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Identificación morfológica, molecular y análisis de infección por Leishmania, Bartonella y/o 

Wolbachia en flebotominos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) de la Estación de 

Biología Tropical los Tuxtlas, Veracruz 

 

RESUMEN 

Los flebotominos, son dípteros de gran relevancia en salud publica debido a su capacidad de 

transmitir diversos patógenos a nivel mundial. No obstante, en México aun quedan áreas sin explorarse 

por lo que aún se desconoce mucho acerca de la biología, ecología, distirbución y taxonomía de este 

grupo. Es por eso que en este trabajo fue realizar un estudio enfocado en: 1) la identificación morfológica 

y molecular de flebotominos, 2) conocer la diversidad de estas especies y 3) su posible asociación con tres 

patógenos (Leishmania, Bartonella y Wolbachia), en la región de Los Tuxtlas, en el Estado de Veracruz. 

Adicionalmente se generaron datos complementarios sobre preferencias alimenticias, por lo que fue 

posible resaltar el posible papel de dos especies (Psathyromyia aclydifera y Psychodopygus panamensis) 

como vectores potenciales de Leishmania infantum en la zona de los Tuxtlas en Veracruz. En este 

proyecto se proporciona información básica acerca de las interacciones entre flebtominos, patógenos y 

hospederos, resaltando la relevancia de realizar estudios entomológicos y epidemiológicos en Méxcio, 

debido a que la dinámica de transmisión de patógenos, asi como la abundancia y distribución de especies 

de flebotominos difiere entre sitios geográficos. Este tipo de estudios permitirán enriquecer los programas 

de vigilancia epidemiológica para poder reducir el número de casos de leishmaniasis en Veracruz y otras 

partes de México 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las enfermedades transmitidas por vector son definidas como todas aquellas bacterias, parásitos o 

virus que son trasmitidos por artrópodos (flebotominos, mosquitos, moscas, chinches, piojos, pulgas y 

garrapatas, entre otros) a vertebrados terrestres incluyendo al ser humano. Estas enfermedades representan 

aproximadamente el 17% de las enfermedades infecciosas, y anualmente causan más de 700, 000 

defunciones a nivel mundial (OMS, 2020a).  

Dentro de este grupo de artrópodos considerados vectores, destacan por su gran relevancia en 

salud pública y veterinaria, los dípteros hematófagos comúnmente conocidos como flebotominos, ya que 

son capaces de transmitir diversos patógenos como: protozoarios del género Leishmania (Kinetoplastida: 

Trypanosomatidae), las bacterias Bartonella bacilliformis (Rhizobiales: Bartonellaceae) y Rickettsia spp. 

(Rickettsiales: Rickettsiaceae), así como algunos arbovirus (principalmente de las familias Bunyaviridae, 

Reoviridae and Rhabdoviridae) (Akhoundi et al., 2016; Ready, 2013; Young and Duncan, 1994). 

No obstante, su mayor relevancia está relacionada con la transmisión del protozoario Leishmania, 

agente causal de la enfermedad conocida como leishmaniasis. Esta enfermedad es considerada un serio 

problema de salud a nivel mundial, ya que cerca de 12 millones de personas padecen de esta enfermedad y 

se reportan dos millones de casos humanos nuevos anualmente. Se estima que 350 millones de personas 

están en riesgo de contraer la enfermedad (Alvar et al., 2012; OMS, 2020b). 

En México, los casos de leishmaniasis se han registrado al menos en 25 estados del país con 6,595 

casos nuevos registrados durante el periodo de 2010-2019. Aunque se estima que cerca de 16 millones de 

personas están en riesgo de contraer la enfermedad, siendo el principal factor de riesgo las poblaciones 

que viven cerca de plantíos de café, cacao y chicle, ya que son suelos ricos en materia orgánica que 

favorecen la abundancia de flebotominos (Alvar et al., 2012; DGE, 2020; Mikery-Pacheco and Vera, 

2018; Pech-May et al., 2016; Ready, 2013; Sanchez-Tejeda et al., 2001). 
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Aunque en los últimos 20 años el conocimiento sobre la biología, ecología y distirbución de los 

flebotominos ha incrementado exponencialmente, aún quedan muchas áreas geográficas sin explorarse de 

las cuales muchas de ellas son endémicas para la tranmision de la leishmaniasis. Es por eso que el objetivo 

de este trabajo fue realizar un estudio enfocado en conocer la diversidad de especies de flebotominos y su 

posible asociación con patógenos como: Leishmania, Bartonella y Wolbachia en la región de Los Tuxtlas, 

en Veracruz. 
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ANTECEDENTES 

 

Los flebotominos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) también son conocidos como: papalotillas, 

chitre, palomilla, manta blanca, quemador, pringador, jején, titira entre otros. Se caracterizan por ser 

dípteros nematóceros que se agrupan dentro de la subfamilia Phlebotominae, la cual incluye cerca de 

1,026 especies a nivel mundial de las cuales 546 especies se distribuyen en América (Galati, 2019; 

Shimabukuro et al., 2017). Estos dípteros alcanzan tamaños entre 2-5 mm, sus cuerpos están cubiertos de 

sedas, tienen patas muy largas y la posición de sus alas formando un ángulo de 45° (forma de “V”) en 

relación a su cuerpo. Tienen un ciclo de vida holometábolo (es decir que pasan por 4 etapas de desarrollo), 

existe dimorfismo sexual y tienen actividad crepuscular o nocturna con limitada capacidad de vuelo 

(Montes de Oca-Aguilar et al., 2013a; Pech-May et al., 2013). Ambos sexos se alimentan de azúcares, sin 

embargo en época reproductiva las hembras requieren de la ingesta de sangre de vertebrados para la 

maduración de huevos (Montes de Oca-Aguilar et al., 2013a). Dicha característica, está relacionada con su 

capacidad y competencia vectorial para poder transmitir Leishmania, Bartonella bacilliformis, Rickettsia 

spp., así como algunos arbovirus (Akhoundi et al., 2016; Ready, 2013; Young and Duncan, 1994). 

