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Resumen

Los murciélagos son el segundo grupo mdas numeroso y diverso de mamiferos
después de los roedores. Estos mamiferos desempeiian diversas funciones
ecolégicas fundamentales para el equilibrio y mantenimiento de los ecosistemas,
aunque también actuan como reservorios de diversos patégenos bacterianos. En
Ecuador se han registrado 114 especies de la familia Phyllostomidae que ocupan
nichos dietarios variados. Sin embargo, a pesar de los avances en estudios
ecoldgicos, morfoldgicos y filogenéticos, persisten grandes vacios sobre la
composicidon de su microbioma y su relacién con el surgimiento de enfermedades

zoonoticas.

Es por ello que, en este estudio, se analizaron muestras de hisopados orales de seis
especies de filostémidos (Carollia brevicauda, C. castanea, C. perspicillata, Sturnira
ludovici,, Rhinophylla alethina y Artibeus ravus) mediante secuenciacién por
nanoporos de ARN gendmico. Se evidencid un microbioma bacteriano diverso
donde C. brevicauda y C. castanea presentaron las mayores proporciones de
lecturas clasificadas y la mayor carga microbiana. El filo Proteobacteria,
especialmente Gammaproteobacteria, predomindé en todas las especies, con
Enterobacterales como orden dominante, en particular Escherichia coli, el cual fue
el componente central y mas frecuente del microbioma. Otros géneros clinicamente
relevantes como Ralstonia, Bordetella, Shigella, Salmonella y Pseudomonas

aparecieron esporadicamente y se detectaron con baja frecuencia.

Bajo ese contexto, es importante focalizar los andlisis en el nlcleo proteobacteriano
para investigar funciones digestivas e inmunolégicas, manteniendo una vigilancia
constante debido a la presencia de especies clinicamente relevantes. Para ello, la
aproximacion metagendmica resulta una herramienta util que traza una hoja de
ruta para profundizar en la funcion, estabilidad y riesgo zoonético del microbioma

de murciélagos neotropicales.
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Palabras clave: microbioma, murciélagos, Phyllostomidae, Gammaproteobacteria,
metagendmica

Abstract

Bats are the second most numerous and diverse group of mammals after rodents.
They perform key ecological functions essential for ecosystem balance and
maintenance, but they also act as reservoirs for various bacterial pathogens. In
Ecuador, 114 phyllostomid species have been recorded, occupying diverse dietary
niches. However, despite advances in ecological, morphological, and phylogenetic
studies, major gaps remain regarding their microbiome composition and its

relationship to the emergence of zoonotic diseases.

In this study, oral swab samples from six phyllostomid species (Carollia brevicauda,
C. castanea, C. perspicillata, Sturnira ludovici, Rhinophylla alethina, and Artibeus
ravus) were analyzed using nanopore sequencing of genomic RNA. A diverse
bacterial microbiome was observed, with C. brevicauda and C. castanea showing
the highest proportions of classified reads and the greatest microbial loads. The
phylum Proteobacteria, particularly Gammaproteobacteria, predominated across
all species, with Enterobacterales as the dominant order. Notably, Escherichia coli
was the core and most frequent component of the microbiome. Other clinically
relevant genera, including Ralstonia, Bordetella, Shigella, Salmonella, and

Pseudomonas, appeared sporadically and were detected at low frequency.

In this context, focusing analyses on the proteobacterial core is important for
investigating digestive and immunological functions, while maintaining ongoing
surveillance due to the presence of clinically relevant taxa. Metagenomic
approaches provide a useful roadmap to deepen understanding of the function,

stability, and zoonotic risk of the microbiome in Neotropical bats.

Palabras clave: microbiome, bats, Phyllostomidae, Gammaproteobacteria,

metagenomic
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1. Introduccién

Los murciélagos, pertenecientes al orden Chiroptera, son el segundo grupo mas
numeroso y diverso de mamiferos después de los roedores (Brussel & Holmes,
2022; Wallau et al., 2023a). Estos mamiferos desempefian diversas funciones
ecolégicas fundamentales para el equilibrio y mantenimiento de los ecosistemas
contribuyendo a procesos como la polinizacion, la dispersion de semillas, la
fertilizacidn, la regeneracién del suelo y el control biolégico de plagas (De Oliveira
& Bonvicino, 2021; Kunz et al., 2011). Sin embargo, los murciélagos también han
sido reconocidos como reservorios naturales y potenciales vectores de una amplia
gama de patdgenos incluidos virus, bacterias, hongos y ectoparasitos (Allocati et al.,

2016a; Han et al., 2015; Wu et al., 2016).

Esta capacidad para albergar y propagar microorganismos parece estar mediada por
diferentes mecanismos bioldgicos, fisioldgicos, ecoldgicos y evolutivos.
Caracteristicas como su capacidad para volar largas distancias, una esperanza de
vida relativamente larga, su comportamiento gregario, uso de letargo, la
hibernacién y un sistema inmunolégico que ha logrado adaptarse y tolerar gran
parte de enfermedades a través de una dindmica coevolutiva huésped-patégeno;
favorecen la persistencia prolongada y la transmisién de patdgenos entre
individuos, y directa o indirectamente hacia los humanos (Bonilla-Aldana et al.,

2021; Salmier et al., 2017).

Debido a que los quirdépteros mantienen asociaciones con una amplia gama de
bacterias, la composicién de su microbioma se ve directamente influenciado por
diferentes factores tales como la dieta, ubicacién geogréfica, las condiciones
ambientales, patrones conductuales, filogenia del huésped, entre otros (André et
al., 2023a; Dietrich et al., 2018a). Y si bien este ha desempefado un papel
fundamental en la supervivencia y evolucién de estos mamiferos, diversas
investigaciones han identificado microorganismos presentes en estos animales que

podrian actuar como patégenos para los seres humanos y otras especies (Dimkic et

Pagina 9 de 54



al., 2021a; Selvin et al., 2019). Entre ellos destacan los pertenecientes al Phyllum
Proteobacteria, el cual incluye importantes géneros de importancia clinica y
veterinaria como Ehrlichia, Neorickettsia, Anaplasma y Coxiella (Cicuttin et al.,
2013; lkeda et al., 2020; Rizzatti et al., 2017). Varios estudios han evaluado la
composicidon del microbioma en muestras de heces, orina y saliva y han identificado
géneros bacterianos que incluyen Bartonella, Leptospira, Clostridium,

Campylobacter, Rickettsia y Salmonella (Dietrich et al., 2018b; Huang et al., 2022).

Hasta ahora, gran parte del descubrimiento de bacterias potencialmente patégenas
se ha basado en métodos tradicionales como cultivos o PCR dirigidos a ciertas
especies (Corduneanu et al., 2021a). No obstante, la metagendmica basada en
secuenciacion de alto rendimiento brinda uno de los enfoques mas prometedores
para caracterizar acidos nucleicos en muestras diversas, permitiendo comprender
la diversidad genética y la estructura de las comunidades microbianas desde una
vision mas amplia (Cholleti et al., 2022; De Leon et al., 2018b). Esta tecnologia
representa una herramienta valiosa para el descubrimiento de nuevas bacterias que
pueden transmitirse a humanos, gracias a la deteccién de un espectro completo de
patdgenos presentes en huéspedes animales (Budkina et al., 2021; Wallau et al.,

2023a; J. Wang et al., 2023).

En Ecuador se han descrito 178 especies de murciélagos. Entre ellas, la familia
Phyllostomidae destaca como uno de los grupos mas representativos,
caracterizandose por su abundancia y amplia distribucién en el Neotrdpico. En el
territorio ecuatoriano se han descrito 114 especies pertenecientes a esta familia,
las cuales exhiben distintos nichos dietarios (Ruelas, 2017). Sin embargo, las
investigaciones realizadas en la mayor parte de familias de quirépteros se han
enfocado principalmente en aspectos ecoldgicos, morfoldgicos y filogenéticos, por
lo que existen grandes lagunas de conocimiento en cuanto a la composicion del
microbioma de los murciélagos y su papel en la aparicion de enfermedades
zoonoticas. Por tanto, el presente estudio tiene como objetivo describir la
diversidad y composicion del microbiota de los murciélagos de la familia

Phyllostomidae en Ecuador, para analizar sus posibles implicaciones en la salud.
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2.Determinacion del Problema

Alrededor del 60% de las enfermedades infecciosas emergentes son de origen
zoondtico (Simié et al., 2020). En afios recientes, los quirépteros han sido objeto de
interés en materia de salud publica debido a que se ha demostrado su papel como
reservorios de virus altamente letales que tienen la capacidad de cruzar barreras
interespecificas y llegar a infectar a otras especies de mamiferos, incluyendo
humanos (Chen et al., 2014; Dacheux et al., 2014). Este fendmeno se ve facilitado
en gran parte debido a factores antropogénicos, como el cambio de uso de tierray
la degradacién de los habitats naturales de los murciélagos. Estos cambios
promueven interacciones entre patogenos, vectores y huéspedes (Salmier et al.,

2017).

