oEk

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

Trabajo de fin de Master titulado:

“Analisis metagenomico de la diversidad del microbioma bacteriano total de
dipteros flebotomos del género Lutzomyia del noroccidente de Pichincha, Ecuador”

Realizado por:

Stephanie Lizethe Espin Arroba Ing.

Director del proyecto:

Juan-Carlos Navarro Castro PhD.

Como requisito para la obtencion del titulo de:

MAGISTER EN BIOMEDICINA

Quito, 28 marzo del 2024



DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Stephanie Lizethe Espin Arroba, ecuatoriana, con cédula de ciudadania N° 1721714952, declaro
bajo juramento que el trabajo aqui desarrollado es de mi autoria, que no ha sido presentado anteriormente
para ningun grado o calificacion profesional, y se basa en las referencias bibliograficas descritas en este

documento.

A través de esta declaracion, cedo los derechos de propiedad intelectual a la UNIVERSIDAD
INTERNACIONAL SEK, segin lo establecido en la Ley de Propiedad Intelectual, reglamento y

normativa institucional vigente.

6;\*6()hc‘n\e Cspin Jr\d

Stephanie Lizethe Espin Arroba Ing.

C.L: 1721714952



DECLARACION DEL DIRECTOR DE TESIS

Declaro haber dirigido este trabajo a través de reuniones periddicas con el estudiante, orientando sus
conocimientos y competencias para un eficiente desarrollo del tema escogido y dando cumplimiento a

todas las disposiciones vigentes que regulan los Trabajos de Titulacion.

~4"{Z; o ¥

M

Juan Carlos Navarro Castro, Ph.D



LOS PROFESORES INFORMANTES:

JOSE RUBEN RAMIREZ-IGLESIAS

ANDRES MANUEL HERRERA YELA

Después de revisar el trabajo presentado lo han calificado como apto para su defensa

oral ante el tribunal examinador.

E I Fi rmdo el ect r6ni canent e por
£ RYEEN Rl Rez e MANUED ANDRES
" HERRERA YELA

Dr. José Rubén Ramirez-Iglesias MSc. Andrés Manuel Herrera Yela

Quito, 28 de marzo de 2024



DECLARACION DE AUTORIA DEL ESTUDIANTE

Declaro que este trabajo es original, de mi autoria, que se han citado las fuentes correspondientes y que
en su ejecucion se respetaron las disposiciones legales que protegen los derechos de autor vigentes.

6;\*@hc‘n\e 659’:«,\ J}\y

Stephanie Lizethe Espin Arroba Ing.

C.L: 1721714952



Agradecimientos

A mis profesores Juan Carlos Navarro y Jos¢ Rubén Ramirez por permitirme trabajar junto a ellos y ser
parte de esta gran red de desarrollo de investigacion. Gracias por su conocimiento, tiempo, paciencia y
sobre todo por ensefiarme. Gracias a esta Alma Mater, por su empeflo en generar informacion cientifica y
relevante para el pais, sobre todo por permitirme crearla aqui.

A mis padres Pauli, Frank y mi hermano Gabriel, que no dudaron ni un segundo en apoyarme durante esta
enriquecedora etapa. Por su espera, paciencia y ayuda, les quedo en deuda por todo su amor y su apoyo.
A mis tios Chris y Xavi que siguen siendo parte de mis historias. A mis abuelitos Rossi y Hery que atn
se preocupan de mi. A mi novio Ronnie gracias por todo tu amor, tu tiempo y por compartir los viajes de
regreso. A mi amigo Francisco por la preocupacion y las risas, y a Juan por la nueva amistad que me deja
esta maestria.



oo

UISEK

Articulo de tesis

Analisis metagenomico de la diversidad del microbioma
bacteriano total de dipteros flebotomos del género Lutzomyia del
noroccidente de Pichincha, Ecuador

Stephanie Espin-Arroba', José Rubén Ramirez *" Juan Carlos Navarro >

Maestria en Biomedicina, Facultad Ciencias Salud, UISEK; stephanie.espin@uisek.edu.ec
Grupo de Enfermedades Emergentes, Desatendidas, Eco epidemiologia y Biodiversidad, Facultad de Ciencias de
la Salud, Universidad Internacional SEK. Quito, Ecuador.

* Autor de Correspondencia: juancarlos.navarro@uisek.edu.ec

Resumen:

El microbioma bacteriano en insectos es una mezcla de diversas especies, resultantes de la interaccion de su entorno
y su desarrollo fisiologico habitual. Lutzomyia aclydifera y Lutzomyia reburra (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae) se caracterizan por ser no antropofilicos y pertenecientes a una comunidad de vectores comunes en
el noroccidente de Pichincha. De estos vectores se ha definido su composicion bacteriana total con el fin de
determinar su diversidad, y factores de abundancia como punto inicial para luego determinar su posible influencia
en el vector. Utilizando metagenomica, barcoding y Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS), se obtuvo la
informacion genética de la region completa del 16S ribosomal como clave de clasificacion taxonomica de la
diversidad y cantidad del microbioma en las especies de Lutzomyia. La diversidad del bacterioma mostré una
relacion inversamente proporcional con la altitud, entre las localidades de Pacto/Mashpi con la menor altitud donde
L. aclydifera hembras mostr6é un microbioma bacteriano mas diverso y abundante respecto a otras localidades como
Pedro Vicente Maldonado e incluso comparativamente con L. reburra. Se describio la abundancia caracteristica de
bacterias ubicuas de suelo y agua, asi como también bacterias de importancia veterinaria y clinica para humanos.

Palabras clave: Metagenomica, 16S, NGS, MinlON, Lutzomyia, secuenciacion, microbioma, bacterioma.
Abstract:

The bacterial microbiome in insects is a mixture of various species, resulting from the interaction of their
environment and their usual physiological development. Lutzomyia aclydifera and Lutzomyia reburra (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) are characterized by being non-anthropophilic and belonging to a community of
common vectors in the northwest of Pichincha. Their total bacterial composition has been defined in order to
determine their diversity, and abundance factors as a starting point to later determine their possible influence on the
vector. Using metagenomics, barcoding and Next Generation Sequencing (NGS), genetic information of the entire
16S ribosomal region was obtained as a key to taxonomic classification of the diversity and quantity of the
microbiome in Lutzomyia species. The diversity of the bacteriome showed an inversely proportional relationship
with altitude, among the localities of Pacto/Mashpi as the lowest altitude where L. aclydifera females showed a
more diverse and abundant bacterial microbiome with respect to other localities such as Pedro Vicente Maldonado
and even comparatively with L. reburra. The characteristic abundance of ubiquitous soil and water bacteria, as well
as bacteria of veterinary and clinical importance to humans, was described.