En México, 52 especies válidas y dos especies fósiles de flebotominos han sido descritas hasta el 

momento, basándose principalmente en caracteres morfológicas ubicados principalmente en las genitalias 

de machos y hembras, asi como en estructuras de la cabeza (el cibario, antenas, palpos y ascoides). La 

taxónomia de estos dípteros es un trabajo que requiere de cierta expertiz lo que puede dificultar su 

identificación, debido a que durante el procesamiento algunas estructuras pueden dañarse, o incluso 

porque algunas algunas estructuras son muy parecidas entre ellas o que hay especies cripticas. No 

obstante, con el uso de herramientas moleculares se ha recurrido a métodos complementarios que faciliten 

la identificación de especies, siendo el gen Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI) el más utilizado. Este 

gen es comúnmente usado como un marcador genético para la identificación de especies, desde que se 

propuso como un gen adecuado para generar “Códigos de Barras de DNA” (Folmer et al., 1994; Hebert et 
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al., 2003). No obstante, son muy pocas las especies de flebotominos en México que cuentan con esta 

información para la identificación molecular (Adeniran et al., 2019; Florin and Rebollar-Téllez, 2013; 

Pech-May et al., 2013). 

De las especies de flebotominos que se distribuyen en México, sólo cuatro son consideradas 

vectores principalmente de Leishmania mexicana agente causal de la leishmaniasis cutánea localizada 

(LCL), la forma clínica más común en el país. Aunque siete especies más, son consideradas vectores 

sospechosos de la transmisión de Leishmania sp. (González et al., 2011; Ibáñez-Bernal et al., 2017, 2011, 

2010, 2006; Martins et al., 1978; Pech-May et al., 2010). Los casos de leishmaniasis se han registrado al 

menos en 25 estados del país y se estima que cerca de 16 millones de personas están en riesgo de 

transmisión,principalmente en áreas donde hay plantíos de café, cacao y chicle ya que son suelos ricos en 

materia orgánica que favorecen la abundancia de flebotominos (Alvar et al., 2012; DGE, 2020; Mikery-

Pacheco and Vera, 2018; Pech-May et al., 2016; Ready, 2013; Sanchez-Tejeda et al., 2001).  

En México, hasta el momento sólo se ha realizado un estudio acerca de las bacterias patógenas 

que pueden estar asociadas con estos dípteros. Reportando por primera vez la presencia de la bacteria 

Wolbachia en el flebotomino Lutzomyia cruciata, aunque con una baja prevalencia respecto a otros 

estudios realizados en América (Mikery-Pacheco et al., 2012; Ono et al., 2001). No obstante este hallazgo 

resulta interesante ya que es una bacteria que tiene un papel importante como parásito reproductivo y 

dependiendo su hospedero, puede conferir diversos beneficios, por lo que podría ser una alternativa como 

control biológico (Werren, 1997). 

A pesar de que en los últimos años los estudios acerca de la biología y ecología de los 

flebotominos han incrementando principalmente en los estados de Chiapas, Nuevo León, Tamaulipas y la 

Península de Yucatán, el conocimiento acerca de este grupo está incompleto en otras partes del país 

(Berzunza-Cruz et al., 2015; Canto-Lara et al., 1999; Pech-May et al., 2010; Rebollar-Téllez et al., 1996a; 

Rodríguez-Rojas et al., 2017; Van Wynsberghe et al., 2000). 
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Tal es el caso del estado de Veracruz, el cual no sólo tiene una gran extensión territorial, sino que 

es considerado uno de los siete estados con mayor número de casos de leishmaniasis asociados 

principalmente a plantíos de cacao, en el cual se han reportado 209 casos de leishmaniasis cutánea y 

algunos casos esporádicos de leishmaniasis visceral en el periodo del 2010-2019. El número anual de 

casos oscila entre 14 y 27 casos con una incidencia que varía del 0.18 al 0.39 por cada 100, 000 habitantes 

(DGE, 2020). Adicionalmente, es un estado que alberga gran riqueza de especies de flebotominos, 

contando con 23 especies (Ibáñez-Bernal et al., 2011; Martins et al., 1978; Moo-Llanes et al., 2013). Y se 

estima que el número de especies podría ser aún mayor, si se llevarán a cabo estudios ecológicos en este 

estado (Moo-Llanes et al., 2013).  
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JUSTIFICACIÓN 

A pesar de que Veracruz, es uno de los estados con mayor número de casos de leishmaniasis y 

cuenta con una gran diversidad de especies de flebotominos, pocos estudios se han realizado acerca de la 

biología, ecología y detección de patógenos en este grupo de dípteros. Es por eso que hacer un estudio de 

caso, nos permitirá conocer aspectos básicos acerca de la dinámica poblacional de los flebotominos, la 

diversidad de especies y su asociación con bacterias y protozoarios, con la finalidad de proporcionar 

información acerca de las interacciones entre estos dípteros, patógenos, hospederos y el ambiente. Esto 

permitirá enriquecer los programas de vigilancia epidemiológica para poder reducir el número de casos de 

leishmaniasis en Veracruz. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar la comunidad de flebotominos y analizar su infección por Leishmania, Bartonella y 

Wolbachia en la Estación de Biología Tropical, Los Tuxtlas, Veracruz. 

 
 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Identificación morfológica de flebotominos. 

 Identificación molecular de los flebotominos con el gen Citocromo Oxidasa Subunidad 1 (COI) 

 Evaluar la infección de los flebotominos por Leishmania, Bartonella y Wolbachia.  

 Analizar las prevalencia de la infección por cada patógeno.  

 Caracterización ecológica de las especies recolectadas (abundancia y prevalencia asociada a 

distintas épocas del año).  
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MATERIAL Y METODO 

 

Área de estudio 

El muestreo se realizó en la Estación de Biología Tropical Los Tuxtlas, localizada en el municipio 

de San Andrés Tuxtla en el Estado de Veracruz (N18° 34  ́W95° 04´) (Fig. 1).  

 

Fig 1. Mapa del área de estudio ubicada en la Estación de Biología Tropical Los Tuxtlas, Veracruz. 

