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Lotmaria passim in vitro

Descripcion general (resumen y metodologia):

Los insectos polinizadores desempefian un importante papel en la ecologia de los entornos
naturales y en la agricultura (Zattara and Aizen, 2021; Bartomeus et al., 2022). En las Ultimas
décadas, las poblaciones de abejas en todo el mundo han experimentado un marcado declive en
sus poblaciones (Cox-Foster et al., 2007; Borneck et al., 2010; Dainat et al., 2012) que amenaza los
ecosistemas naturales, el sector agricola y ganadero. Lotmaria passim (Euglenozoa: Kinetoplastea:
Trypanosomatidae) es un pardasito eucariota flagelado, con un ciclo de vida monoxeno (un solo
hospedador) que infecta a las abejas (Schwarz et al., 2015). En infecciones experimentales, L.
passim reduce la supervivencia de las abejas (Gémez-Moracho et al., 2020) y ha sido asociado a
pérdidas de colonias de abejas durante el invierno (Ravoet et al., 2013). Este parasito coloniza el
intestino de las abejas, dénde se diferencia desde su forma promastigote (mévil) a la forma
haptomona (sésil) (Buendia-Abad et al., 2022). Durante este proceso, L. passim secreta sustancias
poliméricas extracelulares que forman un biofilm en el que quedan embebidas los haptomonas
(Carreira de Paula et al., 2024).

La nutricién es un factor clave en las interacciones parasito-hospedador. No obstante, hasta la
fecha, no existen estudios que analicen de forma directa los efectos de los componentes
nutricionales de la dieta sobre la biologia de L. passim y su relacién con la infeccién en Apis
mellifera. Recientemente, se ha observado que la tasa de duplicacién de L. passim estd modulada
por el tipo de carbohidrato presente en el medio de cultivo, (Gémez-Moracho et al. en prep.), lo que
sugiere que distintos componentes nutricionales afecten al desarrollo del parédsito y, en
consecuencia, en el progreso de la infeccién.

El objetivo de este trabajo es estudiar cdmo afectan diferentes azlcares, principalmente aquellos
que se encuentran en el néctar como glucosa y fructosa (Wright et al., 2018), y sus combinaciones,
en el crecimiento de L. passim y la produccién de biofilm como indicador de la capacidad de
diferenciacién del pardsito. Para ello, se empleard el medio basal de cultivo Heart Infusion Broth
(HI; Condalab, cat. no. 1323), una versién simplificada del medio Brain Heart Infusion (BHI)
comUnmente utilizado para cultivar a L. passim en el laboratorio (Buendia-Abad et al., 2021). El
medio HI carece de ciertos componentes, como la glucosa, lo que facilita la introduccién de
modificaciones nutricionales especificas. A partir de este medio, se formularan una serie de medios
de cultivo modificados que difieran en la composicién de glucosa-fructosa que varien en ratio (p.ej.
0:1, 1:1, 1:0) y en concentracién (p. ej. 0,05 mol/L 'y 0,1 mol/L).

L. passim se cultivard en placas de 96 pocillos con los medios de cultivo modificados. La tasa de
crecimiento se cuantificard mediante tincién con Alamar Blue (Thermo Scientific), registrando la
absorbancia con un sistema de imagen Bio-Rad ChemiDoc durante siete dias. La produccién de
biofiim se evaluard mediante tincién con cristal violeta previamente estandarizada en nuestro
laboratorio, como indicador del proceso de diferenciacién del parasito.

En conjunto, este estudio permitird comprender cdmo la composicién de carbohidratos influye en el
desarrollo in vitro de L. passim. Estos resultados podrian aportar informacién relevante sobre los
mecanismos que regulan la infeccién en abejas, contribuyendo asi a una mejor comprensién de los
factores implicados en el declive de estos polinizadores y al disefio de futuras estrategias para su
conservacion.

Tipologia: Trabajos experimentales, de toma de datos de campo o de laboratorio.




Objetivos planteados:

Evaluar cémo la composicién y concentracién de carbohidratos (glucosa y fructosa) modulan el
desarrollo in vitro de Lotmaria passim, analizando su crecimiento y capacidad de formacién de
biofilm:

1. Determinar el efecto de diferentes proporciones y concentraciones de glucosa y fructosa
sobre la tasa de crecimiento de Lotmaria passim en cultivo.

2. Evaluar la influencia de la composiciéon de carbohidratos en la formacién de biofilm como
indicador del proceso de diferenciacién del parasito.

3. Analizar la relacién entre el perfil nutricional, el crecimiento y la formacién de biofilm para
inferir su posible papel en la colonizacién intestinal y la infeccién de Apis mellifera.
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