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EFECTO INHIBITORIO DE LEVADURAS Trichosporon spp. FRENTE 
A DIFERENTES CEPAS DE Ascosphaera apis, PROVENIENTES DE 
ESPAÑA Y PROVINCIAS ARGENTINAS

INHIBITORY EFFECT OF Trichosporon spp. YEASTS  IN THE PRESENCE  OF DIFFERENT 
STRAINS Ascosphaera apis, FROM SPAIN AND ARGENTINIAN PROVINCES

Ramos A. C.1; Tejerina M. R.1; Benitez Ahrendts M. R.1

RESUMEN

La cría yesificada es una enfermedad causada por Ascosphaera apis. Afecta a larvas de 
abejas melíferas, causando pérdidas económicas en el sur de Argentina y otros países. El 
objetivo de este trabajo fue evaluar dos cepas de Trichosporon spp., frente a A. apis. Las 
levaduras fueron aisladas de intestino de abejas, y de superficie de Varroas destructor del 
apiario Severino (El Carmen) en medio Polen y MEA líquido, para evaluar su crecimiento.  
Se trabajó con cuatro cepas de A. apis provenientes de: Ciudad Real (España), Entre Ríos, 
Misiones y Jujuy;  se realizaron suspensiones celulares de levaduras a concentraciones de 
103 UFC/ml y se sembró 20µl en posillos en placas con Medio Agar-Polen, con explantes del 
patógeno. Los cultivos se incubaron a 30°C, en microaerofilia por 10 días. Se midieron los 
diámetros y se registró la presencia de esporulación de las cepas de A. apis. Las levaduras 
registraron un aumento de concentración en Medio Polen y no así en MEA. Además, lograron 
inhibir el crecimiento de las cepas de A. apis, siendo más efectiva la cepa aislada del intestino 
de abeja. Sin embargo, ambas levaduras podrían ser utilizadas como agentes biocontroladores. 
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SUMMARY

Chalkbrood disease is caused by Ascosphaera apis, It affects honeybee larvae causing 
economic losses in southern Argentina and other countries. The objective of this study was 
to evaluate two strains of Trichosporon spp., versus A. apis. The yeasts were isolated from 
bees intestine, and from the Varroas destructor surface from the Severino apiary (El Carmen) 
in Pollen Medium  and liquid MEA, to evaluate its growth. Four strains of A. apis from: Ciudad 
Real (Spain), Entre Ríos, Misiones and Jujuy were used; yeast cell suspensions were made 
at concentrations of 103 CFU / ml and 20μl was sown in dishes on plates with Agar-pollen 
Medium, with pathogen explants. The cultures were incubated at 30 ° C, in microaerophilia for 
10 days. The diameters were measured and the presence of strains  sporulation of A. apis was 
recorded. The yeasts recorded an increase in concentration in Pollen Medium and not in MEA. 
In addition , they were able to inhibit A. apis strains growth, being the isolated strain of the bee 
intestine more effective. However, both yeasts could be used as biocontrol agents.
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INTRODUCCIÓN

La cría yesificada es una enfermedad de origen 
fúngico causada por Ascophaera apis, que afecta 
a larvas de abejas melíferas, causando pérdidas 
económicas en el sur de Argentina y otros países. El 
hongo invade a su huésped superando su sistema 
inmune (Albo y Reynaldi, 2010; Aronstein y Murray, 
2010; Jensen y col, 2015), reduciendo de manera 
sustancial la cantidad de abejas y muerte de la 
colmena. Las larvas ingieren las esporas de A. apis 
junto con el alimento suministrado por las nodrizas 
(Reynaldi y col, 2003, 2004).  Una vez que la espora 
ha germinado en el intestino, las hifas atraviesan la 
pared intestinal, y se extienden por todo el cuerpo, 
apareciendo en la superficie corporal cuando la larva 
alcanza la fase de pre-pupa.  En esta superficie se 
desarrollan los cuerpos fructíferos, que producirán 
una nueva generación de esporas (Padilla y 
col, 2014).  Las larvas enfermas están cubiertas 
por un moho blanco esponjoso, convirtiéndose 
posteriormente en momias de color gris oscuro o 
negro (Reynaldi y col, 2003). 

Existen microorganismos asociados a las abejas 
melíferas y a sus alimentos, incluyendo bacterias, 
mohos y levaduras (Gilliam, 1997), de las cuales, 
algunas podrían producir sustancias antimicóticas 
y otras sustancias inhibitorias que contribuyan al 
control de diversas enfermedades.

La asociación entre levaduras e insectos han sido 
extensamente reportadas en varios trabajos durante 
las últimas tres décadas (Batra y col, 1973; Shandu 
y Waraich 1985; Lachance y otros, 1990; Hagler y 
otros, 1993; Lachance y col, 1998; Lachance y col, 
2001; Teixeira y col, 2003; Zacchi y Vaughan-Martini 
2003; Lachance y col, 2005; De Vega y col, 2009; 
Unal y otros, 2009; Basukriadi y col, 2010). Siendo 
las levaduras (solas o en asociación con bacterias), 
los colonizadores pioneros durante la sucesión 
microbiana en células larvales de muchas abejas 
(Batra y col, 1973). Además, es importante rescatar 
el antagonismo que presentan las levaduras frente 
a diversos microorganismos, el cual se atribuye 
en principio a: (1) competencia por nutrientes; 
(2) cambios de pH en el medio; (3) producción de 
altas concentraciones de etanol; (4) secreción de 
compuestos antimicrobianos (Hatoum y col, 2012; 
Benítez-Ahrendts y Carrillo, 2017).