Keywords: Metagenomics, 16S, NGS, MinlON, Lutzomyia, sequencing, microbiome, bacteriome.
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1. Introduccion

Los insectos del género Lutzomyia o fleb6tomos (manta blanca en el argot comun) son dipteros de la familia
Psychodidae, conocidos por ser vectores de parasitos del género Leishmania que los adquieren desde hospedadores
vertebrados mediante mecanismos alimentarios como la hematofagia (Rotureau, 2006). De estos, unicamente las
hembras tienen la capacidad de alimentarse de sangre, tomar el parasito y multiplicar estos agentes patogenos para
transmitirlos a un hospedador susceptible (De Oliveira et al., 2017). Este fenomeno de proliferacion ocurre
principalmente con Leishmania y diversas bacterias de relevancia en salud publica y animal (Harbach, 2007;
Tabbabi et al., 2022).

La presencia de insectos del género Lutzomyia en territorio ecuatoriano esta fuertemente relacionada con factores
climaticos, localizacion geografica y la situacion del urbanismo (Duque et al., 2020). Se conoce de una dependencia
a la temperatura ambiental, que influye en su ciclo reproductivo, la fecundidad y en sus comportamientos
alimentarios (Agyekum et al., 2021). Gomez E. & Hashiguchi Y. (1991) describieron que en las ciudades de
Guayaquil, Quito y Cuenca existio mayor densidad de flebotomos entre los meses de febrero a Julio con una
temperatura promedio de 18°C y una humedad méxima de 80%. Respecto a la variable altitud, Gomez, Kato, &
Hashiguchi (2014) sefialan que la localizacion de lutzomyias se ha dado desde zonas bajas costeras hasta regiones
andinas de hasta 2500 m, ampliando considerablemente la adaptabilidad en diversos pisos climaticos.

Para Ecuador, se ha reportado la presencia de Lutzomyias en al menos 20 provincias, referidas por infecciones
parasitarias transmitidas por estos vectores. La mayoria de casos se han presentado en la parte costera y han
incrementado hasta la zona andina debido a la extension del uso de la tierra para la urbanizacion y actividad agricola,
ademas de la movilizacion humana y la cercania con animales silvestres (Calvopifia et al., 2004). Como vectores
mas abundantes se han sefalado a Lutzomyia trapidoi, L. hartmanni, L. gomezi, L. panamensis y L. ayacuchensis
(Calvopinia et al., 2004; Arrivillaga-Henriquez et al., 2017); su cantidad depende tanto de la cobertura del bosque
como de la preferencia y disponibilidad de hospedadores (Arrivillaga-Henriquez et al., 2017). En cuanto a nuestra
primera especie de interés, L. aclydifera por su parte es mayormente encontrada en la provincia de Imbabura y se
sefalan diferentes preferencias alimentarias que excluyen a los humanos (Gémez, Kato, Mimori, et al., 2014). Por
otro lado, la especie L. reburra se caracteriza por preferir alimentarse de animales mamiferos y ha sido encontrada
en la provincia de Pichincha siendo de importancia eco epidemiologica ya que porta de manera natural parasitos de
Leishmania (Duque et al., 2020).

La descripcion del nicho geografico de las lutzomyias permite relacionarlo con otros aspectos como la interaccion
con sus fuentes de alimento (Duque etal., 2020). Debido a esta relacion se propicia la transmision de
microorganismos y se inicia un nido o ciclo de transmision (Goémez et al, 2022), donde el insecto adquiere
microorganismos desde reservorios con una infeccion activa. Luego en el intestino se alcanza su multiplicacion
(viral, bacteriana o parasitaria) para luego movilizarse y alojarse en glandulas salivales para ser liberados en nuevas
picaduras a nuevos hospedadores durante la alimentacion (Gomez et al, 2022).

El proceso de proliferacion y almacenamiento del microbioma se desarrolla en el sistema digestivo del vector y
juega un papel fundamental al facilitar su riqueza en especies diversas, particularmente porque muchos parasitos y
bacterias encuentran al tejido digestivo como un medio para completar su desarrollo y residen en este por beneficio
(Kelly etal., 2017). Dado a ello, en el intestino de los vectores pueden encontrarse asociaciones bacterianas
transitorias o propias que colonizan la region intestinal (Mancini et al., 2018).

El microbioma bacteriano puede llegar a formar una simbiosis con el insecto e influir de tal manera que modula sus
procesos fisioldgicos, metabolicos e inmunitarios (Mancini et al., 2018). Las respuestas inmunitarias desde el tejido
intestinal pueden provocar alteraciones en el epitelio, cambiar el pH, aumentar la produccion de enzimas digestivas
y moléculas antiparasitarias y desencadenar la reduccion de la susceptibilidad a la colonizacion por parasitos (Yadav
etal., 2015; Coon et al., 2014).
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Para el caso de la infeccion de Leishmania en Lutzomyia, el parasito ha desarrollado un mecanismo adaptativo,
mediante el cual se rodea de fosfoglicanos que le facilita anclarse a las células epiteliales y de esta manera evade la
digestion por protedlisis (Rotureau, 2006). En conjunto con el microbioma intestinal, se genera competencia tanto
por la adhesion en el tejido como por los nutrientes (Pires et al., 2017) y en presencia de bacterias de tipo Serratia,
Bacillus o Haemophilus, pueden inducir la lisis del promastigote de Leishmania por la destruccion de estos
fosfoglicanos. Lo contrario ocurre en presencia de bacterias como Pseudozyma, Asaia y Orchobactrum que
contrarrestan la lisis de los fosfoglicanos y facilitan el anclaje del parasito (Monteiro et al., 2016).

Debido a la diversidad y abundancia bacteriana que se espera se encuentre en los insectos, se ha considerado la
metagendmica como una herramienta de identificacion taxonomica, que facilita identificar regiones genéticas
amplias y complejas como el 16S (Finney et al., 2015). Esta porcion genética, es una secuencia genotipica de tipo
housekeeping que ha servido como marcador de identificacion molecular (Janda & Abbott, 2007). La region 16S
rDNA contiene una alta cantidad de informacion filogenética por su conservacion en las regiones hiper variantes
V1-V9 (Bukin et al., 2019), Este gen tiene caracteristicas Optimas para usarse en secuenciacion, respecto a su
longitud e informacién disponible. Adicionalmente, bajo analisis bioinformatico se puede llegar a estudiar distintos
organismos por generacion de arboles filogenéticos con construcciones de maxima similitud o bayesianos
alcanzando porcentajes hasta del 90% de reconocimiento (Janda & Abbott, 2007).

La Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS en inglés) ha tomado la posta en métodos moleculares para
proporcionar informacion independiente de técnicas tradicionales como los medios de cultivo (Baker et al., 2003;
Wensel etal.,, 2022) Esta metodologia de secuenciacion actia en simultaneo sobre muestras multiples y
heterogéneas (Wensel etal., 2022) obteniendo una optimizacidon en secuenciacion con alto rendimiento.
Adicionalmente, se ofrece una mayor cantidad de resultados complejos y robustos a un costo menor, sin dejar de
lado la rapidez y la alta resolucion de informacion para el area investigativa (Durazzi et al., 2021).

Para este tipo de ensayos, el NGS parte de amplicones, ARN o ADN completo de grandes longitudes de
aproximadamente 10 Kb (Hu et al., 2021). En la metagenomica, la mayoria de las estrategias proponen el uso de
millones de amplicones purificados que luego son convertidos en fragmentos secuenciables en la preparacion de
librerias (Hodkinson & Grice, 2015). Las librerias se componen por segmentos definidos en longitud e informacion
de material genético con adaptadores oligoméricos en 5’ y 3° (Hess et al., 2020).

Para estos fragmentos definidos, existen opciones de lectura que se basan en la complejidad y resolucion final de
la secuenciacion. El punto diferenciador de la NGS, es que se enfoca en lecturas largas, a diferencia de la tradicional
secuenciacion por Sanger que trabaja secuencias cortas (Hu et al., 2021). La NGS se enfoca en caracteristicas como
la capacidad de resolucion dependiente de la longitud de los fragmentos y la cobertura para su definicion pues
ademas de ser un fragmento completo y extenso, debe existir en alta cantidad para ser definido varias veces y ajustar
de mejor forma a la secuencia real con una mayor precision (Hodkinson & Grice, 2015).

La NGS puede trabajar en sistemas multiplexing para ampliar informacion taxonémica y proporcionar datos de
abundancia relativa segin el gen investigado (Bruno et al., 2015). Esto facilita el estudio de tipo barcoding que
identifica multiples especies de una sola muestra colectiva del ambiente o de un organismo (Taberlet et al., 2012).
De forma directa, se tiene acceso a una clasificacion mediante meta barcoding utilizando un gen codificante
hipervarante de discriminacion, como el 16S (Bruno et al., 2015).

Estudios metagenomicos con 16S bacteriano realizados por Monteiro et al. (2016) y Pires etal. (2017) en
localidades de Brasil, concordaron que la diversidad bacteriana depende de las preferencias alimentarias de las
lutzomyias y la distribucion de estas fuentes en los nichos de los vectores. Observaron esta particularidad al
encontrar un incremento de bacterias después de que las /utzomyias hembras se alimentaron de sangre. Estos habitos
alimentarios hacen del microbioma abundante, a diferencia de las lutzomyias que se alimentan de frutas y azicar
con un microbioma equilibrado y mas homogéneo (Monteiro et al., 2016; Pires et al., 2017).
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En 2017, Fraihi et al. describieron la composicion del microbiota en especies de Phlebotomus en Tunez y su
asociacion con las variables climaticas. Factores como los meses de muestreo influyeron en la abundancia de las
bacterias. Por ejemplo, en julio, el mes de transmision activa de Leishmania, se reportan Proteobacterias como las
mas abundantes, mientras que en septiembre las mismas se muestran imperceptibles. Con esto se evidencia que la
variacion es altamente influenciada por la estacion climatica.

En Ecuador, se conoce que los cuadros clinicos de leishmaniasis cutanea se dan de forma menos severa en
comparacion con infecciones en Peru (Hashiguchi et al., 2018). Dada esta particularidad, se sefala que la
proliferacion parasitaria podria estar inhibida por comunidades bacterianas que ejercen mecanismos de competencia
que reducen la capacidad infectiva (Kelly et al., 2017). Sin embargo, el detalle de esta composicion del microbioma
en Ecuador atin no ha sido descrita, principalmente para las especies de lutzomyias que se desarrollan en regiones
con transmision activa y endémica de leishmaniasis como ocurre en el Noroccidente de Pichincha.

La composicion del microbioma en Lutzomyias puede estar ligada con las variaciones en la alimentacion y la altitud.
Bajo esta premisa se propuso analizar y caracterizar el microbioma total de las especies de Lutzomyia aclydifera'y
Lutzomyia reburra de las localidades de Pacto/Mashpi, Pedro Vicente Maldonado y San Miguel de los Banco/Milpe
localizados en el noroccidente de Pichincha, Ecuador, mediante metagenoémica del 16S rADN, con la finalidad de
obtener un primera evaluacion de diversidad y abundancia bacteriana y, poder inferir a posteriori su influencia
distintos parametros de transmision de Leishmania y otros patdgenos bacterianos de importancia en el contexto One
Health.

Nuestra hipoétesis inicial apunta a que existe una caracterizacion particular y diferencias del microbioma entre las
dos especies de Lutzomyia respecto a sus preferencias alimentarias, por sexo y por nivel altitudinal.

2. Materiales y Métodos

Muestras de Lutzomyia del noroccidente de Pichincha, Ecuador

En trabajo conjunto con el Instituto de Investigacion en Salud Publica y Zoonosis CIZ de la Universidad Central
del Ecuador, se obtuvo ejemplares de Lutzomyia, que fueron recolectados en los sectores de Milpe, Mashpi, Pacto,
Pedro Vicente Maldonado y San Miguel de los Bancos del Noroccidente de Pichincha (

Figura 1), durante los periodos de julio y agosto 2013 y mayo 2014. Estos fueron almacenados conservando una
cadena de frio para preservar el material genético. Se contd con una total de 133 individuos descritos en la tabla 1.
Los insectos fueron recolectados en un muestreo sistematico y estratificado de la region (Arrivillaga-Henriquez
et al., 2017; Duque et al., 2020), siguiendo las localidades sefialadas en la

Figura 1 con las respectivas altitudes descritas en la Figura 2 y Figura 3.
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Figura 1. Distribucion del area de muestreo en el Noroccidente de Pichincha, en las localidades de Pedro Vicente Maldonado,
Pacto/Mashpi, San Miguel de los Bancos/Milpe.
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Figura 2. Altitud respecto a la region de muestreo para Pacto/Mashpi (Topographic-map, 2023)
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Figura 3. Altitud respecto a la region Pedro Vicente Maldonado y San Miguel de los Bancos/Mashpi (Topographic-map, 2023)

Tabla 1. Clasificacion y conteo de las muestras de L. aclydifera y L. reburra hembras y machos localizados en Pacto/Mashpi,
Pedro Vicente Maldonado y San Miguel de los bancos.