Aunque el numero de estudios relacionados con la presencia de patdgenos en
murciélagos aumenta cada afio, la mayoria de estas investigaciones se han
enfocado predominantemente en el estudio del viroma en lugar de la microbiota
bacteriana o fungica (Lutz et al., 2022a; Popov et al., 2023). El limitado nimero de
estudios centrados en el microbioma de murciélagos utilizando secuenciacién de
nueva generacioén se han llevado a cabo principalmente en paises de Asia, mientras
gue, en la regidn de América Latina, las investigaciones en quirdpteros se han

concentrado en Brasil y México (Wallau et al., 2023a).

La escasez de informacion actual sobre la microbiota presente en los murciélagos
en Ecuador limita una evaluacion a gran escala de las bacterias patdgenas con
relevancia clinica y veterinaria. Esta brecha de conocimiento subraya la necesidad
urgente de llevar a cabo investigaciones a gran escala que permitan identificar y
caracterizar géneros bacterianos potencialmente dafiinos. En ese contexto, el uso
de tecnologias de secuenciacion de nueva generaciéon (NGS) amplia
significativamente la capacidad de descubrimiento, facilitando la evaluacion de
riesgos asociados y contribuyendo a la prevencién o mitigacion de futuros brotes

de enfermedades infecciosas.
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3. Marco teorico referencial

3.1 Generalidades sobre los murciélagos

Los murciélagos pertenecen al segundo orden mas amplio y diverso entre los
mamiferos, con un linaje de mas de 50 millones de afios y mas de 1400 especies
distribuidas en 21 familias (Brussel & Holmes, 2022; Wallau et al., 2023b). Su
proceso evolutivo les ha permitido desarrollar un amplio rango de adaptaciones y
caracteristicas ecoldgicas que los convierten en componentes clave de muchos
ecosistemas, ya que sus estrategias de forrajeo y las preferencias de habitat estan
estrechamente relacionadas con sus caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas

(Kunz et al., 2011) .

Su capacidad de vuelo Unica entre los mamiferos y la estructura de sus alas les
otorga una ventaja importante para su distribucién y diversidad, puesto que la piel
gue las recubre no solo actua como soporte para su vuelo, sino que también sirve
de barrera contra microbios y parasitos, favorece la termorregulacién y el
intercambio de gases, regula la pérdida de agua y facilita la captura y manipulacién

de alimentos (Makanya & Mortola, 2007).

Esta particularidad ha favorecido la presencia de quirdpteros en casi todos los
continentes del mundo, a excepcidn de ciertas regiones polares e islas oceanicas
(Presley et al., 2020a). Ademas, ha sido clave para el desarrollo de diferentes
habitos alimenticios, estrategias reproductivas y comportamiento social (Kunz et
al., 2011). Durante el dia se refugian en el follaje, cuevas, cavidades de arboles,
grietas de rocas e incluso en estructuras de origen antropogénico (Kasso &
Balakrishnan, 2013) y durante la noche explotan una diversidad de recursos
alimenticios que van desde insectos, néctar, semillas, frutas, ranas, peces,

mamiferos pequefios hasta sangre (Cholleti et al., 2022; De Leon et al., 2018b).
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3.1.1 Servicios ecosistémicos

Los murciélagos presentan una amplia gama de caracteristicas ecoldgicas que les
permiten prosperar en diversos entornos. Estas preferencias de dieta influyen
directamente en su papel dentro de los ecosistemas. Varias especies de quirépteros
desempeiian funciones como dispersores de semillas y polinizadores (Hardmeier et
al.,, 2021). En particular, las especies tropicales tienen un rol particular en la

polinizacién de diversas plantas silvestres (Allocati et al., 2016b).

Asimismo, destacan por ser depredadores de insectos nocturnos, contribuyendo al
control biolégico de plagas. De esta manera, limitan la propagacion de
enfermedades humanas y evitan pérdidas en cultivos de importancia econdmica
para la ganaderia y agricultura (De Leon et al., 2018b). Ademas, tienen especial
importancia en el ciclo de nutrientes ya que su guano es rico en nitrégeno, fésforo
y potasio, convirtiéndolo en un biofertilizante ideal para la renovacidon del suelo (De

Oliveira & Bonvicino, 2021; Selvin et al., 2019).

3.1 Murciélagos como reservorios zoonéticos

Los murciélagos son reconocidos no solo como reservorios naturales de virus, sino
también de bacterias y hongos. Dado que estos mamiferos coexisten con una gran
diversidad de bacterias por factores ambientales, conductuales y evolutivos, la
composicion de su microbioma se ve directamente influenciada (Carrillo-Araujo et

al., 2015a).

Un ejemplo de ello es la relacién ancestral de los murciélagos como huéspedes de
las bacterias del género Bartonella, cuyo proceso coevolutivo permitio la
diversificacion y transmision de este género a otros drdenes, incluyendo los
humanos (McKee et al., 2021). Un estudio determind que el 67% de los murciélagos
vampiros estudiados en Peru y Bélice se encontraban infectados con Bartonella.
Este patogeno puede transmitirse a través de mordeduras o por contaminacion
ambiental, llegando a causar endocarditis, una enfermedad potencialmente mortal

en animales domésticos y seres humanos (Becker et al., 2018).
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Varios géneros pertenecientes al Phyllum Proteobacteria destacan por sus
implicaciones en salud publica. Los géneros Ehrlichia y Neorickettsia se caracterizan
por causar enfermedades transmitidas por garrapatas, las cuales mantienen una
relacién de ectoparasitismo con los murciélagos (Cicuttin et al., 2013). Asimismo, se
ha informado sobre el género Anaplasma, agente causal de la anaplasmosis y
Coxiella, cuyo agente Coxiella burnetii provoca la fiebre “Q” en animales y humanos

(Matei et al., 2019; Silva-Ramos et al., 2022).

Otros estudios han identificado que diversas especies de murciélagos también
pueden albergar bacterias como Leptospira pese a que los roedores son los
principales reservorios de estos patégenos, lo que sugiere un papel de transmision
interespecifica (Robin, 2017). Ademas, patdégenos entéricos como Salmonella y
Campylobacter han sido identificados particularmente en la familia Vespertilionidae

(Muhldorfer, 2013).

3.1.1 Caracteristicas que favorecen la transmision de patégenos

La capacidad de los quirdpteros para transmitir patéogenos esta impulsada por
diversos mecanismos. En términos ecolégicos, su capacidad para desplazarse a
largas distancias combinado con su presencia en diversos nichos incrementa las
oportunidades de contacto con una amplia gama de especies animales, incluyendo
aves, otros mamiferos y humanos, lo que facilita la transmisiéon interespecifica de
patégenos (Salmier et al., 2017). En este sentido, factores como la deforestacién y
la expansién de la actividad humana aumentan el riesgo de transmision por

zoonosis (Plowright et al., 2014).

Por otra parte, el comportamiento social de muchas especies favorece la
transmisidon directa e indirecta de patdgenos debido a la formacion de colonias
densamente agrupadas en sitios de descanso (Allocati et al., 2016b). El contacto
fisico constante entre individuos de una misma colonia facilita la propagacion de
patégenos, especialmente durante épocas de reproduccidon y migracion (Drexler et

al., 2012). La liberacién de aerosoles producidos por las vibraciones de la laringe
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como efecto de la ecolocalizacién y el contacto cercano con secreciones como orina

y heces incrementan la transmisidn de microrganismos (Calisher et al., 2006).