Este artículo evaluará dos cepas de levaduras del 

género Trichosporon spp., con potencial capacidad 
para controlar A. apis, una aislada de intestino de 
abeja y la otra de Varroa destructor.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos

Se trabajó con dos cepas de levaduras del género 
Trichosporon spp.: las levaduras fueron aisladas del 
intestino de abejas (identificada con el número 3), y 
de la superficie de Varroa destructor (representada 
por el número 1), pertenecientes al apiario Severino 
(El Carmen, Jujuy), en medio extracto de Malta y 
agar, también conocido como medio MEA (extracto 
de malta 2 g, peptona 0,1 g, glucosa 2 g, agar 2 g, 
agua 100 ml, pH 5,6). 

Se trabajó con cuatro cepas de A. apis, cada 
una ya identificada genéticamente: una cepa de 
A. apis española (KX622166), una cepa de  A. 
apis   procedente de la provincia de Entre Ríos 
(MH633695), otra proveniente de Misiones 
(MH633694) y una última cepa de Jujuy (MH633693). 
Todas pertenecientes al Laboratorio de Sanidad 
Apícola, Facultad de Ciencias Agrarias-UNJu. 

Las levaduras se cultivaron en 2 medios de cultivo: 
Agar-Polen (polen macerado 3 g, agar 2 g, agua 100 
ml, pH 5) y medio MEA, para evaluar su potencial de 
crecimiento. 

Ensayo de inhibición

Primeramente se realizaron ensayos para 
comprobar el efecto inhibitorio de ambas cepas 
Trichosporon spp. frente a A. apis Española, 
Entrerriana, Misionera y Jujeña. Para esto, se 
realizaron suspensiones celulares (SC) de levadura 
a una concentración de 103UFC/mL en medio 
polen líquido y se sembró 20µL en posillos en 
placas con medio Agar-Polen, con los explantes 
correspondientes de A. apis colocados en el centro 
de las placas. También se realizaron pruebas de 
inhibición mediante la técnica de barrera sembrando 
dos líneas paralelas de levaduras y el explante del 
entomopatógeno en el centro. Se realizaron  placas 
controles con cada una de las cepas, y cada ensayo 
fue realizado por duplicado utilizando Medio Agar-
Polen. 
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Todos los cultivos fueron incubados a 30°C, 
bajo condiciones de microaerofilia por un lapso de 
10 días. Después de este período, se midieron los 
diámetros y se registró la presencia de esporulación 
de las cepas de A apis.

Análisis estadístico   

Los resultados de inhibición fueron expresados 
como Media ± Desvio Estándar de los grupos control 
y de los tratamientos. El análisis estadístico de los 
resultados se realizó mediante ANOVA y la prueba 
de comparación entre medias de Tukey, con 0.05 de 
probabilidad de cometer error de tipo I, para ello se 
utilizó un paquete estadístico de InfoStat (Di Rienzo 
y col., 2008). 

RESULTADOS

Potencial de Crecimiento de Trichosporon spp. 

Las levaduras registraron un aumento de su 
concentración en Medio Polen y no así en MEA 
alcanzando concentraciones para el Medio Polen de 
6,2x103 UFC/ml y en el caso del Medio MEA: 2,5x103 

UFC/ml, para la levadura aislada de intestino de 
abeja; y para la levadura aislada de Varroa destructor 
en Medio Polen: 5,3x103 ufc/ml, y 2x103 UFC/ml para 
el Medio MEA.  

Efecto inhibitorio de Inhibición Trichosporon 
spp. de A. apis Española y A. apis Argentinas 

Para la cepa Ascosphaera apis española ambas 
levaduras lograron inhibir el crecimiento de A. apis 
española con ambas técnicas utilizadas, registrando 
para la colonia del entomopatógeno diámetros 
promedios de 22,5±3,5 mm con respecto al control 
68±7 mm, no mostrando esporulación en ningún 
ensayo solo se registró el crecimiento a los 10 dias 
de cultivo. 

Las cepas de Trichosporon spp. lograron inhibir 
el crecimiento de la A. apis de Entre Ríos con la 
técnica seleccionada, registrando para la colonia del 
entomopatógeno diámetros promedios de 51±1,41 
con la cepa Trichosporon spp. (1) y 37±2,83  con 
la Trichosporon spp. (3),  con respecto al control 
64,5±0,71, no observando esporulación en ninguno 
de los ensayo a los 10 días de cultivo mostrando 
una diferencia significativa (p=0.001). El análisis de 

Tukey mostro que la cepa Trichosporon spp. (3), 
inhibe mejor el crecimiento de la cepa Entrerriana 
que la Trichosporon spp. (1) (Ver Tabla 1). 