Esta zona está rodeada de una alta diversidad de ecosistemas, así como de gran complejidad 

geológica y ecológica que forma parte del último parche de bosque tropical húmedo. La estación se sitúa a 

una altitud de 150 a 700 metros sobre el nivel del mar y cubre un área de 644 hectáreas. Se caracteriza por 

tener un ambiente cálido y húmedo, con una temperatura promedio de 26°C. Este sitio, tiene una 

estacionalidad marcada, la época de lluvias se registra de Junio a Febrero siendo Agosto y Noviembre los 

meses que tienen los picos más altos, con un promedio anual de lluvia de 4500 mm. Por otro lado, la 
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época de secas comienza en Marzo y finaliza en Mayo, siendo este último mes el más caliente. La 

vegetación predominante es selva alta y mediana perennifolia, liquidámbar, bosque, manglares y potreros 

(Dirzo et al., 1997; Soto and Gama, 1997). Presenta una alta diversidad y riqueza de especies, incluyendo 

especies endémicas y en peligro de extinción tanto de flora como de fauna (Dirzo et al., 1997). 

Los flebotominos fueron muestreados durante tres noches consecutivas durante 10 muestreos, en 

Marzo y Octubre 2011; Enero, Marzo, Abril, Junio, Agosto y Noviembre 2012; Abril y Mayo 2013. 

Fueron colectados usando 10 trampas de luz incandescente (modelo 512; John W. Hock Co., Gainesville, 

FL, USA), las cuales se activaron de las 18:00 a 11:00 h. Estas trampas se colocaron en un transecto de 

100 m con al menos 10 m de distancia entre cada trampa (siempre en la misma posición durante todos los 

muestreos), colgadas de árboles o ramas (principalmente de Astrocaryum mexicanum) usando una cuerda 

a una distancia aproximada de un metro sobre el suelo, cerca de madrigueras o materia orgánica en 

descomposición. Una vez que se retiraron las trampas, se mantuvieron bajo refrigeración durante 12 h para 

bajar el metabolismo de los organismos colectados, posteriormente se separó y preservó el material en 

etanol al 70%, y finalmente se congeló a -20°C. 

Identificación morfológica de flebotominos 

Para realizar la identificación morfológica se realizaron preparaciones permanentes usando 

Euparal siguiendo el procedimiento propuesto por Ibáñez-Bernal (2005). Los especímenes colectados se 

separaron en sexos, los machos se montaron en laminillas completamente. En el caso de las hembras el 

80% se montaron completas y del resto sólo la cabeza, alas y los últimos segmentos del abdomen, ya que 

el resto del cuerpo se utilizó para el procesamiento molecular. La selección de los ejemplares se realizó al 

azar.  

Los especímenes colectados fueron clasificados de acuerdo con propuesta de Galati (2003), 

mientras que la identificación morfológica se basó en la propuesta de Young and Duncan (1994) y en las 

claves de Ibáñez-Bernal (Ibáñez-Bernal, 2005a, 2005b, 1999). Para las abreviaturas de los géneros y 
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subgéneros se utilizó el sistema propuesto por Marcondes (2007). Todo el material identificado 

morfológicamente está protegido bajo el permiso de colección SGPA/DGVS/09346/16 licencia FAUT-

0317 de la Secretaria de Ambiente y Recursos Naturales. 

Extracción de DNA  

Para el análisis molecular, el 20% de las hembras colectadas fue procesado. El tórax, patas y 

abdomen de las hembras se separaron individualmente en tubos de 1.5 µL y se preservaron en etanol al 

70%, excepto el tubo que tenía los primeros segmentos del abdomen. La extracción de DNA se 

estandarizó a partir de los segmentos del abdomen usando la resina Chelex-100. Para mejorar los 

resultados usando estructuras quitinosas se realizaron algunas modificaciones al protocolo de García-

Gonzáles et al. (2004). Primero se preparó una solución al 10% de la resina Chelex-100 (BIO-RAD, 

California, USA), usando agua libre de nucleasas al 70°C. Al tubo de 1.5 µL que contenía los segmentos 

del abdomen se le añadieron 500 µL de la solución y 20 µl de proteinasa K (SIGMA). Después se mezcló 

con ayuda de un vórtex a una velocidad baja y se incubo a 56°C durante 12h. Luego se incrementó la 

temperatura a 100°C durante 15 min, con la finalidad de mejorar la desnaturalización de las proteínas. Las 

muestras fueron centrifugadas a 14, 000 revoluciones por minuto durante 10 min, y solo se usó el 

sobrenadante para la amplificación de DNA. La calidad y concentración del DNA fue cuantificado en 

relación a la absorbancia entre 260/280 nm usando un NanoDrop 2000 / 2000c (Thermo Fisher, EE. UU.). 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La PCR se realizó usando un termociclador C1000 Thermal Cycler (BioRad Laboratories, USA). 

En el caso particular de la identificación molecular de flebotominos y la detección de Leishmania, la 

mezcla de reacción fue preparada en un volumen final de 25 μL con 0.3 μL de ABM Hot Start DNA 

polimerasa (Applied Biological Materials Inc., Canada), 2.5 μL de 10X buffer, 1.5 μL de 25 mM MgSO4, 

0.6 μL de 2 mM dNTP, 1 μL de 10 pmol cada oligonucleótido, 3 μL de DNA y 15.1 μL  de agua 
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ultrapura. Los amplificados fueron visualizados mediante electrophoresis en un gel de agarosa al 1.5% 

teñido con GelStar (Lonza, Switzerland). 

Mientras que para la amplificación de Rickettsiales (Wolbachia y Rickettsia) y Bartonella la 

mezcla de reacción fue preparada en un volumen final de 25 μL con 12.5 μL de GoTaq Green Master Mix 

(2X Promega Corporation, Madison, WI, USA), 1 μL de cada oligo (100 ng each), 10 μL de DNA (~50 

ng), y 0.5 μL de agua libre de nucleasas. Los amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% 

teñidos con Smartglow.  

Los genes, oligos y condiciones que se utilizaron se estandarizaron con base en literatura 

especializada (Tabla 1), y para todos los genes se incluyó como control negativo agua en vez de DNA. 

Exclusivamente para la detección de Leishmania, se incluyó como control positivo una cepa de Le. 

amazonensis (IFLA/BR/67/PH8, ATCC 50159) que circula en Colombia.  