Lutzomyia aclydifera Lutzomyia reburra Total, por
Localidad 1 l" dad
Hembra Macho Hembra Macho ocalida
Pacto/Mashpi 4 26 3 10 43
Pedro Vicente Sin
Maldonado 8 22 muestras 30 60
San Miguel de los .
Bancos/Milpe Sin muestras 8 22 30
Total por sexo 12 48 11 62
133
Total 60 73

Se utilizaron unicamente ejemplares completos, que no se encuentren rotos o lisados en la region abdominal para
evitar contaminacion cruzada y que hayan sido almacenados bajo el protocolo de recoleccion y almacenamiento
aplicado por el instituto colaborador.
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Extraccion de ADN total de los insectos de Lutzomyia

Bajo condiciones estériles, se procedio a realizar una extraccion con protocolo in house por sales de ADN. Un total
de 133 ejemplares de L. aclydifera y L. reburra fueron embebidos completamente en 25ul. de buffer de lisis con
incubacion a 37°C por 24h. Seguido de una lisis mecanica con mortero, se afiadi6é 2 uL de proteinasa K y se llevo
a incubacion a 56°C por 10 minutos. Se anadi6 25 ul de buffer lisis para completar el proceso con incubacion por
1 hora y 50 minutos. La desactivacion de la proteinasa K se llevo a cabo por incremento de temperatura a 80°C por
15 minutos. Se afiadié 6ul. de acetato de sodio frio a la solucion de lisis, se incub6 a -20°C por una hora. Para
rescatar el sobrenadante se llevo a centrifugacion a 12000 rpm por 15 minutos, se rescatd el sobrenadante y se
incubd con 100 uL de etanol 100% de grado molecular a -20°C por toda la noche (Golczer & Arrivillaga, 2008).

Se completo la extraccion de ADN con lavados de etanol, y que fue centrifugada por 15 minutos a 12000 rpm.
Luego, se descarto el sobrenadante y se anadio 50 uL de etanol puro y se incubd por 10 minutos a RT, seguida de
centrifugacion por 5 minutos. El Gltimo lavado con etanol, se colocod 25 uL de etanol absoluto frio sobre el pellet,
seguido de una centrifugacion por 15 minutos. El etanol fue evaporado a 37°C, para finalmente eluir el ADN en 40
uL de agua PCR ultra pura (Golczer & Arrivillaga, 2008).

Amplificacion de la region 16S, preparacion de librerias y secuenciacion NGS

Por medio de PCR convencional, se amplifico la region completa de 16S rADN bacteriano con primers especificos
y sus respectivos adaptadores OXO27F (5'- TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCAGAGTTTGATCMTGGCTCAG
-3") y OXO1492R (5'- ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCCGGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Huggins et al.,
2022). Las condiciones de PCR siguieron el siguiente protocolo: Desnaturalizacion a 95°C por tres minutos. 30
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, annealing a 50°C por 30 segundos y extension a 72°C por un
minuto y 30 segundos. para finalizar una espera a 72°C por cinco minutos.

Posterior a la amplificacion del 16S rDNA, se comprobo por electroforesis en gel de agarosa al 1% para evaluar
tamaio e integridad del producto del amplicon. En consecuencia, los productos positivos de PCR fueron purificados
con perlas magnéticas, cuantificados y almacenados a -80°C. Se leyeron concentraciones por fluorometria con el
equipo Qubit 2.0® y el Kit dsDNA HS Quantification assay de ThermoFisher Scientific.

Para el etiquetado por Barcoding se transfirio en promedio 145 fmol de ADN de 16S amplificado para cada grupo
segun la tabla 2, se ajusto el volumen a 48uL con agua libre de nucleasas seguido de homogeneizacion y una breve
centrifugacion. En el proceso de PCR de barcoding, para la reaccion se afiadio 2uL. de PCR Barcode junto con 48
uL de DNA diluido, seguido de 50 uL del master mix Long Amp Taq 2x. Para el proceso de amplificacion se
comenzo con una desnaturalizacion de 95°C por tres minutos, 12 ciclos de amplificaciéon que constan de:
Desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, Annealing a 62°C por 15 segundos, y una extension a 65°C. Finalmente
un ciclo a 65°C. Se cuantifico y se continu6 con el proceso (Oxford Nanopore Technologies, 2019).

Tabla 2. Distribucion y clasificacion de muestras respecto a la especie de Lutzomyia, sexo, y localizacion geografica

Regién L. aclydifera L. reburra
Barcode Barcode
Pacto/Mashpi BCO1 BCO02
Hembras Pedro Vicente Maldonado BC03 Sin muestras
San Miguel de los Bancos/Milpe Sin muestras BC04
Machos Pedro Vicente Maldonado BCO05 BCO06

Combinacion de Variables: BCO1: L. aclydifera hembras de Pacto/Mashpi. BCO3: L. aclydifera hembras de Pedro Vicente
Maldonado. BCOS: L. aclydifera machos de Pedro Vicente Maldonado. BCO02: L. reburra hembras de Pacto/Mashpi. BC04: L.
reburra hembras de San Miguel de los Bancos/Milpe. BCO6: L. reburra machos de Pedro Vicente Maldonado.
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Cada solucion de Barcode amplificada fue purificada por perlas magnéticas AMPure XP y cuantificada para
continuar con la preparacion de los extremos. En un tubo de PCR se colocéd 1 uL de DNA muestra de control, junto
con el ADN del protocolo previo, ademas de buffer de reaccion Ultra II end prep y 3 uL mix de enzimas Ultra II
End prep. La reaccion tuvo una incubacion de 5 minutos a 20°C y 5 minutos a 65°C (Oxford Nanopore
Technologies, 2019).

El ADN pool fue purificado con perlas AMPure XP, los 60 uL de la reaccion previa fueron mezclados con 60 uL
de perlas, se mantuvo en homogeneizacion por cinco minutos a RT. El tubo de reaccion se centrifugd y colocod
sobre un iman para retirar el sobrenadante de las perlas y se afiadio 200 uL de etanol 80% con agua libre de
nucleasas, sin mover el pellet se retird y descarto el etanol. Se repiti6 el proceso de lavado con etanol dos veces.
Finalmente, el pellet se resuspendio en 61 ul de agua libre de nucleasas con una incubacion de dos minutos a RT,
se retiro la solucion de elucion y se separ6 de las perlas (Oxford Nanopore Technologies, 2019).