Los murciélagos que cohabitan dentro de una misma regidon geografica suelen
albergar una microbiota comun, sin embargo, el proceso de transmision de
patdgenos entre especies en comunidades que cambian estacionalmente aun no se
comprende en su totalidad (Bonilla-Aldana et al., 2021). Las tasas de transmision
estan determinadas por la frecuencia del contacto y la susceptibilidad a infecciones

de cada poblacién (Hayman et al., 2013).

Otra caracteristica de la biologia de los murciélagos que los convierte en buenos
hospedadores de patdgenos estd vinculada a su capacidad para hibernar. Varias
especies de murciélagos son heterotermos facultativos, es decir, son capaces de
entrar en un estado de letargo profundo en respuesta a situaciones de estrés
fisioldgico, especialmente durante épocas de invierno, por lo que es probable que
esta adaptacién facilite la persistencia de patégenos (Hayman et al., 2013). La
reduccion de la tasa metabdlica durante este periodo limita su capacidad para
generar una respuesta inmune adecuada y favorece la proliferaciéon de bacterias
psicréfilas y enteropatégenas causantes de enfermedades sistémicas que
amplifican el ciclo infeccioso e incrementan la capacidad infectiva de los

microorganismos (Calderon et al., 2016).

En términos evolutivos, se ha planteado la hipdtesis de una posible relacién entre
su capacidad de vuelo y su inmunidad pues poseen un conjunto de caracteristicas
gue les han permitido adaptarse a la demanda fisioldgica del vuelo. Entre ellas, el
aumento de la tasa metabdlica y la temperatura corporal reducen la capacidad
replicativa de los agentes infecciosos sensibles al calor (Allocati et al., 2016b). Es
posible que estos mecanismos hayan evolucionado con el fin de atenuar la
inflamacidn resultante de la produccion de especies reactivas de oxigeno durante
el vuelo, lo que a su vez minimiza el dafio en el ADN (Chionh et al., 2019). Ademas,
se han identificado ciertas familias de genes de defensa como nkg2 y cd94 que

presentan una alta diversificacion en cuanto a receptores de células Natural Killer,
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genes de MHC clase | e interferones de tipo I, los cuales son expresados

constantemente para enfrentar posibles infecciones (Pavlovich et al., 2018).

Finalmente, los murciélagos tienen una longevidad destacable que supera los 30
afios, lo que amplia su papel como reservorios prolongados de patdgenos y
multiplica sus oportunidades de transmisidn interespecifica. La mayor parte de
estos no representan una amenaza para los murciélagos y, por tanto, pueden
permanecer largos periodos de tiempo sin inducir mortalidad (Allocati et al.,

2016b).

3.2 Familia Phyllostomidae en Ecuador

La familia Phyllostomidae es una de las familias mds diversas y ecolégicamente
importantes en el Neotrépico, incluido Ecuador. Los murciélagos pertenecientes a
esta familia, conocidos cominmente como murciélagos de nariz de hoja, presentan
una amplia gama de habitos alimentarios que incluyen frugivoria, insectivoria,
nectivoria, hematofagia, etc (Carrera et al., 2019). Segun Tirira et. al (2022), de las
178 especies de murciélagos descritas en Ecuador, 114 pertenecen a la familia

Phyllostomidae, convirtiendo este territorio en un hotspot de diversidad.

Estudios recientes han documentado que varias especies cuentan con adaptaciones
especificas que les permiten acumular grasa y tener una dieta variada, lo que es
fundamental para su supervivencia en varios habitats desde selvas de tierras bajas
hasta bosques nublados andinos (Urgilés Verdugo et al., 2021). Géneros como
Carollia, Sturnira, Artibeus, Rhinophylla, Anoura, Lonchophylla, Micronycteris,
Lophostoma, Phyllostomus y Desmodus, son documentados frecuentemente en
bosques humedos y secundarios y dominan la biomasa de muchas comunidades de

murciélagos de sotobosque (Carrera et al., 2010).

Esta familia desempena funciones ecoldgicas fundamentales en los ecosistemas
ecuatorianos, particularmente como polinizadores y dispersores de semillas (Tirira,
2020). Por ejemplo, los filostdmidos frugivoros como Carollia, Sturnira, Artibeus y

Rhinophylla son dispersores primarios de numerosas plantas pioneras y de
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sotobosque, permitiendo la regeneracidon de bosques secundarios y conectando

fragmentos de habitat a través del movimiento de semillas (Burneo et al., 2015).

No obstante, aunque se cuenta con una cantidad robusta de estudios taxonémicos,
biogeograficos y ecoldgicos sobre la familia Phyllostomidae, todavia existen vacios
importantes. Burneo et al. (2015) sefialan la falta de evaluaciones sobre los efectos
del cambio climatico en poblaciones de murciélagos, estudios sistematicos sobre
bioacumulacion de contaminantes o metales pesados en comunidades de
filostémidos. De manera similar, la mayor parte de su investigacién se ha centrado
en diversidad, dieta, redes de interaccién y uso del hdbitat, mientras que aspectos
como la microbiota asociada permanece poco explorada en poblaciones

ecuatorianas.

En América Latina, regién donde se concentra la mayor diversidad de
Phyllostomidae, los estudios de microbioma han avanzado principalmente en
México y Brasil. Andlisis comparativos en multiples especies de esta familia, como
el estudio de Carrillo-Araujo et al. (2015) en México, mostraron que la estructura
de las comunidades bacterianas se agrupa de manera mas consistente por dieta que
por identidad taxondmica del hospedador. Asimismo, André et al. (2023),
documentaron la composicion de microbiotas orales, cutdneas y asociadas a
ectoparasitos en filostdmidos, donde encontraron que la cavidad oral de
murciélagos frugivoros y nectarivoros estuvo dominada por Gammaproteobacteria
y albergé géneros clinicamente relevantes como Enterobacter, Klebsiella,

Escherichia, Enterococcus y Streptococcus, en individuos sanos.

Este contraste con la informacién disponible en otros paises latinoamericanos pone
en evidencia un vacio de conocimiento importante, pero al mismo tiempo resalta la
oportunidad de aprovechar la alta diversidad de la familia Phyllostomidae en

Ecuador para desarrollar estudios de microbioma de mayor escala.
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3.4. Analisis metagenomico para estudio de

microbioma

El analisis metagendmico se ha convertido en una herramienta eficaz para estudiar
los microbiomas de los murciélagos ya que proporciona informacién sobre la
diversidad y funciones de las comunidades microbianas asociadas a partir del
ADN/ARN total de la muestra, permitiendo la identificaciéon de bacterias, virus,

hongos y otros microorganismos en un solo paso (Nam et al., 2023).

Los estudios metagendmicos han mostrado diferencias significativas en el
microbiota intestinal de los murciélagos con diferentes dietas y hdbitats, lo que
sugiere que la ecologia del hospedador (dieta y medio ambiente) desempefian un
papel crucial en la configuracion de las comunidades microbianas (Carrillo-Araujo
et al.,, 2015b; Corduneanu et al., 2021b; Lutz et al.,, 2019). Ademas, el analisis
metagendémico ha sido fundamental para identificar nuevos virus y comprender sus

posibles riesgos zoondticos(Russell et al., 2025; Smith & Wang, 2013).
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4. Materiales y metodologia

4.1. Origen de las muestras

Las muestras que se utilizaron en este estudio fueron colectadas previamente para
el desarrollo del proyecto senior de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Central del Ecuador, titulado “Caracterizacion del viroma de especies
de murciélagos y roedores del Noroccidente del Ecuador y su potencial zoonético
sobre otros mamiferos” DI-CONV-2022-038. La coleccion de especimenes se llevo a
cabo en la Reserva Rio Manduriacu, ubicada en el occidente de la provincia de
Imbabura. Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos Ministerio del

Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica: MAATE-DBI-CM-2023-0294 (Anexo A.)

Las muestras corresponden a hisopados orales de especies de murciélagos de la
familia Phyllostomidae que exhiben diferentes estrategias de alimentacion,
incluyendo miembros del género Carollia como C. brevicauda, C. perspicillata
(frugivoros) y C. castanea (frugivoro, insectivoro), Sturnira ludovici (frugivoro),

Rhinophylla alethina y Artibeus ravus (frugivoros e insectivoros).
4.2. Generacién y adquisicion de datos

Cabe sefialar que las etapas iniciales de procesamiento de las muestras, como
extraccién y purificacion del ARN gendmico no fueron realizadas por la autora; dado
gue del proyecto previo se compartié solamente los archivos provenientes de la
secuenciacion en formato digital como salidas directas del sistema de

secuenciacion.

