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RESUMEN:

Los tripanosomatidos son un grupo muy extenso de protozoos pardsitos de gran relevancia
publica y veterinaria. Dos grupos, Leishmania y Trypanosoma, son los agentes causales de
enfermedades muy graves para el ser humano y otras especies de animales, como las
leishmaniosis, la enfermedad de Chagas o la enfermedad del suefio. Se trata, por tanto, de unos
organismos ampliamente estudiados. Sin embargo, la mayor parte de las especies de la familia
Trypanosomatidae se han descrito colonizando el tracto digestivo de insectos, y aunque la mayor
parte de ellas estan considerados como no patdgenos para su hospedador, los tripanosomatidos
que infectan abejas y abejorros parecen ser una excepcion.

En esta tesis se han estudiado aspectos basicos de la patogenicidad y virulencia de estos
organismos, con el fin de conocer su verdadero impacto en la salud de las abejas, tanto a nivel de
colonia como individual.

Por primera vez, se ha obtenido la prevalencia de estos organismos en las colonias de abejas de
Castilla-La Mancha en dos periodos de tiempo (afios 2013-2014, y 2019, 2020y 2021), en lo que
constituye el estudio mas extenso hasta la fecha en Espafia. Para ello, se ha desarrollado una
nueva técnica de RT-qPCR que ha permitido no sdlo la identificacion efectiva de tres especies de
tripanosomatidos en las colonias de abejas, sino también la cuantificacién de la carga parasitaria
de éstas, incluso en bajos niveles de parasitacién, constituyendo una herramienta eficaz y fiable
para el andlisis de muestras de campo. Utilizando técnicas de identificacion molecular se han
detectado tripanosomatidos en las colonias de todas las provincias de la region, siendo L. passim
la especie mas prevalente, C. mellificae se detectd en algunas ocasiones y C. bombi en ninguna.

El uso de técnicas de microbiologia cldsicas ha permitido optimizar las condiciones de cultivo in
vitro de C. mellificae y L. passim, demostrando la existencia de diferencias en su tasa y velocidad
de crecimiento en funcion del medio de cultivo utilizado, lo que sugiere que entre ambas existen
diferencias fisioldgicas. Estas técnicas también han permitido la obtencion de morfotipos
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flagelados de estas especies capaces de colonizar el tracto digestivo posterior de abejas
infectadas experimentalmente, lo que produjo la aparicién del morfotipo haptomona, en lo que
constituye la primera descripcion de este estadio para estas especies de tripanosomatidos en A.
mellifera. Este morfotipo lleva implicita una remodelacién del flagelo que le permite adherirse a
la pared intestinal de la abeja. Sin embargo, la colonizacién del tracto digestivo posterior no
provoco lesiones en las células intestinales. Ambas especies indujeron mayor mortalidad en las
abejas infectadas que en las no infectadas, pero ésta fue mayor y mds temprana al aumentar la
dosis de infeccidn, siendo L. passim la especie mas virulenta También se encontraron diferencias
en la virulencia en funcién de la fase de crecimiento de los cultivos, registrdndose mayor
mortalidad en abejas infectadas con morfotipos obtenidos de cultivos de fase estacionaria
temprana.

Se ha aislado una nueva cepa de L. passim (C1) que causa mayor mortalidad en las abejas
infectadas que la cepa de referencia de esta especie (ATCC PRA-403). La diferencia en el nimero
de pases de cultivo celular (CCPs) realizados en el laboratorio entre ambas cepas, necesarios para
su mantenimiento in vitro, contribuiria a esta pérdida de virulencia.

La infeccidn experimental de zdnganos con C. mellificae reveld que esta especie es capaz de
infectar a los individuos machos de la colonia, siendo estos mas susceptibles a la infeccion que
las hembras. Esta infeccidn también se ha detectado en condiciones naturales, aunque los niveles
de infecciéon eran mas bajos. De esta forma, los zdnganos podrian actuar como eficaces
transmisores de estos patdgenos no sélo en la colonia, sino también entre distintas colonias.
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