Las cepas de Trichosporon spp. lograron inhibir 
el crecimiento de la A. apis aislado de polenes de 
Jujuy con la técnica seleccionada, registrando para 
la colonia del entomopatógeno diámetros promedios 
de 62±1,4 Trichosporon spp. (1) y 50±1,4 con la 
Trichosporon spp. (3),  con respecto al control 
71,5±0,7, no observando esporulación en ninguno 
de los ensayo a los 10 días de cultivo mostrando 
una diferencia significativa (p=0.009). El análisis de 
Tukey mostro que la cepa  Trichosporon spp. (3), 
inhibe mejor el crecimiento de la cepa Jujeña que la 
Trichosporon spp. (1) (Ver Tabla 1).

Las cepas de Trichosporon spp. lograron inhibir 
el crecimiento, pero no la esporulación de A. apis 
proveniente de Misiones con la técnica seleccionada, 
registrando para la colonia del entomopatógeno 
diámetros promedios de 63±2,8 Trichosporon 
spp. (1) y 52±2,8 con la Trichosporon spp. (3), con 
respecto al control 78±0,7, mostrando una diferencia 
estadísticamente significativa (p=0.02). Se observó 
esporulación a partir del día cinco en todos los 
tratamientos. El análisis de Tukey mostro que la 
cepa Trichosporon spp. (3), inhibe el crecimiento 
de la cepa Misionera mejor que la con Trichosporon 
spp. (1) que se comportó casi de la misma manera 
que el control (Ver Tabla 1). 
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Tabla 1. Se muestra el efecto inhibitorio A. apis Argentinas con dos cepas de Trichosporon spp. en diferentes días de 
cultivo 

*ER: Entre Ríos; JUY; Jujuy; MIS: Misiones; (-): sin esporulación; (+): con esporulación 

Figura 1. Efecto inhibitorio de Trichosporon spp. frente acepas Argentinas a los diez días de cultivo 
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DISCUSIÓN

En el presente estudio se evidenció el efecto 
inhibitorio de Trichosporon spp. aislados de intestino 
de abeja y de Varroa destructor sobre distintas cepas 
de A. apis seleccionadas (española, entrerriana, 
jujeña y misionera). Los resultados coinciden con 
Miao y col. (2009), el cual logró aislar cepas de 
levaduras inhibidoras de A. apis, pudiendo reducir la 
enfermedad. 

En relación a la inhibición del crecimiento de 
A. apis-Entre Ríos, se observó que Trichosporon 
spp. proveniente del intestino de la abeja es más 
efectivo que Trichosporon spp. (1) que proviene de 
varroa. Con respecto a A. apis - Jujuy, se observó el 
mismo efecto que Entre Rios lo que indicaría que el 
tratamiento Trichosporon spp. (3), es más efectivo 
al momento de inhibir el crecimiento del hongo A. 
apis. El Khoury y col (2018), revela que algunas 
levaduras podrían producir sustancias antimicóticas 
contra enfermedades fúngicas, tales como la cría 
yesificada, ya que estos microorganismos integran 
la microbiota huésped.

El efecto de las levadura sobre A. apis - Misiones 
revelaron que si bien disminuye su crecimiento el 
hongo entomopatógeno todavía esporula a los cinco 
días de cultivo. Es asi, que si bien hay una disminución 
del crecimiento, ésta es mayor cuando se enfrenta 
con Trichosporon spp. (3)  que con Trichosporon 
spp. (1). Gilliam y col. (1988), inocularon el patógeno 
A. apis en tortas de polen, introduciendo las mismas 
en varias colonias demostrando que algunas 
colmenas tenían más resistencia a este patógenos 
y otras más sensibles, esto estaría relacionando 
el comportamiento higiénico de las abejas, y a su  
alimentación ya que cuando se analizó, el pan de 
polen contenía un mayor porcentaje de levaduras lo 
que indicaría que estas mismas estarían protegiendo 
a la colmena de  A. apis.

Se logró observar que la levadura proveniente del 
interior del intestino de abeja presenta mayor poder 
de inhibición, esto se debe a que forma parte de la 
microbiota intestinal de la abeja, desempeñando un 
papel importante en la prevención de enfermedades, 
al mismo tiempo que mejoran la resistencia de los 
huéspedes frente a parásitos intracelulares (El 
Khoury y otros, 2018), ya que regulan funciones 
específicas asociadas con el metabolismo y la 
respuesta inmunitaria (Evans y López, 2004; Alberoni 

y otros, 2016).

CONCLUSIÓN

Las levaduras utilizadas fueron capaces de inhibir 
el crecimiento y la esporulación de las cepas A. apis 
provenientes de Entre Ríos, Jujuy y España. Siendo 
más efectiva aquella cepa de Trichosporon spp., 
que fue aislada a partir de intestino de abeja. Sin 
embargo, no lograron detener la esporulación de A. 
apis misionera pero si el crecimiento. 

Ambas levaduras podrían ser utilizadas 
como agentes  biocontroladores del hongo 
entomopatógeno.
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