Las secuencias analizadas en el presente estudio correspondieron a datos crudos
obtenidos mediante secuenciacién de tercera generacion, utilizando tecnologia de
Oxford Nanopore Technologies (ONT). La generacion de las lecturas se llevd a cabo
empleando el dispositivo MinlON Mk1B, en combinacion con celdas de flujo FLO-

MIN114 (quimica R10.4.1) y el kit de preparacion de bibliotecas SQK-NBD114-24,
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disefiado para permitir la codificacién por cédigos de barras (barcodes) y

optimizado para la obtencidn de lecturas de alta longitud y fidelidad.

4.3. Analisis bioinformaticos

4.3.1. Preparacion de la maquina virtual

Para el procesamiento de los archivos obtenidos del secuenciador, se requirié el uso
de Linux para lo cual se realizd la instalacién del sistema operativo, configurandose
la maquina virtual con el nombre MICROBIOMA en Oracle VirtualBox. Para este
propdsito, se utilizé la imagen I1SO de Lubuntu 22.04.4 (64-bit). La maquina virtual
fue asignada con 7709 MB de memoria RAM y 3 nucleos de procesador, mientras

que el disco virtual se configuré con una capacidad maxima de 25 GB.

4.3.2. Preprocesamiento de lecturas

Las sefales crudas generadas como resultado de la secuenciacién por Oxford
Nanopore se almacenaron inicialmente en formato FAST5, un tipo de archivo
contenedor HDF5 (Hierarchical Data Format version 5) disefiado para almacenar
grandes conjuntos de datos junto con los metadatos del andlisis (corrida, canal,
poro, etc) (Gamaarachchi et al., 2022). Por razones de aprovechamiento de los
recursos computacionales y trazabilidad de la informacién, los archivos FAST5
correspondientes a los 6 barcodes correspondientes a las especies de Carollia
brevicauda (barcode 01), Sturnira ludovici (barcode 02), C. castanea (barcode 03),
Carollia perspicillata (barcode 10), Rhinophylla alethina (barcode 11) y Artibeus
ravus (barcode 13) se agruparon en un archivo fast5.tar para almacenamiento,
transferencia y compatibilidad con otras herramientas (Anexo B.) (Loman &

Quinlan, 2014).

Posteriormente, previo al procesamiento y andlisis de las secuencias los archivos
agrupados en fast5.tar se convirtieron al formato POD5, dado que el soporte para
formato FASTS5 se encuentra en desuso (Oxford Nanopore Technologies, 2024). Esta
conversion se realizd en la plataforma Galaxy Australia mediante la herramienta

fast5 to pod5 converter for raw Oxford Nanopore data (Galaxy Australia, s.f.)
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compatible con la herramienta Dorado basecaller for raw Oxford Nanopore data
(Galaxy Australia, s.f.; Oxford Nanopore Technologies, 2024). Esta conversion
permitid realizar el basecalling de las sefales eléctricas, transformandolas en
secuencias de nucleétidos. Para ello, las lecturas fueron procesadas con el modelo
de basecalling dna_r10.4.1_e8.2 400bps_sup (Oxford Nanopore Technologies,
2024), compatible con la celda de flujo FLO-MIN114 y el kit SQK-NBD114-24.

4.3.3. Filtrado y limpieza de secuencias

En primer lugar, las lecturas resultantes del basecalling con Dorado que se
encontraban en formato .bam, fueron transformadas al formato FASTQ con la
herramienta bedtools Convert from BAM to FastQ (Galaxy Australia, s.f.; Quinlan &

Hall, 2010).

Posteriormente, la calidad de las lecturas antes y después del proceso de filtrado se
evaluaron utilizando la herramienta NanoPlot Plotting suite for Oxford Nanopore
sequencing data and alignments (Galaxy Australia, s.f.; De Coster et al., 2018).
Posteriormente los archivos FASTQ se normalizaron al formato fastgsanger con
FASTQ Groomer (Galaxy Australia, s.f.; Blankenberg et al.,, 2010). Luego, se
eliminaron y recortaron lecturas cortas, fragmentos de adaptadores y lecturas con
bases indeterminadas utilizando la herramienta NanoFilt Filtering and trimming of
long read sequencing data con los parametros establecidos por defecto (Galaxy

Australia, s.f.; De Coster et al., 2018).

4.3.4. Limpieza de secuencias provenientes del huésped

De los géneros de murciélagos en estudio, se descargaron las secuencias de
referencia del National Center for Biotechnology Information (NCBI), para separar
las secuencias del hospedador de los microorganismos presentes en las muestras.

Los genomas de referencia que se descargaron se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Genomas de referencia utilizados

Género o especie en estudio Genoma de referencia ID RefSeq/Gene Bank

utilizado
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Género Carollia Carollia perspicillata GCA_004027735.1

Sturnira ludovici Sturnira hondurensis GCF_014824575.3
Artibeus ravus Artibeus jamaicensis GCF_021234435.1
Rhinophylla alethina

A continuacidén, se cargaron los genomas de referencia en Galaxy y se utilizé la
herramienta Map with minimap2 A fast pairwise aligner for genomic and spliced
nucleotide sequences para alinear las lecturas a los genomas de referencia (Galaxy

Australia, s.f.; Li, 2018).

Posteriormente, se utilizaron las funciones de la herramienta Samtools view —
reformat, filter, or subsample SAM, BAM or CRAM para separar las secuencias que
se habian alineado con el genoma de referencia de aquellas que no lo hicieron
(Galaxy Australia s.f.; Danecek et al., 2021) . Luego, con el fin de transformar las
lecturas a formato FASTQ necesarias para andlisis posteriores se utilizd la

herramienta bedtools Convert from BAM to FastQ (Galaxy Australia, s.f.).

4.3.5. Asignacion taxonomica

Las secuencias que no se alinearon con el genoma de referencia, fueron
consideradas como potencialmente de origen microbiano u otro origen no
hospedero y se sometieron a asignacion taxondmica utilizando Kraken2. Para ello,
las lecturas no mapeadas se clasificaron de forma independiente frente a las ultimas
versiones de dos bases de datos de referencia. En primer lugar, la base Refseq
estdndar completa de NCBI, que incluye genomas de arqueas, bacterias, virus,
plasmidos, genoma humano y una base UniVec_Core, que contiene secuencias de
cebadores y adaptadores importantes para identificar y descontaminar secuencias
de ADN (National Center for Biotechnology Information, 2021). En segundo lugar,
se utilizd una base GTDB (Genome Taxonomy Database) v220, que contiene
genomas bacterianos y arqueanos curados filogenéticamente (Chaumeil et al.,

2022).

La clasificacién taxondmica se realizd utilizando los pardmetros por defecto de

Kraken2 y las asignaciones se resumieron a distintos niveles taxondmicos para
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comparar la composicion microbiana obtenida con cada base de datos.
Posteriormente, se utilizaron los archivos de salida “report” de kraken2 para
visualizar y explorar las abundancias taxondmicas utilizando la version en linea de

Pavian metagenomics data explorer (Breitwieser & Salzberg, 2016).
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5.Resultados y discusion

5.1. Filtrado, evaluacion y procesamiento de lecturas

Como resultado del preprocesamiento de lecturas obtuvieron archivos en formato
FASTQ con las secuencias de nucledtidos provenientes de cada especie y una
puntuacion de calidad por base (Phred)(Cock et al., 2009). A partir de estos archivos,
el analisis de las lecturas crudas de las seis especies de murciélagos evaluados
mostré un conjunto de datos con una calidad moderada y de caracteristicas
heterogéneas, como se esperaba en esta etapa del andlisis (Tabla 2.). El nUmero de
lecturas por especie varid entre 15,078 en Artibeus rabus y 23,275 en Carollia
castanea, siendo esta ultima aquella con mayor rendimiento bruto, es decir, mayor

cantidad de datos generados (0,0772 Gbp).