Para el proceso de ligado de los adaptadores, en un tubo de centrifuga de 1.5 mL se carg6 60 uL del DNA resultante
del proceso previo, junto con 25 uL. de buffer de ligacion, 10 uL de Ligasa de DNA NEBNext Quick T4 y SuL de
Mix de adaptadores. Se dejo en incubacion por 10 minutos a RT. Luego se afiadieron 40 uL de perlas AMPure XP
y se homogeneizd por rotacion 5 minutos. Se llevo a centrifugar y se mantuvieron las perlas en el fondo con la
ayuda de un iman mientras se descartd el sobrenadante. Se anadio 250 ul de buffer para fragmentos largos y se
llevo al rack imantado para acumular las perlas en un pellet, se descartd el sobrenadante y se volvio a lavar (Oxford
Nanopore Technologies, 2019).

Una vez seca las perlas sin sobrenadante, se afiadieron 15 uL de buffer de elucion, seguido de una precipitacion con
centrifuga y una incubacion por 10 minutos a RT. Se retiraron los 15 ul. de ADN con libreria y se cuantifico para
cargar en la célula de flujo una concentracion de 5 o 50 fmol.

El proceso de secuenciacion comenz6 con la preparacion de la célula de flujo con un mix cebador con 30 uL de
Flush Tether en Flush buffer. En el equipo MinlON ™ se coloco la celda, se deslizo hacia el puerto cebador y se
carg6 800 ulL de mix cebador en la celda de flujo sin dejar burbujas de aire. Para la carga de las muestras, se
mezclaron 37.5 uL de buffer de secuenciacion con 25.5 uL de perlas de carga y 12 uL de la libreria preparada
anteriormente. En el puerto de muestra SpotON se cargaron 75 uL de la libreria, asegurandose que entre el puerto
de muestra. Se cerr6 el puerto de muestra SpotON y la tapa del MinlON y se continu6é con el protocolo de
secuenciacion en el equipo por 48 horas. (Oxford Nanopore Technologies, 2019).

Analisis taxonomico de las secuencias resultantes

Con el sistema de analisis de datos EPI2ME de Metrichore Ldt., bajo el flujo de trabajo Fastq 16S se clasifico por
orden filogenético para familias, géneros y especies, segun una longitud minima de 1350 pb y méaxima de 1650pb,
una cobertura minima del 85% e identidad maxima de 95%. Para el analisis de identidad con blast de tom6 un
minimo de 5 secuencias target. El programa se ejecutd por 15 dias y se dio lectura de las clasificaciones.

3. Resultados

Mediante la amplificacion del gen 16S bacteriano de un total de 133 flebotominos, 116 especimenes resultaron
positivos para la amplificacion del gen completo, seleccionando las mas relevantes por region en 22 hembras y 64
machos. Para la distribucion y formacion de librerias se distribuy6 respecto a la

Tabla 3.

Un total de 14.400 lecturas fueron reconocidas respecto a los 6 barcodes en el programa EPI2ME vy flujo de trabajo
para 16S, con un 96% de precision en la clasificacion taxondémica. La mayor cantidad de lecturas fueron obtenidas
del BC04 correspondiente a L. reburra hembras de la region de San Miguel de los Bancos/Milpe con 2.128 lecturas
totales. El siguiente barcode fue BCO1 de L. aclydifera de la region Pacto y Mashpi con 1.027 y en menor cantidad
de lecturas se encuentran los demas barcodes como se muestra en la Figura 4.

En primera instancia se evalu6 las diferencias respecto a la especie del vector y la composicion del microbioma
total (Figura 5) evidenciando al grupo de flebotomos de L. aclydifera con una comunidad de bacterias mas
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abundante y diversa en relacion a L. reburra, que por su parte cuenta con menos recuento de lecturas y menor
cantidad de géneros bacterianos (

Tabla 4). La diversidad de L. aclydifera fue claramente mayor que la de L. reburra, siendo Sphingomonas el género
comun entre las dos especies (Figura 5).

Se analiz6 la composicion bacteriana de L. aclydifera seglin el sexo y la ubicacion geografica, utilizando los
Barcodes BC01, BC03 y BCO5 (Figura 6). Los ejemplares de L. aclydifera hembra de Pacto/Mashpi (BCO01)
mostraron mayor variabilidad con bacterias del género Agrobacterium, Staphylococcus, Bradyrhizobium,
Hyphomicrobium, Sphingomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas y otros menos frecuentes que se encuentran
descritos en la Tabla 5. En Pedro Vicente Maldonado (BCO03) las bacterias predominantes son del género
Staphylococcus, Sphingomonas 'y Stenotrophomona, que a su vez fueron encontradas en comun con BCOI.

Por contraparte, en L. aclydifera machos de Pedro Vicente Maldonado (BCO05) se detectd Acinetobacter,
Cutibacterium y Sphingobium (Figura 6). Se observo la relacion entre hembras y machos de Pedro Vicente
Maldonado mostrando similitud en la ocurrencia de Acinetobacter y Cutibacterium.

Con los barcodes BC02, BC04 y BC06, se identificod la composicion de microbioma por sexo y region de L. reburra
(Figura 7). En hembras de Pacto/Mashpi (BC02), los géneros predominantes fueron Bradyrhizobium,
Sphingomonas, Aquabacterium, Methylobacterium, Methylorubrum, Pantoea. Para hembras de San Miguel de los
Bancos/Milpe (BC04) se identificaron géneros Bradyrhizobium, Sphingomonas, Rickettsia, Enterobacter y
Caulobacter. Para ambas localidades se encontré en comun bacterias del género Bradyrhizobium.

En cambio, para las L. reburra macho de Pedro Vicente Maldonado (BC06) se encontraron Caulobacter,
Cutibacterium, Moraxella, Niallia, Pantoea, Pseudomonas, Rosenbergiella, Sphingomonas (Figura 7). Con este
detalle, se identifico la presencia de Pantoea tanto en hembras como machos de dos localidades diferentes BC02 y
BCO06. Asi como también la existencia de Caulobacter, compartida entre BC04 y BC06,

Las diferencias fueron evidentes respecto a cada region, resultado de una mezcla varia y bien marcada por cada una
de las zonas evaluadas (Tabla 5).

Tabla 3. Clasificacion de muestras con amplificacion positiva de gen 16S completo respecto a localizacion geografica, especie
de Lutzomyia y cantidad de muestras disponibles.

L. aclydifera L. reburra
Region
No de Barcode No de Barcode
muestras muestras
Pacto/Mashpi 4 BCO1 3 BCO02
Pedro Vicente .
Hembras Maldonado 7 BCO03 Sin muestras
San Miguel
de los Sin muestras 7 BC04
Bancos/Milpe
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Pedro Vicente
Machos Maldonado 18 BCO05 22 BCO06

Tabla 4. Recuento de familias, géneros y especies del microbioma bacteriano entre las dos especies de flebotomos evaluados
clasificados segun taxonomia por EPI2ZME.

