 

FUBAR, MEME servirán para determinar tasas de selección positiva en codones específicos de 

las secuencias alineadas (Murrell et al., 2012; Murrell et al., 2013; Pond y Frost, 2005). Por último, 
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BUSTED para analizar selección positiva a lo amplio de las secuencias alineadas (Murrell et al., 

2015); es decir, proporciona una prueba de la selección positiva en todo un gen. 

 

2.3. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE GENES 

 

2.3.1. Diseño experimental  

En Zapotillo, capturaremos 11 individuos adultos de Leptodeira ornata y los colocaremos 

individualmente en un balde plástico de 18 litros con sustrato de papel periódico y agua ad libitum. 

Esperaremos una semana para habituar a la serpiente al ambiente controlado y provocarle hambre 

antes de empezar con el experimento. De cada individuo tomaremos datos morfológicos de: 1) 

longitud rostro-cloaca (LRC) 2) peso, 3) sexo y 4) edad aproximada para tomar en cuenta su efecto 

en la expresión de genes. Una vez que concluya este período, designaremos de manera aleatoria 

un tratamiento a cada sujeto de estudio (Figura 5). Hemos establecido dos tratamientos diferentes 

y un control. En cada tratamiento realizaremos cuatro repeticiones (cuatro individuos por 

tratamiento) y en el control trabajaremos con tres serpientes. Utilizaremos el tiempo transcurrido 

desde el evento de depredación hasta el sacrificio y toma de las muestras de los individuos para la 

secuenciación como variable independiente de los tratamientos. De esta forma, el experimento nos 

ayudará a identificar genes que se expresan diferencialmente en Leptodeira ornata durante un 

proceso desintoxicación inmediato y tardío tras la ingesta de una rana venenosa de la familia 

Dendrobatidae. Además, los datos obtenidos nos permitirán entender los mecanismos fisiológicos 

de resistencia contra toxinas de ranas venenosas en serpientes. 
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Figura 5. Diseño experimental. Se presentan los tres tratamientos establecidos para el 

experimento. 

 

El primer tratamiento será desintoxicación inmediata (DI), donde daremos de comer una 

rana venenosa simpátrica (Epipedobates anthonyi) a los individuos de L. ornata y los 

sacrificaremos tres horas después del experimento. En segundo lugar, tendremos el tratamiento 

recuperación de intoxicación (RI), el cual consiste en alimentar a L. ornata con individuos de 

Epipedobates anthonyi y sacrificar a las serpientes una semana después del evento de depredación. 

Por último, en nuestro control, las serpientes serán mantenidas en condiciones de cautiverio 

durante una semana y sacrificadas sin ser alimentadas para obtener la expresión de genes de los 

individuos preexperimento. Para disminuir la variabilidad dentro de nuestros tratamientos 

experimentales, utilizaremos individuos de una sola población de E. anthonyi. Esto debido a que 

otras especies de dendrobátidos muestran diferencias en el perfil de alcaloides a nivel 

interpoblacional (Saporito et al., 2006).  
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Para alimentar a las serpientes, introduciremos los anuros en un balde de plástico 

manteniendo un monitoreo constante para visualizar ataques, intentos de depredación y 

depredación. Cualquiera de estos posibles eventos será anotado para determinar la hora cero antes 

de la extracción de muestras de tejidos para los análisis de expresión genética. En caso de no 

documentar ninguna interacción hasta la media noche, retiraremos a la presa y asignaremos al 

individuo de Leptodeira ornata al grupo control. En contraste, si existe un evento de ataque o 

depredación, las serpientes serán asignadas aleatoriamente a uno de nuestros dos tratamientos 

experimentales (i.e. desintoxicación inmediata y recuperación de intoxicación). Una vez se 

encuentren situadas en uno de estos tratamientos, realizaremos observaciones enfocadas en: 1) los 

efectos producto de la ingesta de toxinas y 2) el proceso de desintoxicación. En caso de observar 

un deceso en un individuo de Leptodeira ornata antes de cumplir con el tiempo estimado de su 

tratamiento experimental asignado, extraeremos muestras de tejidos inmediatamente.   