En cuanto a los indicadores de calidad, las calidades medias (Q) oscilaron entre 16,6
y 17,7. Estos valores bajos suelen ser tipicos de lecturas en bruto provenientes de
tecnologias de secuenciacién como Oxford Nanopore en comparacién con
plataformas de lectura corta (donde Q30 es un umbral habitual) y han sido
reportados de forma consistente en la literatura donde estudios que utilizaron ONT
informan medianas/medias en el rango de Q 14-17 para corridas crudas
dependiendo de la quimica, la preparaciéon y el modelo de basecalling (Vereecke et

al., 2025).

Por otra parte, el porcentaje de lecturas con calidad superior a Q10 fue alto en todas
las especies, superando el 96% en todos los casos. No obstante, el porcentaje de
lecturas superiores a Q15 fue relativamente mas bajo, con un rango entre 85.1%

(A.rabus) y 88.8% (C.castanea).

De manera general, los resultados de las lecturas en bruto presentaron una calidad
aceptable pero heterogénea, con una cantidad considerable de fragmentos de
lectura con baja precision. Por lo que posteriormente, se utilizaron herramientas de
filtrado como Nanofilt para depurar el conjunto de datos de baja precisiéon y ayudar

a mitigar el arrastre de errores hacia los andlisis posteriores (De Coster et al., 2018).
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Tabla 2. Resultados de evaluacién de calidad pre filtrado

Especie N°de Rendimiento Longitud Longitud Calidad % %

lecturas (Gbp) media maxima media lecturas lecturas
(pb) (pb) (Q) >Q10  >Q15

C. 18532 0.060 3224.9 15177 17.2 97.6% 87.6%

brevicauda

S. ludovici 18820 0.0604 3210.7 10288 16.6 96.1% 85.5%

C. castanea 23275 0.0772 3318.1 24374 17.7 985% 88.8%

C. 17865 0.0564 3155.1 10958 17.2 97.6% 87.4%

perspicillata

R. alethina 23083 0.0734 3179.9 7481 17.4 98.1% 87.8%

A. rabus 15078 0.0451 2993.7 7587 16.8 96.4% 85.1%

La evaluacién de calidad de las lecturas secuenciadas posterior al filtrado con
Nanofilt reveld un conjunto de datos de alta fidelidad y altamente depurado (Tabla
3.) observédndose valores de calidad significativamente mds altos, donde el 100% de
las lecturas de cada especie superaron los umbrales de Q10 y Q15, lo cual es
indicativo de la precisién en la identificacidn de las bases y evidencia la eficiencia

del paso de filtrado.

Las longitudes promedio de lectura presentaron una variabilidad considerable entre
especies, con valores que oscilaron entre 90,7 pb (A.rabus) y 526,0 pb (C.castanea).
En cuanto a la longitud méxima de las lecturas, se alcanzaron registros entre 868 pb
y 3561 pb, lo cual podria sugerir diferencias en la integridad del material genético

como en el tamafio de los fragmentos recuperados.

Las calidades medias (Q) se situaron en un rango entre 32,2 y 34,2, con A. rabus
mostrando el valor mas alto. Asimismo, esta especie presentd el mayor nimero de
lecturas post-filtrado, mientras que C. castanea presenté la menor cantidad. Estas
diferencias podrian atribuirse a diversas razones relacionadas a la calidad de la
extraccién, eficiencia de la secuenciacién o condiciones del procesamiento de las

muestras (Oxford Nanopore Technologies, 2025a, 2025b) .

Tabla 3. Resultados de evaluacién de calidad post filtrado con Nanofilt
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AT

# 5/SALESIANA

Especie N°de Rendimiento Longitud Longitud Calidad % %

lecturas (pb) media maxima media lecturas lecturas
(pb) (pb) (Q) >Q10 >Q15

C. 56 24316 434.2 3548 33.3 100.0% 100.0%

brevicauda

S. ludovici 67 15916 237.6 1922 33.8 100.0% 100.0%

C. castanea 44 23144 526.0 3560 32.2 100.0% 100.0%

C. 81 36031 444.8 3561 33.0 100.0% 100.0%

perspicillata

R. alethina 158 36284 229.6 3560 333 100.0% 100.0%

A. rabus 259 23484 90.7 868 34.2 100.0% 100.0%

Tras el filtrado de las lecturas con Nanofilt y el posterior mapeo con Minimap2, se
observé que la proporciéon de lecturas que se alinearon al genoma de referencia del
huésped fue muy baja a diferencia de aquellas que no se alinearon. Es decir que, la
cantidad de lecturas que potencialmente representan las secuencias microbianas
de interés se encontraron en mayor proporcién (Tabla 4.). Este patrén podria
explicarse, en primer lugar, por el paso de filtrado realizado previamente, lo que
pudo haber enriquecido el conjunto final de secuencias microbianas y redujo la
representacion de secuencias del huésped, puesto que ya que se estaba trabajando

con un conjunto de datos reducido.

Asimismo, Bohling (2020), Eisenhofer et al. (2023) y Wang et al. (2025) han
mostrado que factores como la distancia evolutiva entre la muestra y el genoma de
referencia, asi como la calidad del ensamblaje y la elecciéon de parametros de

alineacidén, pueden afectar la proporcidn de lecturas que se mapean correctamente.

Tabla 4. Resultados “post mapeo” con Minimap2

Especie N° Alineamientos Alineamientos Alineamientos Lecturas % %
lecturas totales primarios secundarios no lecturas lecturas
mapeadas Huésped No-
huésped
C. 56 0 0 0 56 0.0% 100.0%
brevicauda
S. ludovici 67 0 0 0 67 0.0% 100.0%
C. castanea 44 0 0 0 44 0.0% 100.0%
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C. 81 0 0 0 81 0.0% 100.0%

perspicillata
R. alethina 158 9 9 0 149 5.7% 94.3%
A. rabus 259 19 16 3 243 6% 94%

5.2. Asignacion taxondémica

El analisis del microbioma bacteriano en las seis especies de quirdpteros analizados
mostro una estructura comunitaria diversa (Anexos C. y D.). Esta variabilidad podria
reflejar adaptaciones ecoldgicas, patrones dietéticos y rasgos fisioldgicos

especificos de cada hospedador (André et al., 2023b).

De acuerdo con Ley et al. (2008), en el intestino de los mamiferos la diversidad
bacteriana aumenta conforme la dieta del hospedador se desplaza de carnivora a
omnivora y luego a herbivora. De acuerdo con los resultados obtenidos en esta
investigacion, las estrategias de alimentacién de las especies estudiadas estan
basadas principalmente en plantas e insectos, cuya fuente de alimento se

descompone rapidamente en azucares simples (Herbst, 1986; Karasov et al., 2011).

En estos animales, el sistema digestivo es necesario para procesar hemicelulosas,
proceso que requiere la participacién de multiples enzimas de diferentes especies,
lo que sustenta la presencia de un ecosistema bacteriano mds diverso (Karasov et
al., 2011). Por otra parte, Ingala et al. (2021) y Ochman (2010) han demostrado que
la filogenia del hospedador puede imponerse sobre la dieta y los factores

ambientales e influir directamente en la diversidad microbiana intestinal.

Los resultados obtenidos por la asignacion taxondmica contra las bases de datos
utilizadas mostraron diferencias en la proporcién de lecturas clasificadas, asi como
en la composicion taxondmica de los organismos detectados (Tabla 5.). En primer
lugar, se utilizd una base de datos RefSeq (NCBI), una coleccidn curada, integrada y
no redundante de secuencias (genomas, transcriptos y proteinas) que sirve como
una referencia solida, su alcance abarca todos los dominios por lo que es
ampliamente utilizada para anotacion, analisis comparativos asi como en métodos
de clasificacion basados en k-mers, en los cuales las lecturas se fragmentan en

pequefias subsecuencias de longitud fija (k-mers) y se asignan taxondmicamente al
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comparar estos patrones con los genomas de referencia contenidos en la base de
datos (National Center for Biotechnology Information, 2021). Por otra parte, la base
de datos GTDB v220 utiliza una taxonomia estandarizada basada en filogenia
gendmica especificamente de Bacterias y Arqueas siguiendo criterios de divergencia
evolutiva (RED) e identidad nucleotidica promedio (ANI), se usa para clasificacion
filogenética y asignacion taxondmica, con la salvedad de posibles discrepancias

nominales frente a NCBI (Chaumeil et al., 2022).