Familias Géneros Especies
especificas comunes especificas comunes especificas comunes
. 17 27 42
L. aclydifera
yiif 11 9 5
L. reburra 5 7 13
Total 33 43 60
identificado
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=1
3]
@
= 5000-
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T T
BC01 BC02 BC03 BC04 BCO0S BC06 BCIl2

Barcodes

Figura 4. Clasificacion por abundancia de lecturas finales con un 95% de identidad clasificadas post secuenciacion respecto a
cada Barcode. BC12: control positivo de secuenciacion.
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L. aclydifera L. reburra Total

Especies de Flebotomos

Mayor a 300 lecturas:

i el

Agrobacteriun
Staphylococcus
Bradyrhizobium
Hyphomicrobium
Sphingomonas
Acinetobacter

Stenotrophomonas

200 lecturas:

Bosea

Reyranella
Starkeya
Sphingobium
Methylophilus
Pseudoxanthomonas
Mycolicibacterium
Finegoldia
Carnobacterium
Mesorhizobium
Aquabacterium
Pantoea

Pseudomonas

gooooo0n

Massilia
Paraburkholderia
Cutibacterium
Pedomicrobium
Neoroseomonas
Variovorax

No clasificados

100 lecturas:

Singulisphaera
Xvlophilus
Microbacterium
Oceanobacillus
Caulobacter
Methylobacterium
Methylorubrum
Rickettsia
Enterobacter
Rosenbergiella
Moraxella

Niallia

Figura 5. Clasificacion taxonémica de microbioma de L. aclydifera y L. reburra respecto a la cantidad de lecturas totales por
identidad con secuenciaciéon en NGS Oxford Nanopore del gen completo de 16S bacteriano de la region de Pacto/Mashpi,

Pedro Vicente Maldonado, San Miguel de los Banco/Milpe.
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Figura 6. Clasificacion taxondmica respecto a la cantidad de lecturas con 95% de identidad encontradas en L. aclydifera
respecto al sexo y la region.
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Figura 7. Clasificacion taxondmica respecto a la cantidad de lecturas con 95% de identidad encontradas en L. reburra respecto
al sexo y la region
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Tabla 5. Descripcion taxonémica por familia, género y especie de las bacterianas componentes del microbioma total encontradas en Lutzomyia aclydifera y Lutzomyia reburra respecto a
su sexo y localizacion geografica.

Clasificacion taxonomica L lt]l;l]):gtrf:ra L ‘,’,f%,’ﬁm Lh:ill,g::\a Llfleabcltliza
- . . Pedro Vicente Pedro Vicente San Miguel de los Pedro Vicente
Familia Género Especie Pacto/Mashpi Pacto/Mashpi Maldonado
Maldonado Maldonado Bancos/Milpe
Agrobacterium X
Rhizobiaceae Agrobacterium larrymoorei
. X
Agrobacterium cavarae
Staphylococcus X X
epidermidis
Staphylococcus X
equorum
Staphylococcaceae Staphylococcus Staphylococeus X
saprophyticus
. X
Staphylococcus pasteuri
Staphylococcus X X
saccharolyticus
Nitrobacteraceae Bradyrhizobium Bradyrhizobium X X X
mercantei
Hyphomicrobi Hyphomicrobi
[yphomicrobiaceae lyphomicrobium Hyphomicrobium facile X
Sphingomonas leidyi X X
. Sphingomonas X X X X
Sph
Sphingomonadaceae pRIngomonas echinoides
Sphingomonas X
yabuuchiae
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Sphingomonas
hankookensis

Sphingobium

Sphingobium
yanoikuyae

Moraxellaceae

Acinetobacter

Acinetobacter johnsonii

Acinetobacter
radioresistens

Moraxella

Moraxella osloensis

Xanthomonadaceae

Stenotrophomonas

Stenotrophomonas
maltophilia

Oxalobacteraceae

Massilia

Massilia putida

Massilia puerhi

Massilia rhizosphaerae

Burkholderiaceae

Paraburkholderia

Paraburkholderia
fungorum

Phyllobacteriaceae

Mesorhizobium

Mesorhizobium
comanense

Mesorhizobium
norvegicum

Propionibacteriaceae

Cutibacterium

Cutibacterium acnes

Acetobacteriaceae

Pedomicrobium

Pedomicrobium
americanum

Roseomonas

Neoroseomonas terrae

Comamonadaceae

Variovorax

Variovorax
boronicumulans
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Xylophilus . .
yiop Xylophilus rhododendri
Aquabacterium . .
g Aquabacterium pictum
Boseaceae Bosea L
Bosea thiooxidans
Reyranellaceae Reyranella
4 24 Reyranella terrae
Starkeya
4 Starkeya novella
Xanthobacteraceae
Ancylobacter Ancylobacter
rudongensis
Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas Pseudoxanthomonas
winnipegensis
Mpycobacteriaceae Moycolicibacterium Mpycolicibacterium
phocaicum
Carnobacteriaceae Carnobacterium Carnobacterium
inhibens
P iphi Finegoldia . .
eptoniphilaceae & Finegoldia magna
Isosph Singulisphaera . .
Sosphaeraceae guiisp Singulisphaera rosea
Microbacteriaceae Microbacterium Microbacterium
testaceum
Oceanobacillus Oceanobacillus
Bacillaceae massiliensis
Niallia I
Niallia circulans
Neisseriaceae Neisseria . L
Neisseria sicca
incertae sedis Methylibium Methylibium
petroleiphilum
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Rhodanobact Dyell X
odanobacteraceae yetia Dyella ginsengisoli
Sphaerotilaceae Piscinibacter s . X
Piscinibacter aquaticus
Methylophilus X
methylotrophus
Methylophilus
Methylobacteriaceae Methylobacterium
radiotolerans
Methylorubrum Methylorubrum
extorquens
Pantoea cypripedii
Erwiniaceae Pantoea
X
Pantoea agglomerans
Pantoea allii X
Rickettsi Rickettsi
ickettsiaceae ickettsia Rickettsia bellii
Enterobacter Enterobacter
quasiroggenkampii
Enterobacteriaceae X
Rosenbergiella Rosenbergiella X
epipactidis
Pseudomonadaceae Pseudomonas ) . X
Pseudomonas juntendi
Caulobacteraceae Caulobacter . X
Caulobacter segnis
41 10

X = presencia

Numero total de especies por region
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4. Discusion

En este estudio se reporta por primera vez la composicion microbiana total de dos especies de flebotomos L.
aclydiferay L. reburra que estan presentes en las localidades boscosas de Pacto/Mashpi, Pedro Vicente Maldonado
y San Miguel de los Bancos/Milpe en el Noroccidente de Pichincha. Se ha establecido la diversidad bacteriana
mediante metagendmica con la secuenciacion de nueva generacion con amplicones completos del gen 16S, con lo
que se ha evidenciado las especies mas abundantes de bacterias residentes en los flebotomos.