Todos los productos positivos, que se obtuvieron para cada gen amplificado se enviaron a 

secuenciar y purificar al Laboratorio de Secuenciación Genómica de la Biodiversidad y de la Salud, 

Instituto de Biología, UNAM. 

Finalmente, para calcular la prevalencia de bacterías y parásitos se tomaron en cuenta los 

parámetros de Bush et al. (1997), donde se evluó el número de especies infectadas por un linaje en 

específico de bacteria o parásito y el número de flebotominos analizados por especie. 
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Tabla 1. Datos moleculares para la identificación molecular y detección de patógenos en 

flebotominos 

Objetivo Gen Oligos Pares de 

Bases (bp) 

Referencia 

Identificación 

molecular de 
flebotominos 

Citocromo Oxidasa 
Subunidad I (COI) 

LCO1490 (5'-GGT CAA CAA ATC 
ATA AAG TATTG G−3') 
 
HCO2198 (5'-TAA ACT TCA GGG 
TGA CCA AAA AATCA−3') 

≈708 (Folmer et al., 1994; 
Lozano-Sardaneta et al., 
2019b) 

Detección de 

Leishmania 

Espaciador 
transcrito interno 
subunidad 1 (ITS-1) 

LITSR (5'-CTG GAT CAT TTT 
CCG ATG -3') 

L5.8S (5'-TGA TAC CAC TTA 
TCG CAC TT−3') 

≈ 300–350 (El Tai et al., 2001; 
Lozano-Sardaneta et al., 
2020) 

Detección de 
Bartonella 

Citrato sintasa 
(gltA) 

BhCS871.p (5'-GGG GAC CAG 
CTC ATG GTG G−3') 

BhCS1137.n (5'-AAT GCA AAA 
AGA ACA GTA AAC A−3') 

≈379 (Birtles and Raoult, 1996; 
Lozano-Sardaneta et al., 
2019a; Norman et al., 
1995) 

Detección de 
Rickettsia 

16S rDNA EHR01F (5'-GCC TAA CAC ATG 
CAA GTC GAA CG−3') 

EHR02R (5'-GCC CAA TAA TTC 
CGA ACA ACG−3') 

≈495 (Telford III et al., 2011) 

Detección de 
Rickettsia 

Citrato sintasa 
(gltA) 

RpCS.877p (5'-GGG GGC CTG 
CTC ACG GCG G−3') 

RpCS.1258n (5'-ATT GCA AAA 
AGT ACA GTG AAC A−3') 

≈390 (Wood et al., 1987) 

Detección de 
Wolbachia 

Proteína de 
superficie (wsp) 

81F (5'-TGG TCC AAT AAG TGA 
TGA AGA AAC 3')  

691R (5'-AAA AAT TAA ACG 
CTA CTC CA 3') 

≈600 bp (Braig et al., 1998) 

 

Análisis de datos y secuencias 

Las secuencias obtenidas de todos los genes fueron visualizadas y editadas en el programa 

GeneStudio™ Professional Edition Version 2.2.0.0 (GeneStudio, Inc., USA). Cada secuencia fue 

comparada con secuencias disponibles en la base de datos de NCBI usando el algoritmo BLASTn (Basic 

Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), como una confirmación preliminar 

de la identidad de cada gen amplificado. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Posteriormente las secuencias fueron alineadas para cada gen, usando ClustalW en el programa 

MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013) y MAFFT versión 7 (Katoh et al., 2017). 

Identificación molecular de flebotominos  

Para el alineamiento de secuencias de COI amplificadas, se calculó el número de haplotipos (H), 

sitios polimórficos (s) y diversidad nucleotídica por especie (π), usando el programa DnaSP v5.10 

programa (Librado and Rozas, 2009). Mientras que el programa FINGERPRINT 

(http://evol.mcmaster.ca/fingerprint/), se utilizó para representar la heterogeneidad y diversidad 

nucleotídica obtenida (Lou and Golding, 2007). 

Las distancias genéticas se calcularon utilizando el modelo de sustitución de Kimura-2 (K2P) y las 

secuencias fueron analizadas mediante un análisis de Neighbor-Joining (NJ), el cual se construyó en 

MEGA v6.0. Se analizó el barcode gap (gap entre las distancias intra e interespecífica K2P) para 

confirmar que la región COI era adecuada para la discriminación interespecífica. La representación gráfica 

del barcode gap fue calculada usando ggplot2 y EasyGgplot package (H. Wickham. ggplot2: Elegant 

Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New York, 2016) en la plataforma R 3.5 (R Core Team, 

2018). 

Para determinar la limitación de la región COI en la retención de información filogenética, debido 

a la saturación de sustitución, se realizaron gráficos de saturación de transición/transversión sobre 

divergencia y se calculó el índice de saturación de sustitución (Iss) en el programa DAMBE versión 7.0 

(Xia, 2018). Todas las secuencias obtenidas en el presente estudio se han depositado en GenBank con 

números de acceso MK744133-MK744156. 

Detección de Bartonella en flebotominos 

Las secuencias de gltA obtenidas para la detección de Bartonella se analizaron mediante un 

análisis de NJ usando como modelo de sustitución Tamura 3-parametros con 10,000 réplicas de 

http://evol.mcmaster.ca/fingerprint/
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bootstraps. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en GenBank bajo números de acceso MN325838 

and MN325839. 

Detección de Rickettsia y Wolbachia en flebotominos 

Para el análisis de secuencias para la detección de Rickettsia sp. (16S rDNA, gltA) se realizó un 

análisis concatenado usando el método de Máxima Verosimilitud (ML) en MEGA 6.0. El modelo de 

sustitución que se ajustó mejor al modelo de sustitución de Kimura 2 parámetros (K2P) con una puntación 

de BIC de 1.466.686 y un valor de probabilidad de -668.202. 