Con la base estandar de NCBI Prebuilt Refseq, las especies Carollia brevicauda y
Carollia castanea alcanzaron las proporciones mas altas de lecturas clasificadas
(91,1% y 95,5% respectivamente) ademds de una alta carga de contenido
microbiano (>41%), mientras que Artibeus rabus presentd una tasa de clasificaciéon
considerablemente baja (15,3%). Por otra parte, las lecturas de Sturnira ludovici,
Carollia perspicillata y Rhinophylla aletina mostraron niveles intermedios de
clasificacién (entre 38% y 46,9%). En todas las muestras, la presencia de ADN
correspondiente al filo Chordata fue baja, lo que sugiere una escasa contaminacién

por material del hospedador (Heravi et al., 2020).

Al clasificar con la base de datos GTDB v220 la proporcién de lecturas asignadas
aumenté de manera uniforme (88,9-95,6%), evidenciandose una fuerte afinidad
con taxones procariotas bien representados. Bajo este marco, R. alethina, C.
castanea y S. ludovici concentraron los mayores porcentajes de lecturas
microbianas con valores entre el 93 al 95.6%. En cuanto a las fracciones no

clasificadas se mantuvieron <11,1% y persistié la ausencia de contaminacion.

Tabla 5. Resultados asignacion taxondmica frente a dos bases de datos

Especies NCBI Prebuilt Refseq (Versidon 2022-06-07) GTDB v220 (Bacteria y Archaea, 2024-11-09)

Lecturas Lecturas no Lecturas Lecturas Lecturas no Lecturas

clasificadas clasificadas  microbianas clasificadas clasificadas microbianas

C. brevicauda 91.1% 8,93% 41.1% 91.1% 8.93% 91.1%
S. ludovici 40.3% 59.7% 16.4% 94% 5.97% 94%

C. castanea 95.5% 4.55% 40.9% 93.2% 6.82% 93.2%
C. perspicillata 46.9% 53.1% 27.2% 88.9% 11.1% 88.9%
R. alethina 38% 62% 14.6% 95.6% 4.43% 95.6%
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A. rabus 15.3% 84.7% 5.34% 91.2% 8.78% 91.2%

La interpretacion de las asignaciones taxondmicas se discute a continuacién por
nivel taxondmico, es decir a nivel de filo, clase, orden, familia, género y especies. En
las tablas generadas por la herramienta Pavian, se visualiza el nUmero de lecturas
asignadas al taxdn por cada especie de murciélago y el identificador numérico para

cada taxon en la base de datos de taxonomia del NCBI (TID).

e Nivel taxondmico de Filo

A nivel de filo, Pseudomonadota (Proteobacteria) domind consistentemente en
todas las especies, lo que sugiere una comunidad microbiana asociada a bacterias
Gram negativas (Tabla 6.). De acuerdo con estudios realizados tanto con técnicas
de cultivo tradicionales como estudios realizados por secuenciacion, estas bacterias
se han aislado de forma recurrente de cavidades oral y rectal, saliva e intestino

(Banskar et al., 2016; Carrillo-Araujo et al., 2015b; Galicia et al., 2014).

De hecho, se ha determinado que los murciélagos presentan una mayor proporcién
de Proteobacteria a diferencia de otros mamiferos y comparten un nucleo
bacteriano intestinal comun, independientemente de la region geografica o del tipo
de dieta (Hughes et al., 2018). En este estudio la mayor cantidad de lecturas
correspondientes a este filo se observaron en Artibeus rabus, Carollia brevicauda,

Rhinophylla alethina y Carollia perspicillata.

El filo Actinobacteria junto con Bacteroidetes y Firmicutes también se han
reportadorepo como filos comunes en quirépteros (Claudio et al., 2018; Lutz et al.,
2022b). Los resultados mostraron una presencia relevante del filo Actinomycetota
(Actinobacteria), especialmente en C. perspicillata. Presley et al. (2020)
encontraron un predominio oral de este filo y Firmicutes en murciélagos frugivoros
y herbivoros. Otros filos (Bacillota, Asgardarchaeota y Bacteroidota) aparecieron de

forma esporadica y con baja representacion.

Tabla 6. Perfil taxondmico a nivel de Filo

A. Base NCBI Standard full

Nombre TID C. brevicauda S.ludovici C.castanea C.perspicillata R.alethina A.rabus
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Proteobacteria 1224 23 10 7 21 22 13

Chordata 7711 2 2 5 1

Actinobacteria 201174

Bacteroidetes 976 1
B. Base GTDB v220

Pseudomonadota 175 38 2 10 17 206

Actinomycetota 32 2 35 2

Bacillota_A 42 1

Asgardarchaeota 6 1

e Nivel taxondmico de Clase

A nivel de clase, Gammaproteobacteria constituye el nicleo comun del microbioma
en todas las especies (Tabla 7.), sugiriendo una estrecha relacién ecoldgica de esta
clase bacteriana con el hospedador, posiblemente a funciones digestivas o
inmunoldgicas en quirdpteros neotropicales (Berman et al., 2023; Carrillo-Araujo et
al., 2015b; Ingala et al., 2018). En concordancia, Lutz et al. (2019), documentaron
una alta abundancia de Gammaproteobacteria en el microbioma oral e intestinal de

murciélagos insectivoros y frugivoros de Uganda y Kenia.

La diversidad de clases se vio aumentada en R. aletina y A. rabus, las cuales albergan
también a las clases Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria y Actinobacteria
(Actinomycetes), estas ultimas notablemente representadas en A. rabus y C.
perspicillata respectivamente. Clases como Clostridia, Lokiarchaeia y Bacteroidia,

estdn menos representadas puesto que aparecen Unicamente con una lectura.

Tabla 7. Perfil taxondmico a nivel de Clase

A. Base NCBI Standard full

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici C.castanea  C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Gammaproteobacteria 1236 22 7 6 20 18 11
Betaproteobacteria 28216 3 1 3 2
Alphaproteobacteria 28211 1 1
Actinobacteria 1760 1
Bacteroidia 200643 1
B. Base GTDB v220

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici C.castanea C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Gammaproteobacteria 747 38 1 10 16 6
Alphaproteobacteria 746 1 1 200
Actinomycetes 309 2 35
Clostridia 349 1
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Lokiarchaeia 228 1

Bacteroidia 410 1

e Nivel taxondmico de Orden

A nivel de drdenes bacterianos (Tabla 8.) se observd un patrén similar donde el
microbioma estuvo claramente dominado por Enterobacterales. Su representacion
fue especialmente notoria en Carollia perspicillata y C. brevicauda. El orden
Mycobacteriales también mostré predominio especialmente en C. perspicillata.
Este orden suele ser comun en ambientes himedos y con presencia de sedimentos
tales como las colonias de murciélagos, es detectado frecuentemente en muestras
de guano y su abundancia en el microbioma de quirdpteros es variable (Modra et

al., 2017; Pavlik et al., 2021a).

El orden Burkholderiales estuvo presente en casi todas las especies estudiadas con
excepcion de C. brevicauda y C. perspicillata. Este orden esta caracterizado por su
amplitud metabdlica, incluyendo la desnitrificaciéon, degradacién de compuestos
aromaticos y estilos de vida tanto ambientales como oportunistas. En perfiles
intestinales de murciélagos aparece de forma recurrente, familias como
Comamonadaceae del orden Burkholderiales, adicionalmente de
Enterobacteriaceae que se han registrado previamente en murciélagos de Borneo

(Morni et al., 2025).

Ordenes adicionales como Rhizobiales, Rhodobacterales, Corynebacteriales y
Bacteroidales aparecieron con menor abundancia lo cual podria estar vinculado a
una dieta mas compleja, diferencias ambientales o variaciones inmunoldgicas del

hospedador (Bazzoni et al., 2024).