  

 

2.3.2. Expresión de genes de resistencia a toxinas 

Para la cuantificación de genes expresados en tejidos específicos, se utilizará los algoritmos 

paramétricos de RSEM (RNA-Seq by Expectation Maximization) y Salmon (Li y Dewey, 2011; 

Patro et al., 2017). Estos programas son útiles para la cuantificación de transcritos cuando las 

mismas lecturas se alinean a múltiples loci (e.g. múltiples isoformas), tal cual sucede en el 

ensamblaje de novo. El procedimiento estará organizado de la siguiente manera. En primer lugar, 

las lecturas pulidas serán mapeados en la secuencia de genes objetivo usando bowtie2 (Langmead 

y Salzberg, 2012). Posteriormente, el resultado del alineamiento será organizado y utilizado para 

calcular la abundancia de los transcritos (Li y Dewey, 2011). Estos datos serán normalizados con 

respecto al tamaño total de la librería usando el método proporción estándar de las medias (Love 

et al., 2014).  Siguiendo los métodos realizados por Reimche et al. (2020) utilizamos la matriz de 

covarianza de los datos obtenidos de abundancia de transcritos filtrados y normalizados para correr 

un Análisis de Componentes Principales (PCA). Esto para determinar si la varianza observada 
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entre las muestras está explicada por el tipo de tejido o los tratamientos experimentales. El PCA 

será realizado en R mediante el paquete mixOmics (Rohart et al., 2017). 

 

2.3.3. Análisis de expresión de genes 

Tras filtrar y normalizar los datos obtenidos de transcritos, la diferenciación de genes entre 

los distintos tratamientos será evaluada usando DESeq2 y edgeR (Robinson et al., 2010; Love et 

al., 2014). Realizaremos comparaciones pareadas entre los diferentes tratamientos para cada tipo 

de tejido (e.g. HígadoControl x HígadoTratamiento 1). Los genes candidatos que se expresan 

diferencialmente debido a la ingesta de toxinas serán identificados y jerarquizados mediante una 

disminución en el logaritmo de cambio en el umbral de expresión de los genes (log-fold change; 

LFC) en log2-fold changes y ajustado a un valor p < 0.001 en DESeq2 y los módulos 

complementarios (Zhu et al., 2018). Para el grupo de genes que muestre valores extremos en los 

estimados de LFC, la expresión genética deberá ser validada y cuantificada usando una qPCR junto 

al gen constitutivo (e.g. 18S) para normalizar la expresión. 

 

2.3.4. Análisis estadísticos 

Usaremos el paquete de R glmm TMB (Magnusson et al., 2017) para comprobar diferencias 

significativas en la expresión de genes entre los distintos tratamientos y tejidos. Para ello, 

elaboraremos un modelo de Efectos Lineales Mixtos con los tejidos y tratamientos como variables 

de efectos fijos y la especie, población y sexo como variables de efectos aleatorios.  
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3. RESULTADOS ESPERADOS  

Con la realización de este proyecto, esperamos obtener información relevante para 

entender los posibles mecanismos de resistencia a toxinas de ranas venenosas por parte de 

Leptodeira spp. Es así que este proyecto es un primer acercamiento a los mecanismos genéticos 

de resistencia presentes en serpientes neotropicales y, en especial de Leptodeira. En cuanto al Oe1, 

esperamos conseguir una reconstrucción del estado ancestral de la dieta en serpientes y de las 

sustituciones de aminoácidos en genes relacionados con la resistencia a toxinas de anfibios por 

parte de serpientes. Con ello, mediante una comparación entre ambas reconstrucciones, podremos 

identificar sustituciones de aminoácidos que ocurrieron en el género Leptodeira después de la 

incursión de estas ranas venenosas en su dieta. Estas sustituciones podrían estar relacionadas con 

la alteración de receptores objetivo de toxinas presentes en dendrobátidos. Las sustituciones de 

aminoácidos que ocurrieron después de la relación presa-depredador entre anuros venenosos y 

Leptodeira podrían ser analizadas en el futuro con experimentos electrofisiológicos. 

 

Mediante el Oe2 esperamos obtener alineamientos completos de genes relevantes para la 

resistencia genética de toxinas y, mediante los análisis propuestos, encontrar distintos loci que 

presenten tasas de evolución positiva. Las posiciones que presentan evolución positiva serán 

analizadas para identificar posibles sustituciones de aminoácidos que ocurrieron en respuesta a la 

interacción receptor-toxina. Además, esperamos encontrar ramas de nuestro árbol filogenético con 

selección positiva de las poblaciones ecuatorianas de Leptodeira spp. que han evolucionado 

resistencia genética contra las toxinas presentes en diferentes anuros. Considerando los eventos de 

depredación de la población de Zapotillo a individuos de E. anthonyi, creemos que esta población 

puede presentar tasas de evolución positiva, tanto en posiciones concretas de la cadena de AA de 

genes relacionados con resistencia a toxinas, como en su rama filogenética. 