Mientras que para el análisis de secuencias del gen wsp, el alineamiento se realizó usando otras 

secuencias generadas previamente por Zhou et al. (1998) y añadiendo todas las secuencias de wsp 

asociadas con flebotominos. Debido al alto nivel de polimorfismos que tiene el gen wsp, y a que contiene 

varios singletons y gaps, el alineamiento se tradujo a las secuencias de aminoácidos para facilitar el 

alineamiento (Zhou et al., 1998). Para el análisis filogenético de estas secuencias, se realizó un análisis de 

Maxima Veroimilitud en MEGA 6.0 con 1, 000 bootstraps, usando el modelo de sustitución de Tamura 3-

parameters (T92) + Gamma distribution (0.38). Todos los sitios alineados con menos de 95% de cobertura 

fueron eliminados del análisis. Las distancias genéticas entre las secuencias generadas en este trabajo y su 

similitud con otras cepas de Wolbachia se calcularon en MEGA 6.0. Las secuencias obtenidas se 

depositaron en GenBank con los siguientes números de acceso para Rickettsia 16S (MT158807) y gltA 

(MT1654485), y Wolbachia wsp (MT533592, MT533593). 

Detección de Leishmania en flebotominos 

Debido al alto nivel de polimorfismos, alto número de singlentons y gaps que tiene la región del 

ITS-1 presente en Leishmania se hizo un análisis de Maxima Parsimonia (MP) en MEGA 7.0 con 1,000 

bootstraps, usando el algoritmo de Subtree-Pruning-Regrafting (SPR). Todos los sitios alineados con 

menos de 95% de cobertura fueron eliminados del análisis. Todas las secuencias obtenidas se depositaron 

en GenBank con los códigos de acceso MN422055-MN422063 y MN503524-MN503527. 
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Diversidad de especies de flebotominos 

La diversidad de especies fue analizada en línea en el software R usando la librería SpadeR 

(Species Prediction and Diversity Estimation) (Chao et al., 2015). La diversidad de especies fue estimada 

usando la abundancia de especies de flebotominos identificados a nivel de especies. Se incorporaron tres 

medidas basadas en los números de Hill: la riqueza de especies (q = 0) con el estimador Chao1, diversidad 

Shannon (q = 1) con la entropía exponencial de Shannon y la diversidad de Simpson (q = 2) con la inversa 

de la concentración de Simpson (Gotelli and Chao, 2013). Estos índices fueron adoptados con el método 

de Chao y Jost (2015) para obtener mayor precisión de diversidad de especies continuos y de bajo sesgo. 

Además, obtuvimos las varianzas con un método de bootstrap para calcular los intervalos de confianza 

(Chao and Jost, 2015). Los intervalos de confianza no superpuestos (nivel de confianza del 95%) se 

consideraron estadísticamente significativos (p <0.05). 

Para evaluar qué especies de flebotominos fueron más abundantes, se aplicó el índice de 

abundancia de especies (ISA), el cual fue normalizado a valores entre cero y uno, usando el “Índice 

estandarizado de abundancia de especies” del SISA (Roberts and Hsi 1979). Los valores del SISA 

cercanos a uno corresponden a las especies más abundantes. Este índice es útil para compensar 

abundancias y métodos de captura (Rodríguez-Rojas and Rebollar-Téllez 2017). Se calculó una prueba Z 

para probar si las proporciones sexos de los flebótomos muestreados eran similares y para evaluar 

diferencias significativas (p <0.05). 
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CAPÍTULO I. DNA BARCODING AND FAUNA OF PHLEBOTOMINE SAND FLIES 

(DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE) FROM LOS TUXTLAS, 

VERACRUZ, MEXICO 
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CAPÍTULO II. DETECCIÓN MOLECULAR DE PATOGENOS ASOCIADOS CON 

FLEBOTOMINOS 

 

 First report of Bartonella sp. in sand flies (Diptera: Psychodidae: 

Phlebotominae) from southern Mexico 

 

 Rickettsial agents detected in the genus Psathyromyia (Diptera: 

Phlebotominae) from a Biosphere Reserve of Veracruz, Mexico 

 

 Molecular detection of Leishmania infantum in sand flies (Diptera: 

Psychodidae: Phlebotominae) from Veracruz, Mexico 
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CAPÍTULO III. SPECIES DIVERSITY AND BLOOD MEAL SOURCES OF 

PHLEBOTOMINE SAND FLIES (DIPTERA: PSYCHODIDAE) FROM LOS TUXTLAS, 

VERACRUZ, MEXICO 
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Suppl 1. Maximum Likelihood tree for blood meal preferences of sand fly species using Cyt b sequences. The 
obtained sequences are marked with a diamond.  
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DISCUSIÓN 

 

Aunque en los últimos 20 años el estudio de los flebotominos en México se ha incrementado 

exponencialmente, aún existen muchas áreas geográficas sin explorarse, por lo que el conocimiento aún se 

considera incompleto. Estos dípteros tienen un papel importante en la transmisión de patógenos, por lo 

que la relevancia de los estudios acerca de la biología y ecología de los flebotominos cada vez es más 

importante, debido a su gran utilidad para mejorar los programas de vigilancia y control vectorial. Es por 

eso que en este trabajo se caracterizó por primera vez la comunidad de flebotominos que se distribuyen en 

la Estación de Biología Tropical, Los Tuxtlas, Veracruz, y se realizó la detección molecular de las 

bacterias Bartonella y Wolbachia, así como del protozoario Leishmania. 

Durante los muestreos realizados se encontró una alta riqueza de especies, obteniendo 15 especies 

de flebotominos de las 23 que previamente habían sido registradas para el estado de Veracruz (Ibáñez-

Bernal et al., 2017, 2011, 2006; Martins et al., 1978).Todas las especies colectadas en este estudio fueron 

identificadas morfológicamente y representan nuevos registros para la región de Los Tuxtlas, excepto 

Brumptomyia mesai y Dampfomyia beltrani, ya que dichas especies previamente estaban reportadas para 

esta zona (Ibañez-Bernal, 1997). Adicionalmente, Psathyromyia aclydifera y Pintomyia ovallesi también 

representan nuevos registros para el estado de Veracruz, aumentando el número de especies de 

flebotominos de 23 a 25 (Lozano-Sardaneta et al., 2019; 2020). Por lo que el estado de Veracruz cuenta 

con el 48% (25/52) de la fauna de flebotominos de México, la cual hasta el momento incluye 52 especies 

válidas existentes. 