Tabla 8. Perfil taxondmico a nivel de Orden

A. Base NCBI Standard full

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici  C.castanea C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Enterobacterales 91347 13 7 6 20 17 11
Burkholderiales 80840 3 1 3 2
Rhodobacterales 204455 1 1
Pseudomonadales 72274 1
Corynebacteriales 85007 1
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Bacteroidales 171549 1
B. Base GTDB v220

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici  C.castanea  C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Burkholderiales 2444 3 3 3 2
Xanthomonadales 2652 1
Rhodobacterales 2379 1 1
Enterobacterales 2480 1 6 12
Mycobacteriales 1077 2 34 1
Streptomycetales 1083 1 1
Pseudomonadales 2587 1 1 1
Oscillospirales 1212 1
Sigynarchaeales 847 1
Rhizobiales 2378 3

e Nivel taxondmico de Familia

La familia Enterobacteriaceae tuvo un papel predominante en la composicién
microbiana de todas las especies (Tabla 9.) y se han identificado como habitantes
comunes del tracto gastrointestinal de estos animales, mismos que pueden ser
excretados a través de fluidos corporales y heces (Banskar et al., 2016; Lutz et al.,

2019).

Tabla 9. Perfil taxondmico a nivel de Familia

A. Base NCBI Standard full

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici  C.castanea  C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Enterobacteriaceae 543 19 13 7 5 19 17
Burkholderiaceae 119060 2 2 1 1
Alcaligenaceae 506 2 1 2
Pectobacteriaceae 1903410 1 1
Rhodobacteraceae 31989 1 1 1
Pseudomonadaceae 135621 1 1
Mycobacteriaceae 1762 1 1
Rikenellaceae 171550 1
B. Base GTDB v220

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici  C.castanea  C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Burkholderiaceae 7419 3 3 3 2
Rhodanobacteraceae 7784 1
Rhodobacteraceae 7219 1 1
Enterobacteriaceae 7517 1 6 12 3
Mycobacteriaceae 3683 2 34 1
Streptomycetaceae 3708 1 1
Halomonadaceae 7678 1
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Acutalibacteraceae 4089 1

Pseudomonadaceae 7702 1 1
SOKPO1 2921 1
Hyphomicrobiaceae 7182 3

e Nivel taxonédmico de Género y especie

En la comparacién a nivel de género se observaron diferencias marcadas (Tabla 10.).
Escherichia se identific6 como el taxdn bacteriano mas recurrente en las muestras
y como un componente central del microbioma en concordancia con especies
encontradas en muestras rectales que reportan Escherichia, Enterobacter y
Klebsiella como géneros frecuentes en quirépteros neotropicales (André et al.,

2023b).

Otros géneros bacterianos clinicamente relevantes como Ralstonia, Bordetella,
Shigella, Salmonella y Pseudomonas aparecieron de manera esporadica y en menor
abundancia, un patrén compatible con lo reportado en estudios previos que
documentaron la presencia de bacterias entéricas patégenas, especialmente de la
familia Enterobacteriaceae y de patégenos de importancia clinica y veterinaria tales
como Pasteurella, Salmonella, Escherichia y Yersinia spp., cuya presencia estd
ligada a los habitos alimentarios y la actividad dentro y fuera de las cuevas (De Leon
et al., 2018a; Dhivahar et al., 2023). En términos de relevancia clinica, Shigella y
Salmonella destacan como agentes entéricos causantes de infecciones del tracto
gastrointestinal y con creciente resistencia a fdrmacos. Por su parte Pseudomonas
se caracteriza por ser un patégeno oportunista clave en infecciones asociadas a la
atencion sanitaria y destaca por presentar resistencias de dificil tratamiento (Yang

et al.,, 2023).

Finalmente, géneros menos frecuentes como Castellaniella, Mycolicibacterium,
Alistipes y Paracoccus se identificaron con una unica lectura, indicando una
diversidad microbiana residual ligada a taxones de baja abundancia. Estos hallazgos
son coherentes con reportes de micobacterias no tuberculosas encontradas en

guano, Alistipes descrito en el intestino de murciélagos, Castellaniella encontrada
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en muestras ambientales y Paracoccus identificado en el microbioma de la piel de

murciélagos (Corduneanu et al., 2021b; Goff et al., 2024; Pavlik et al., 2021b).

Géneros como Streptomyces, Ottowia, Modicisalibacter, Hyphomicrobium vy
Caproicibacter, se encontraron distribuidos de manera dispersa entre las muestras.
La presencia esporadica de estos taxones coincide con estudios de guano y
microbiomas de murciélagos que reportaron subpoblaciones minoritarias con
géneros ambientales y oportunistas de baja abundancia (Dimki¢ et al., 2021b). En
particular, Streptomyces se ha documentado tanto por amplicones como por cultivo
en guano y superficies externas de murciélagos (Hamm et al., 2017). En cambio,
Ottowia (Comamonadaceae), Modicisalibacter (Gammaproteobacteria haldfila
asociada a aguas salinas) y Hyphomicrobium (metilotrofo/denitrificante) son
géneros eminentemente ambientales cuyo hallazgo en guano suele interpretarse
como sefial de baja abundancia o aporte ambiental (Gam et al., 2007; Huang et al.,

2024; Spring et al., 2004).

De forma similar, Caproicibacter es un género descrito recientemente en ambientes
anaerobios productores de caproato que aparece con baja representaciéon en
perfiles de guano. Este compuesto es un insumo de alto interés industrial ya que
actla como materia prima en sintesis quimica, aditivo en nutricidon animal (aves y
cerdos), aromatizante en alimentos, agente antimicrobiano en aplicaciones

farmacéuticas y precursor de biocombustibles. (Flaiz et al., 2020).

Tabla 10. Perfil taxondmico a nivel de Género

A. Base NCBI Standard full

Nombre TID C. brevicauda S.ludovici C.castanea C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Escherichia 561 4 2 4 7 2
Ralstonia 48736 2 1 1 2
Bordetella 517 1
Salmonella 590 1
Musicola 2884243 1
Paracoccus 265 1 1
Shigella 620 1
Pseudomonas 286 1
Castellaniella 359336 2
Mycolicibacterium 1866885 1
Alistipes 239759 1
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B. Base GTDB v220

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici C.castanea  C.perspicillata R.alethina  A.rabus
Ralstonia 29791 2 1 1 2
Castellaniella 29588 1 2
Tahibacter 31687 1
Paracoccus 28645 1 1 5
Shimwellia 30552 1
Dietzia 11571 1
Mycobacterium 11582 1 1
Streptomyces 11808 1 1
Escherichia 30462 6 12 3
Ottowia 29745 2
Modicisalibacter 31188 1
Caproicibacter 14199 1
Pseudomonas_E 31325 1 1
TEKIR-8 8500 1
Hyphomicrobium 28101 2

En concordancia con lo mencionado anteriormente, Escherichia coli fue la especie
bacteriana mas frecuente detectada en todas las muestras, constituyendo el nicleo
dominante del microbiota detectado. Aunque esta especie cumple funciones
esenciales en el sistema digestivo y forma parte de la microbiota intestinal de la
mayoria de los mamiferos, incluyendo la microbiota humana, puede comportarse
como patdgeno oportunista en humanos y otros animales (André et al., 2023b).
Algunas especies animales, como los murciélagos, pueden albergar cepas
patdgenas para el ser humano (Nowak et al., 2017). Por ejemplo, se han detectado
cepas de E. coli multirresistentes asociadas a enfermedades humanas en muestras

de guano de murciélagos frugivoros en Polonia (Nowakiewicz et al., 2020).

Otras especies bacterianas identificadas, aunque con baja frecuencia, incluyen
Ralstonia pickettii, Bordetella petrii, Salmonella enterica, Castellaniella defragrans,
y Pseudomonas rhodesiae. La deteccidon de S. enterica coincide con reportes previos
en murciélagos frugivoros y en fauna silvestre (Adesiyun et al., 2009) , mientras que
B. petrii se caracteriza por su versatilidad ambiental y sus rasgos de virulencia en
cepas patégenas (Gross et al., 2008). Por su parte R. picketti es una bacteria
oportunista ambiental que se ha asociado a sistemas acuiferos y brotes

nosocomiales vinculados a productos contaminados, asimismo P. rhodesiae se ha
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descrito tanto en muestras de aguas minerales como en aislamientos clinicos
(Coroler et al., 1996; Sandfort et al., 2025; Yuan et al., 2023). También se detectaron
especies poco frecuentes como Mycolicibacterium flavescens, Paracoccus
denitrificans, Escherichia marmotae y Alistipes sp. dk3624, cada una con una Unica

lectura.