Las condiciones y composicion del entorno son cruciales para entender de qué forma se ha ido construyendo el
microbioma de las [utzomyias. Esta interaccion es intrinseca a su desarrollo y modula la composicion del
microbioma ya que evidentemente no solo varia por la alimentacion y sus fuentes primarias sino también por el
area de desarrollo y con qué fuentes cuentan a su alrededor (Pires et al., 2017) como vegetacion circundante,
hojarasca, diversos biotipos 0 madrigueras para descanso y oviposicion (Dvorak et al., 2018).

El microhabitat en el que se desarrollan los vectores varia tanto en caracteristicas geograficas como climaticas.
Elementos del entorno como suelo y la materia organica también cambia respecto a otros factores como luz solar,
agua y materia organica de la vegetacion propia del sector (Alencar et al., 2011). Que exista pocas similitudes entre
la composicion bacteriana se considera por sector y por especie de vector, influenciado por la diversidad al que
cada Lutzomyia se encuentra expuesto (Telleria et al., 2018).

Lutzomyia aclydifera, se caracteriza encontrarse en Pichincha, Ibarra y Canar (Alexander et al., 1992; Gomez,
Kato, Mimori, et al., 2014), con predileccion de habitat de localidades altamente boscosas en el sector huimedo
tropical, esto es confirmado por Linero et al. (2022), con el primer reporte de presencia de este flebotomo en la
region del Caribe de Colombia y regiones boscosas como el bosque de Antioquia y el Valle del Cauca. Ibafiez-
Bernal (2001), sefialan que L. aclydifera no es una especie antropofilica y Hashiguchi et al. (2014) reporta como
una de las mas abundantes en la zona de Rio verde Imbabura a 600 m, siendo esta la region mas préxima a Mashpi.

En cuanto a la composicion del microbioma encontrado en este estudio en L. aclydifera tanto en hembras como
machos mostré la mayor diversidad y abundancia, caracterizando el mayor grupo de familias, géneros y especies (

Tabla 4). El recuento total mostro 42 especies propias, muchas de estas bacterias han sido relacionadas con plantas
tanto patogénicas como simbiontes, bacterias del suelo, de agua y otras fijadoras de nitrogeno (Chakraborty et al.,
2016; Helene et al., 2017; Liang Miinchen, 2020; Madhaiyan et al., 2009).

En perspectiva de las dos localidades, Pedro Vicente Maldonado supera en altitud a Mashpi, lo que conlleva a
relacionar que la altura reduce la cantidad de bacterias del entorno donde se desarrollan las Lutzomyias aclydifera.
Los machos también poseen un bajo recuento, con lo que se observa la altitud podria afectar, asi como también la
alimentacion de los vectores para construir un microbioma multiple.

Lutzomyia reburra por su parte es un flebotomo que basa su dieta en sangre de mamiferos pequefios, mantiene la
transmision enzootica de Leishmania y se encuentra con mayor abundancia en localidades con alta cobertura de
bosque en la region noroccidental de Pichincha como Mashpi y Milpe (Duque et al., 2020), entre los 558 m hasta
1200 m de altitud donde L. reburra es abundante y dominante (Arrivillaga-Henriquez et al., 2017). De acuerdo a
Arrivillaga-Henriquez et al. en un reporte del 2017 menciona que naturalmente presenta infeccion por Leishmania
amazonensis facilitado por la presencia de vida silvestre de la region.
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L. reburra tiene una mayor presencia en la zona de San Miguel de los Bancos/Milpe con una altura de 1000 metros
aproximadamente, a mayor cantidad de lutzomyias, mayor interaccion con el entorno e incremento de bacterias en
el microbioma, sin embargo, se puede observar que la altura influye en la diversidad, ya que hembras y machos no
mostraron diversidad en las zonas mas altas. Respecto a la

Tabla 4 y Tabla 5, esta especie mantuvo el recuento mas bajo de bacterias.

La comparacion entre especies de Lutzomyia mostro mayor diversidad y abundancia en L. aclydifera a diferencia
de L. reburra. Como fue demostrado en la

Tabla 4 y la Figura 9, el mayor conteo se lo lleva L. aclydifera, sin embargo, solo cubre dos localidades de las tres

evaluadas y estas pertenecen a la menor altura de la region, entre 520m y 580m (Figura 2 y Figura 3Figura 6.
Clasificacion taxonomica respecto a la cantidad de lecturas con 95% de identidad encontradas en L. aclydifera respecto al sexo

y laregion.). A pesar que L. reburra cubre con las tres localidades del Noroccidente de Pichincha (

Figura 1), el recuento bacteriano es muchisimo menor y pertenecen a localidades altas que llegan a los 1100 metros.
No existi6 mayor similitud entre el microbioma por cada especie de flebotomo mas si las diferencias que se
encuentran en cuanto a cantidad y respecto al sexo (Figura 8).
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Figura 8. Total general de especies bacterianas respecto a la especie de lutzomyia y segun el sexo
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Figura 9. Diversidad bacteriana segun el total de especies respecto a la localidad de muestreo de la region mas baja a la region
mas alta.

Segun la descripcion bacteriana por region se afianza la idea que la diversidad se ve influenciada respecto la
ubicacion geografica (Coon et al., 2016). Pedro Vicente Maldonado, Pacto y San Miguel de los Bancos presentan
gradientes en altitud gracias a las estribaciones de la cordillera (GAD Pichincha & Gestion de Comunicacion, 2017).
Desde el punto mas alto a mas bajo se encuentra San Miguel de los Bancos/Milpe con la menor cantidad de especies
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bacterianas detectadas (5 especies), siguiendo Pedro Vicente Maldonado con 12 especies y Pacto/Mashpi siendo la
region mas baja en altitud con un total de 45 especies en total (Tabla 5). Ademas, se puede observar que el recuento
final de bacterias en Pacto/Mashpi corresponde a los vectores hembra, lo que indica que existié una influencia
evidente por la region y el sexo del vector (Figura 8).