De forma complementaria a la identificación morfológica de las hembras, se recurrió al uso de la 

amplificación del gen COI (Folmer et al., 1994; Hebert et al., 2003), para evaluar si era un método 

confiable para diferenciar a las especies de flebotominos que se colectaron durante este trabajo. Se logró 

amplificar un fragmento del gen COI de 650 pares de bases aproximadamente en 25 ejemplares que 
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pertenecían a ocho especies diferentes de flebotominos y mediante un análisis de similitud, se corroboró 

su identidad. Con base en este análisis, tanto las secuencias generadas en este trabajo como otras 

secuencias disponibles en GenBank, se agruparon por especies con un soporte de rama alto (boostrap 97–

100%) (Lozano-Sardaneta et al., 2019b), sin importar su distribución geográfica (Azpurua et al., 2010; 

Contreras-Gutiérrez et al., 2014; Florin and Rebollar-Téllez, 2013; Pinto et al., 2015; Romero-Ricardo et 

al., 2016; R. Vivero et al., 2017). Empleando este método, también fue posible separar a las especies que 

fueron clasificadas dentro del género Brumptomyia en Br. mesai y/o Br. hamata, que son las dos especies 

reportadas para México (Absavaran et al., 2009; Ibáñez-Bernal, 1999). En el caso particular de este 

género, los caracteres morfológicos para identificar a las hembras no son suficientes, debido a su gran 

similitud, lo cual dificulta su identificación. Por lo tanto, este método complementario es de gran utilidad 

ya que permitió separar a las especies de forma más eficiente. 

La variabilidad intraespecífica observada en este estudio osciló entre 0.5% y 2.4%, siendo Pa. 

aclydifera (2.4%) y Lutzomyia cruciata (1.8%), las especies con los valores más altos de variación. La 

variación interespecífica observada estuvo en un rango de 12.4% a 20.9%, aunque en comparación con 

otros estudios realizados en Colombia (Contreras-Gutiérrez et al., 2014; Romero-Ricardo et al., 2016), 

Panamá (Azpurua et al., 2010), Perú (Nzelu et al., 2015) y Brasil (Rodrigues et al., 2018; Scarpassa and 

Alencar, 2013), la variación obtenida fue baja. Dentro de las muestras analizadas, algunas especies de 

flebotominos presentaron valores altos de variación, lo que apoya la hipótesis de que algunas de estas 

especies podrían incluir especies cripticas, como es el caso de Psathyromyia shannoni o Lu. cruciata. Esto 

último puede estar relacionado con que algunas especies de flebotominos pueden ser más sensibles a 

barreras geográficas o de temporalidad, favoreciendo que se adapten a las características del hábitat local, 

lo cual se reflejará en su variación intraespecífica e interespecífica (Florin and Rebollar-Téllez, 2013; 

Pech-May et al., 2013). Por lo que estudios complementarios son necesarios para dilucidar los factores 

(bióticos y abióticos) que influyen en la variabilidad genética de este grupo, principalmente aquellos que 

se distribuyen en las zonas endémicas de leishmaniasis. 
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La diversidad de especies de flebotominos fluctuó mensualmente, principalmente en abril y junio 

del 2012, cuando se registró la mayor riqueza de especies, mientras que en marzo del 2011 y abril del 

2013 se observaron las especies más abundantes (q = 1) y las más dominantes (q = 2), lo que coincide 

principalmente con la época de secas. Este hallazgo coincide con lo que se ha reportado en otros estudios 

realizados en México (Chiapas y la Península de Yucatán principalmente) y Brasil, en donde también 

registraron que la mayor diversidad de especies se correlaciona principalmente con la temporada de secas 

(altas temperaturas y humedad relativa), mientras que hubo poca correlación con la época de lluvias (ya 

sea antes o después de esta) para la mayoría de las especies, aunque pueden existir algunas excepciones 

(Pérez et al., 2014; Rebollar-Téllez et al., 1996d, 1996b; Sales et al., 2019).  

Aunque en este estudio se colectó el 60% (15/25) de las especies que se han reportado para 

Veracruz, la riqueza esperada para este estudio fue de 23 especies, siendo Pa. aclydifera, Psychodopygus 

panamensis y Psatrhyromyia carpenteri las tres especies más abundantes y dominantes. En el caso 

particular de Pa. aclydifera, resulta un hallazgo interesante ya que hasta el momento solo se ha reportado 

en Chiapas, Jalisco y Campeche, aunque nunca había sido reportada con gran abundancia, al igual que Pa. 

carpenteri. Mientras que Ps. panamensis, es una especie ampliamente distribuida en México, aunque para 

el estado de Veracruz no había sido reportada con esta abundancia por más de 30 años (Lozano-Sardaneta 

et al., 2020, 2019b; Martins et al., 1978; Pech-May et al., 2010).  

La riqueza esperada de flebotominos para la región de Los Tuxtlas probablemente pueda estar 

relacionada con las características de esta zona (altitud, temperatura, vegetación, etc.) lo que favorece que 

diversas especies de flebotominos puedan establecerse y completar su ciclo de vida de forma exitosa 

(Ready, 2013; Soto and Gama, 1997). Esto posiblemente también favorece la capacidad y competencia 

vectorial de estos dipteros para transmitir diversos patógenos en esta zona.  
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Detección de Bartonella sp. 

Aunque en los últimos años, los estudios sobre los linajes de Bartonella que circulan en México han 

incrementado, aún están dispersos y restringidos a algunas localidades de Chihuahua, San Luis Potosí y la 

Península de Yucatán. No obstante, sigue existiendo poca información respecto a los posibles vectores de 

esta bacteria, su distribución geográfica, y/o diversidad genética (Kosoy et al., 2012). 

En este estudio se detectó Bartonella sp., en dos ejemplares de flebotominos del género Lutzomyia 

sp., las cuales fueron colectados durante el mes de mayo 2016, representando una prevalencia del 8.69% 

(2/23). Las secuencias recuperadas de estos amplificados tuvieron una cobertura del 99% y una similitud 

del 96% con secuencias de Bartonella sp., detectada en Tailandia y China (FJ668633 y FJ589054). Con 

base en el análisis realizado, estas secuencias son muy parecidas a las especies de Bartonella que están 

estrechamente relacionadas con roedores y sus ectoparásitos, que en algunos casos pueden ocasionar 

endocarditis en perros y humanos (Regier et al., 2016).  