En términos generales, las bacterias enteropatdgenas asociadas a los murciélagos
pueden constituir un riesgo para la salud humana y animal. No obstante, la
verdadera magnitud de ese riesgo en condiciones naturales permanece poco clara,
entre otras razones por limitaciones de muestreo y diferencias metodolégicas entre
estudios (Carrillo-Araujo et al., 2015b; Hughes et al., 2018; Mehl et al., 2021; Xiao
et al.,, 2019). A ello se suman variaciones ambientales tales como la dieta,
temperatura y humedad, que modulan la composicién microbiana y dificultan

comparar estimaciones entre sitios y periodos (Klausenstock, 2016).

Aun asi, la elevada diversidad de bacterias entéricas patdgenas y no patégenas que
hospedan los murciélagos, junto con sus rasgos ecoldgicos y fisioldgicos los
distingue como un modelo para explorar la evolucién del microbioma en mamiferos
(Hughes et al., 2018; Lutz et al., 2019; Nishida & Ochman, 2018). Desde la
perspectiva sanitaria, existen reportes de cepas oportunistas y multirresistentes
asociadas a murciélagos incluyendo Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Klebsiella africana, K. pneumoniae y Streptococcus dysgalactiae que sefialan la
importancia de una vigilancia integral (McDougall et al., 2021; Mioni et al., 2018;
Nowakiewicz et al., 2020). En este sentido, tanto los enfoques tradicionales como
aquellos basados en gendmica de alto rendimiento pueden delimitar reservorios y
factores deriesgo en la interaccidon fauna-humano-ganado, aportando evidencia util
para salud publica y conservacién (De Leon et al., 2018a; Mehl et al., 2021; Xiao et

al.,, 2019).

Tabla 10. Perfil taxonédmico a nivel de Género

A. Base NCBI Standard full

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici  C.castanea  C.perspicillata  R.alethina  A.rabus
Escherichia coli 562 4 2 4 6 1
Ralstonia pickettii 329 2 2
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Bordetella petrii 94624 1

Salmonella enterica 28901 1

Musicola paradisiaca 69223 1

Paracoccus marcusii 59779 1

Homo sapiens 9606 2 2 5 1

Pseudomonas

rhodesiae 76760 1

Castellaniella

defragrans 75697 2

Ralstonia insidiosa 190721

Paracoccus

denitrificans 266 1

Mycolicibacterium

flavescens 1776 1

Escherichia

marmotae 1499973 1

Alistipes sp. dk3624 2662363 1
B. Base GTDB v220

Nombre TID C. brevicauda  S.ludovici  C.castanea  C.perspicillata  R.alethina  A.rabus

Ralstonia pickettii 128607 1 1 1

Ralstonia

sp007997035 128619 1

Castellaniella

denitrificans 126808 1

Tahibacter soli 140652 1

Paracoccus

sp016869875 121885 1

Shimwellia

pseudoproteus 133496 1

Dietzia aerolata 46270 1

Mycobacterium

mantenii 46521 1

Streptomyces

5p029269835 49813 1

Escherichia coli 133040 3 6

Escherichia albertii 133039 1

Escherichia coli_F 133042 1 1

Ottowia beijingensis 127823 2

Modicisalibacter

5p900961225 136816 1

Caproicibacter

sp023412715 64408 1

Escherichia

sp004211955 133047 1 2

Escherichia

sp005843885 133048 1 1

Castellaniella

defragrans 126807 1

Castellaniella

5p002421865 126809 1

Pseudomonas_E

rhodesiae 138547 1
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Paracoccus

methylovorus 121851 1
Streptomyces

malachitofuscus 49255 1
Mycobacterium

lentiflavum 46507 1

TEKIR-8 sp014730295 33691 1

Paracoccus

5p029309835 121893 5
Hyphomicrobium_A

sp029872155 118779 2
AWTP1-13

5p003963125 118735 1
Ralstonia pickettii_B 128609 1
Pseudomonas_E

yangonensis 138958 1

Como se visualizé en el analisis de los resultados, la base de datos de GTDB v220
(2024) presenté resultados mas completos, que NCBI RefSeq (2022); dado que tiene
una cobertura gendmica mas amplia basada en genomas completos, con una
curacion mas reciente de los datos. Por tanto, la eleccion de la base de datos de
referencia es un factor crucial en las clasificaciones taxondmicas de Kraken?2.
Idealmente, la base de datos de referencia deberia incluir una amplia gama de
genomas microbianos para garantizar una amplia cobertura de organismos

potenciales en una muestra (Liu et al., 2024; CosmoslID, s.f.).
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6. Conclusiones

A nivel taxondmico, en todas las especies analizadas predomind el filo
Proteobacteria, con Gammaproteobacteria y ordenes como Enterobacterales,
siendo Escherichia el género que se distingue como componente central. No
obstante, la composicion del microbioma en cada especie varia, mostrando ser un
microbioma flexible pero funcionalmente eficaz para las demandas fisioldgicas y

metabdlicas de cada hospedador.

En términos de implicaciones, los resultados sugieren priorizar andlisis centrados en
el nucleo de Proteobacterias para explorar las diversas funciones digestivas e
inmunoldgicas asociadas y mantener la vigilancia, dada la deteccién, aunque
minoritaria, de géneros clinicamente relevantes como Escherichia, Salmonella,

Shigella y Pseudomonas.

La variabilidad del microbioma bacteriano en murciélagos responde a la interaccion
de tres factores principales. Los patrones dietéticos, que seleccionan funciones y
taxones asociados al procesamiento de nutrientes, las adaptaciones ecoldgicas
como los refugios, el clima y la estructura social de las colonias, que pueden actuar
como filtros ambientales y vias de transmisidn y los rasgos fisioldgicos propios del
hospedador, es decir, la hibernacion, el metabolismo asociado al vuelo, o el estado
reproductivo, que reconfiguran estacionalmente la estructura de la comunidad

microbiana.

Esta investigacion permitié demostrar la utilidad de la investigacién centrada en
metagenémica y delinear pasos concretos para profundizar en la funcidn,

estabilidad y riesgo zoondtico del microbioma de murciélagos neotropicales.
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7.Anexos

ANEXO A. Contrato Marco MAATE

&Luhiernu PRI
ssEcuador |

CONTRATO MARCO DE ACCESD A LOS RECURS0S GENETICOS DEL PROYECTO DE

INVESTIGACIHON CIENTIFICA DENOMINADO: "CARACTERIZACION DEL VIROMA DE
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ZOONATICO MEDIANTE TECNICAS DE SECUENCIACION MASIVA" CELEBRADD ENTRE
EL MIMISTERIOD DEL AMBIENTE, AGUA ¥ TRANSICION ECOLOGICA, A TRAVES DE LA
SUBSECRETARIA DE PATRIMONIO NATURAL; ¥, LA UNIVERSIDAD CENTRAL DEL
ECUADOR

MAATE DB Ché 20250294
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22031 de 14 de junio de 2027, emilida por el Dr. Femando Semgériegui Ontaneds, Rector de la
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1. El nurmeral 7, del arlioulo 3 de la Conatilecian de la Republica del Ecuador establece que
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s, .05

2 El articula 14 de la Constilucitn de [a Republica del Ecuadar, determina que: *._ 5a
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eguiiivads, e gavatics [ sosEmbulidad ¥ ef busn vivk, Sumak kewsay. Se declara de
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biodiversidad y [a integridad del galrimonio gendlice del pals, fa prevencidan e dado
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ANEXO B. Cddigo utilizado para comprimir archivos de secuencias

$ tar -cvf archivos.fast5.tar ~/Desktop/barcode0l/*.fasth

Donde:

tar: es el comando general para comprimir archivos.

-c : permite crear un nuevo archivo tar.

-v: muestra en pantalla los archivos que se estan generando.

-f: indica el nombre del archivo que se va a crear.

ANEXO C. Perfil taxondmico del microbioma por especie base estandar de NCBI

Standard full

a. Carollia brevicauda b. Sturnira ludovici
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ANEXO D. Perfil taxonédmico del microbioma por especie, base GTDB v220 (Bacterial
and Archaeal)
a. Carollia brevicauda b. Sturnira ludovici
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