De forma particular se encontré6 microbioma con posible efecto simbidtico, de estas se pudo senalar las
Sphingomonas, que fueron encontrados en las tres localidades muestreadas, tanto en L. reburra de ambos sexos
como L. aclydifera hembras. De forma general, estas bacterias poseen flagelos y cilios que actian como un sistema
de anclaje con células epiteliales y con otras bacterias como Caulobacter (de Vries et al., 2019). A pesar de esta
concordancia en el género y region, las especies bacterianas si difieren para cada caso. Como por ejemplo
Sphingomonas echinoides fue encontrada solo en Pacto/Mashpi y Pedro Vicente Maldonado mayormente en
hembras y unicamente en L. reburra machos. De esta bacteria, se estima una amplia presencia en insectos ya que
aporta nutricionalmente con enzimas hidrolasas que degradan oligosacaridos, manteniendo una actividad simbidtica
para la disponibilidad de nutrientes (Minard et al., 2013; Zotzmann et al., 2017).

Sphingomonas leidyi por su parte se encontré en Pacto/Mashpi L. aclydifera hembras y Pedro Vicente Maldonado
L. reburra machos. Se conoce que esta bacteria facilita la adhesion al lumen intestinal para colonizacion en el tejido
(Kelly et al., 2017). Sphingomonas yabuuchiae y Sphingomonas hankookensis se encontraron Unicamente en San
Miguel de los Bancos/Milpe de L. reburra hembra que de acuerdo con Hong et al. (2017), este tipo de bacterias
esta relacionada a beneficiar a mamiferos y vegetacion circundante por la degradacion de materia orgénica.

Las Acinetobacter johnsonii se encontré en L. aclydifera hembras y machos de Pacto/Mashpi y Pedro Vicente
Maldonado, es una bacteria caracteristica de dipteros hematdfagos como Aedes aegypti y Culex pipiens (do
Nascimento et al., 2022) sin embargo no se encontr6 en L. reburra. Esta bacteria es particular ya que aporta a la
digestion de la sangre ingerida y del néctar de las frutas (Baral et al., 2023; Minard et al., 2013).

Por otro lado, las Cutibacterium acnes se asocid en flebotomineos machos de Pedro Vicente Maldonado y L.
aclydifera hembras de Pacto/Mashpi, Su estructura de peptidoglicanos diferente a las demas Gram negativas
favorece al anclaje con estructuras lipidicas y puede influir en las lutzomyias por colonizacion (Whale et al., 2004).

Existieron también bacterias unicas como P. agglomerans en L. reburra machos de Pedro Vicente Maldonado, del
que se conoce posee un lipopolisacarido que actia de forma inmunomoduladora y estimula el crecimiento de ciertas
células epiteliales (Nakata et al., 2011) , ademas es una de las bacterias mayormente encontradas en fleb6tomos
transmisores de Leishmania (Gouveia et al., 2008), estos indicios pueden servir para determinar efectos de
transmision vectorial.

Rickettsia bellii fue encontrada inicamente en San Miguel de los Bancos en Lutzomyia hembras L. reburra. Braig
et al. (2008) sefiala la viabilidad de esta bacteria en interactuar con células de insectos de forma endosimbiotica
facultativa. Duque Granda et al. (2023) menciona que esta actividad ejerce efecto en la reproduccion de las hembras
favoreciendo la partenogénesis y reduciendo la cantidad de machos de la misma especie por induccion de la muerte
durante la ovoposicion para aumentar la supervivencia de los especimenes hembra (Cordaux et al., 2011).

También se encontro bacterias con caracteristicas patogénicas como Staphylococcus saprophyticus que ademas de
encontrarse en garrapatas Rhipicephalus microplus distribuidas en la sierra ecuatoriana (Pérez-Otafiez et al., 2024)
son altamente problematicas para la industria ganadera y se conoce que S. saprophyticus agrava las condiciones de
bacteriemias producidas por la mordedura de R. microplus en bovinos (Miranda-Miranda et al., 2010). También se
tiene indicios de su presencia en otros fleb6tomos como Phlebotomus argentipes'y Phlebotomus papatasi € inducen
a la ovoposicion de los insectos hembras (Gunathilaka et al., 2020; Radjame et al., 1997)

Microbacterium testaceum y Finegoldia magna también fueron detectados en microbioma de Rhipicephalus
microplus, sin embargo, no se ha esclarecido funciones o caracteristicas particulares que favorezcan al insecto
(Andreotti et al., 2011; Grigorescu et al., 2018; Mueller et al., 2008) o su influenza en otros como lutzomyias.

Stenotrophomonas maltophilia, por su parte si ha sido encontrada en L. Jongipalpis en territorio brasilefio(Gouveia
et al., 2008). Perira de Oliveira et al. En 2001destacan la particularidad de estas bacterias para fermentar azucares,
mientras que Gunathilaka et al. en 2020 sugieren esta como una bacteria comtn de Flebotomos en regiones mas
lejanas como Sri Lanka que a pesar de ser ubicua en suelos y reservas de agua, presenta una resistencia multiple a
antibioticos y es una de las mas frecuentes en infecciones respiratorias en humanos (Brooke, 2012).

5. Conclusiones:
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La secuenciacion de nueva generacion y el metabarcoding permitieron la identificacion de un microbioma diverso
en la region mas baja del noroccidente de Pichincha comprendiendo Mashpi hasta Pacto. Esta region se caracterizo
por contener al menos 45 especies de bacterias ubicuas en suelo, agua y otras simbiontes para el vector L. aclydifera
y L. reburra hembra. Mientras mas alta la region menos cantidad de especies bacterianas fueron encontradas, como
fue el caso de San Miguel de los Bancos/Milpe. Se corrobor6 la influencia de la region y el sexo del vector pues
fueron mas abundantes las bacterias en hembras que en machos. Se describieron también bacterias que pueden estar
ligadas a favorecer infecciones bacterias como Staphylococcus saprophyticus y Stenotrophomonas maltophilia.
También bacterias con caracteristicas simbidticas que influyen en la ovoposicion de los vectores como Rickettsia
bellii o Sphingomonas echinoides y Acinetobacter johnsonii que modulan la actividad metabolica alimentaria de
las lutzomyias.

Es necesario recabar mas informacion del microbioma a nivel especifico de la region en las lutzomyias mediante el
incremento del porcentaje de identidad y de cobertura de la secuenciacion, asi como secuencias mas largas. Mayores
detalles permitiran establecer comparativas, asi como por ejemplo, ampliar el rango de muestra en la region de
Mashpi y separar a la region de Pacto. Adicionalmente, tomar en cuenta condiciones climaticas donde podria
favorecer la proliferacion del vector y modificar la conducta alimentaria como en estaciones lluviosas y secas.

Finalmente, estos datos sirven de linea base sobre la abundancia y caracterizacion inicial del microbioma total de
en fébotomos y en las especies Lutzomyias aclydifera y L. reburra de Pichincha en Ecuador.
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