 

Por último, en nuestro Oe3 esperamos encontrar una expresión diferencial de genes en los 

tratamientos al ser comparados entre estos y cada uno con el control. Considerando la diferencia 

de tiempo que hemos establecido entre los tratamientos, creemos que se presentará una 
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sobreexpresión de genes en hígado y músculo en el primer tratamiento (desintoxicación 

inmediata), en contraste con nuestro segundo tratamiento y el control. Esperamos que está 

expresión diferenciada se evidencie en genes vinculados con la resistencia a toxinas. Tomando en 

cuenta los resultados obtenidos por Herrera-Álvarez et al. (2015) en el gen ATP1A1 de la bomba 

sodio-potasio, pensamos que podría haber genes que se expresan de manera diferente entre los 

tejidos analizados y estos cambios en la regulación de la expresión podrían estar relacionados con 

la resistencia a toxinas por parte de serpientes. 
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4. CONCLUSIONES 

 

Entender la evolución de adaptaciones a nivel molecular es fundamental para el avance de 

la biología evolutiva. Las relaciones entre anfibios tóxicos y resistencia de serpientes son sistemas 

relevantes que suelen contribuir a los conocimientos generados alrededor de esta rama científica. 

Debido a ello, la relación entre Leptodeira spp. y ranas venenosas presenta una oportunidad para 

el desarrollo de investigaciones relacionadas a importante área dentro de la teoría evolutiva como: 

coevolución (Broddie III y Brodie Jr, 1999), convergencia molecular (Ujvari et al., 2015) y 

mecanismos genéticos de adaptación (Reimche, 2020). Por lo cual, creemos que este proyecto 

contribuirá al surgimiento de investigaciones en cualquiera de estos tres marcos teóricos.  

 

Nuestro sistema de estudio difiere en tres aspectos importantes comparados con los 

modelos de coevolución de anfibios venenosos y serpientes resistentes de zonas temperadas: 1) las 

serpientes neotropicales deben enfrentarse a una diversidad mayor de anuros tóxicos, 2) a nivel 

interespecífico existen diferentes toxinas en la piel de los dendrobátidos que pueden afectar 

distintos canales de iones y 3) a nivel individual un solo dendrobátido presenta diversos alcaloides 

a los cuales las serpientes deberían sobreponerse. Por tal razón, el desarrollo de sistemas de 

estudios de ranas venenosas y serpientes resistentes en el Neotrópico es primordial para ampliar la 

frontera del conocimiento en las interacciones entre anuros y serpientes resistentes.  

 

Considerando la información obtenida y analizada en este documento, creemos que el 

género Leptodeira cuenta con características relevantes para ser objeto de estudio en un sistema 

ranas venenosas y serpientes resistentes. Primero, si bien la variedad de presas que consume 

sugiere una dieta generalista, no existe duda que los anuros son una pieza notable de su dieta. 

Segundo, existen varios registros de Leptodeira alimentándose de diferentes familias de anuros 

químicamente defendidos; esto podría implicar que estas culebras cuenten con mecanismos 

generales de desintoxicación ante sus presas para así evitar los efectos de un amplio rango de 

anuros venenosos. Por último, existen registros de las poblaciones del sur del Ecuador 

alimentándose de E. anthonyi y, contrario a otras especies de serpientes neotropicales que se 
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alimentan de Dendrobatidae (e.g. Erythrolamprus spp.), suelen ser abundantes y fáciles de 

encontrar en campo, por lo cual son ideales para el diseño experimental que hemos propuesto.  
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5. CRONOGRAMA 
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6. PRESUPUESTO 

 

 

ACTIVIDAD ITEM # UNIDADES
COSTO UNITARIO 

(USD)
DESCRIPCIÓN

COSTO TOTAL 

(USD)

Hospedaje y viáticos 77 $ 35,00 Valor x día x persona $ 2.695,00

Gasolina 12 $ 20,00 Gasolina x día de recorrido $ 240,00

Baldes de plástico 12 $ 4,80 Balde plástico 18 litros $ 57,60

$ 2.992,60

TRABAJO DE LABORATORIO
Preparación de librerÍas y 

secuenciación 
40 $ 7.000,00 Secuenciación x muestra $ 7.000,00 St. John's University

$ 7.000,00

$ 9.992,60

EXPERIMENTOS 
UTI

TRABAJO DE CAMPO

TOTAL DEL PROYECTO

SECUENCIACIÓN

TOTAL DE LA ACTIVIDAD

TRANSPORTE

AYUDANTES DE 

DESCRIPCIÓN

TOTAL DE LA ACTIVIDAD
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