Aunque la especie detectada en este estudio no es Bartonella bacilliformis, la principal especie 

relacionada con flebotominos en América, este hallazgo representa un nuevo registro para esta bacteria 

fuera de la zona endémica de la Verruga Peruana, en donde solo se ha reportado la presencia de B. 

bacilliformis y B. grahammi asociada con estos dípteros (Ellis et al., 1999). Adicionalmente representa el 

primer registro de Bartonella sp. asociada con flebotominos en México. 

Si bien no podemos confirmar que los flebotominos puedan tener un papel importante en la 

transmisión de esta bacteria en el país o en la zona de los Tuxtlas, indirectamente sabemos que otros 

linajes de esta bacteria (patógenos o no patógenos) están circulando en la fauna que se distribuye en 

Veracruz. Por lo tanto, debido a la gran diversidad de linajes de Bartonella registrados en México, sería 

conveniente seguir realizando estudios complementarios para poder confirmar si algunas especies de 

flebotominos están relacionadas con la trasmisión de estas bacterias en el país. 
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Detección de Wolbachia sp. y Rickettsia sp. 

La detección de parásitos reproductivos y sus hospederos es muy común y estudiado ampliamente 

(Weinert et al., 2015). No obstante, en cuanto a su relacion con especies de flebotominos se sabe poco a 

nivel mundial, ya que hasta el momento sólo el 2% de la diversidad de especies de estos dípteros están 

relacionados con algún linaje de parásitos reproductivos (Wolbachia o Rickettsia). Este estudio representa 

el primer registro de rickettsiales endosimbiontes asociados a flebotominos del género Psathyromyia que 

se distribuyen en Los Tuxtlas.  

Para la detección de Wolbachia se amplifico un fragmento del gen wsp, obteniendo un total de dos 

positivos (2/204), asociados con las especies de flebotominos Pa. shannoni y Lutzomyia sp., lo cual 

representa el segundo registro de cepas de Wolbachia asociadas a flebotominos de México. Su prevalencia 

(0.98%) fue baja en comparación con otros estudios realizados en flebotominos en donde reportan una 

prevalencia entre el 2.8% y el 37.19% (Azpurua et al., 2010; Bordbar et al., 2014; Ono et al., 2001; Parvizi 

et al., 2003; R. J. Vivero et al., 2017). Esto puede estar relacionado con bajas densidades de estas 

bacterias, así como con el comportamiento de los flebotominos y su distribución, ya que se ha reportado 

que en zonas con altas temperaturas y en flebotominos viejos su tasa de infección puede ser menor 

(Parvizi et al., 2013a, 2013b).  

La cepa de Wolbachia detectada en este estudio fue muy parecida a la cepa wWhi (con un bootstrap 

del 99% y una diferencia genética de 0.002%) detectada en Pa. shannoni de Colombia y Nyssomyia 

whitmani de Brasil. Aunque se desconoce el rol que puede desempeñar Wolbachia en los flebotominos, 

algunos autores sugieren que en las especies de flebotominos que se distribuyen en América, esta 

asociación posiblemente sirva como una barrera genética que separa especies similares de flebotominos, 

generando incompatibilidad intraespecífica, ocasionando diversificación y especiación (Azpurua et al., 

2010).  
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También, se detectóun nuevo linaje de Rickettsia sp., asociado con Pa. aclydifera con una prevalencia 

del 8. 3% (Perlman et al., 2006). Aunque poco se sabe acerca de la relevancia de esta asociación, con base 

en la propuesta filogenética de Weinert et al. (2009) las especies de Rickettsia asociadas con flebotominos 

pueden transmitirse verticalmente,  y posiblemente esta asociación podría tener un efecto benéfico sobre el 

hospedero, tal como la inducción de la ovogénesis, el aumento del tamaño e incluso con la disminución de 

la capacidad de transmisión de otros patógenos (Kikuchi and Fukatsu, 2005; Nováková and Šmajs, 2019; 

Perlman et al., 2006; Perotti et al., 2006).  

Sin embargo, más estudios enfocados en la detección de rickettsiales endosimbiontes (Wolbachia y 

Rickettsia) en flebotominos son necesarios, en pro de brindar información complementaria sobre su 

posible relevancia como control biológico y/o protección contra la transmisión de otros patógenos, con la 

finalidad de disminuir los casos de leishmaniasis en México. 

Detección de Leishmania infantum 

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida de gran relevancia en salud pública a nivel 

mundial. Por lo que, el saber si los flebotominos están infectados con este protozoario, proporciona 

información crucial sobre las tasas de infección de estos dípteros en áreas de alta abundancia de especies 

(Aransay et al., 2000). A pesar de que Veracruz registra una alta incidencia de casos de leishmaniasis, este 

es el primer estudio dirigido a la detección molecular del género Leishmania en especies de flebotominos 

de Los Tuxtlas. Con base en las secuencias analizadas, la identidad de estas corresponde a Le. infantum, 

agente causal del cuadro clínico visceral en América (Akhoundi et al., 2016). En este estudio, esta especie 

se detectó por primera vez en ocho especies de flebotominos, aunque no sabemos si estas especies están 

involucradas en la transmisión de Le. infantum. Previamente especies como Lu. cruciata, Bi. olmeca 

olmeca, Ps. panamensis y Pa. shannoni habían sido incriminadas como vectores de Le. mexicana en áreas 

endémicas de leishmaniasis de México (Biagi et al., 1965; Pech-May et al., 2010). Por lo que no podemos 

descartar su posible rol en la transmisión de otras especies de Leishmania, debido a la alta tasa de 
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infección (18.71%), detectada en este estudio en comparación con otros estudios realizados en el país 

(Andrade-Narvaez et al., 1990; Berzunza-Cruz et al., 2015; Pech-May et al., 2010; Sánchez-García et al., 

2010; Sanchez-Tejeda et al., 2001). Por lo tanto, es probable que en esta zona exista un número elevado de 

poblaciones humanas y animales en riesgo de transmisión de leishmaniasis. 

Las especies de flebotominos con mayor número de ejemplares infectados fueron Pa. aclydifera y Ps. 

panamensis, principalmente durante la época de secas. En el caso particular de Pa. aclydifera es un 

hallazgo interesante debido a su gran abundancia durante el muestreo y su limitada distribución, por lo que 

posiblemente puede estar desempeñando un papel importante en la transmisión de este parásito en Los 

Tuxtlas (Maia et al., 2015; Pech-May et al., 2016; Quiroga et al., 2017). 

Preferencias alimenticias en flebotominos 

Aunque este no fue un objetivo particular de este trabajo, de forma complementaria logramos 

establecer las preferencias alimenticias de los flebotominos colectados durante este estudio. Para muchas 

especies de flebotominos las fuentes alimenticias no son bien conocidas, aunque en general se sugiere que 

son organismos oportunistas que se alimentan de los hospederos que tengan al alcance. Por lo tanto, las 

preferencias alimenticias son dependientes de la disponibilidad y abundancia de los hospederos de las 

zonas de estudio, no obstante los organismos más comunes que se han reportado en la literatura son 

gallinas, ganado, roedores y humanos (Anaguano et al., 2015a; Baum et al., 2013; Pereira Júnior et al., 

2019). 

En este estudio se detectó la presencia de DNA de siete hospederos en cinco especies de 

flebotominos entre los cuales los humanos fueron la fuente de alimento más común (51,35%), seguida de 

perros (8,10%), pollos (8,10%) y roedores (8,10%). Aunque la zona de Los Tuxtlas es una zona 

conservada, en los últimos años las actividades humanas han perturbado la zona, por lo que no es extraño 

que se haya detectado la presencia de humanos en el estudio. Por otro lado, en el caso particular de los 

perros y roedores, se ha reportado que son fuentes de alimento comunes y también son considerados 

reservorios de Leishmania, desempeñando un papel importante en el ciclo de transmisión debido a su 
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proximidad con humanos (Baum et al., 2013; Roque and Jansen, 2014; Sandoval-Ramírez et al., 2020; 

Van Wynsberghe et al., 2000).  

Con estos hallazgos complementarios, es posible que especies como Pa. aclydifera y Ps. 

panamensis sean especies antropofilicas de relevancia en la trasmisión de Leishmania. Debido a que estas 

dos especies fueron las que estuvieron infectadas con Le. infantum durante los meses de mayor 

prevalencia del parásito (Lozano-Sardaneta et al., 2020). De acuerdo con los datos de diversidad de 

especies, se observó que no son especies dependientes de las fluctuaciones climáticas, por lo que su 

abundancia y dominancia no cambió durante el muestreo, favoreciendo su posible papel en la trasmisión 

de Le. infantum en Los Tuxtlas. Los meses de mayor prevalencia de Le. infantum (agosto y noviembre 

20121), coinciden con los meses donde se encontró que humanos y perros fueron las fuentes alimenticias 

más comunes, por lo tanto es probable que durante la época de lluvias la abundancia de hospederos 

infectados sea mayor. 

Si bien no es posible incriminar a un vector basándose solamente en la abundancia y/o la 

presencia del DNA de algún parásito (por ejemplo, Leishmania), la evidencia generada en este proyecto 

acerca de la estructura poblacional de flebotominos, proporciona información básica y relevante sobre las 

interacciones entre flebotominos, sus parásitos y hospederos, abriendo la posibilidad de realizar estudios 

complementarios que nos permitan dilucidar el papel de estas especies como posibles vectores de 

Leihsmania y otras bacterias en México. Aparentemente la dinámica poblacional que observamos en esta 

zona, resultó ser complemente distinta a lo que previamente se había reportado para otras áreas de 

México. Es por eso que los estudios entomológicos en otras áreas del país son necesarios, ya que es la 

única forma de realizar una planificación más eficiente de las de las estrategias de prevención y control de 

enfermedades transmitidas por flebotominos en México. 
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RESUMEN DE RESULTADOS  

 

1. Se logró identificar morfológicamente 15 especies de flebotominos, de las cuales 13 representan 

nuevos registros para la zona de Los Tuxtlas, y dos de ellas son nuevos registros para el Estado de 

Veracruz, aumentando la riqueza de especies de 23 a 25. 

2. Se proporcionaron por primera vez, secuencias de códigos de barras usando el gen COI para siete 

especies de flebotominos mexicanos, lo cual representa una herramienta complementaria a la 

identificación morfológica. La identificación molecular de flebotominos no sólo facilita los 

estudios epidemiológicos, sino también permitirá distinguir entre especies isomorfas, como las 

especies del género Brumptomyia, o entre ejemplares que hayan sido dañados morfológicamente 

durante su procesamiento. 

3. Se registró por primera vez la presencia de un linaje de Bartonella sp., asociado con flebotominos 

en México. 

4. Se encontró por primera vez, la coinfección de Leishmania infantum y de Rickettsia sp., en 

ejemplares de Pa. aclydifera. Así mismo, se encontró coinfección entre Le.infantum con 

Wolbachia sp. en Pa. shannoni.  

5. Se encontró la presencia de Leishmania infantum en ocho especies de flebotominos con una 

prevalencia del 18.7%. 

6. Por primera vez, se identificaron las preferencias alimenticias de cinco especies de flebotominos, 

siendo humano el más común. 

7. Con base en los resultados de diversidad de especies, la detección de Leishmania y las 

preferencias alimenticias, es posible que especies como Pa. aclydifera y Ps. panamensis sean de 

gran relevancia en la dinámica de transmisión de patógenos para la zona de Los Tuxtlas.  
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CONCLUSIONES 

 

Los hallazgos obtenidos en este trabajo enriquecen la literatura sobre flebotominos y sus 

patógenos en México. Resaltan la importancia de realizar estudios entomológicos y epidemiológicos, para 

determinar las especies que pudieran ser relevantes en la transmisión de patógenos en diferentes áreas del 

país y si su dinámica de transmisión difiere entre sitios geográficos. Conocer la distribución geográfica y 

temporal de los flebotominos en todas las zonas del país es esencial para llevar acabo un manejo integral 

de las enfermedades transmitidas por vector, ya que por los resultados obtenidos, cada especie tiene su 

propia dinámica poblacional. Es posible que existan otras especies que puedan ser de relevancia en la 

transmisión de patógenos en áreas específicas de México, aunque se requieren estudios complementarios 

para dilucidar esta hipótesis. 
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