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Resumen

Se dedicaron investigaciones al estudio de las substancias semioquimicas, que inducen al acaro a penetrar en las celdas de
cria para reproducirse. Desde un principio la investigacion se centro en las posibles sefiales emitidas por las larvas de abejas. En
fechas recientes se ha demostrado que el alimento larval contenido en las celdas de cria, en el momento de la entrada del acaro,
puede desempenar un papel significativo en el proceso de invasion celular.

En el presente estudio, se aporta informacién en relaciéon con los elementos de identificacion de los componentes del
alimento larval responsables por la atraccion de los acaros Varroa hacia las celdas de cria.
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Introduccion

En vista de su reproduccion, el acaro Varroa destructor Oud. penetra en la celda de cria, que
contiene una larva de abejas, antes de su operculacién (BOOT et al., 1992). La opinién de que ciertos
atrayentes, supuestamente implicados en este proceso, se podrian utilizar para el combate del acaro, igual
que otros sefiuelos que se usan en el combate de los insectos predatores, impulsé las investigaciones sobre
este tema.

Algunos autores estudiaron, desde el principio, los estimulos desencadenantes de la invasién de las
celdas por el acaro, centrando su investigacion en los estimulos liberados por las larvas de abejas. LE
CONTE et al. (1989) sefialé que los acaros Varroa se sienten atraidos por ciertos ésteres de los acidos
grasos simplemente alifaticos, que se encuentran en larvas en el quinto estadio. RICKLY et al. (1992)
demostré que el acido palmitico, detectado en el aire que rodea a las larvas de abejas, resulta atractivo para
el acaro Varroa. En un bioensayo, RICKLY et al. (1994) y AUMEIER y ROSENKRANZ (1995) mostraron que
ciertos hidrocarburos saturados y no saturados de la cuticula de las larvas estaban activos sobre el acaro
Varroa.

Durante la invasion de las celdas, el &caro abandona a la abeja-nodriza, para penetrar en la celda
de cria que contiene una larva de abejas. La preferencia manifestada por el acaro por las abejas-nodrizas,
antes que por las larvas (KRAUS, 2993, LeDOUX et al., 2000), sugiere que estimulos de una fuente distinta
de la propia cria estan involucrados en el proceso de invasion de las celdas. Ademas de larvas, las celdas
de cria también contienen unos cuantos miligramos de alimento larval, suministrado por las abejas nodrizas
a las larvas en crecimiento; de hecho, el acaro, después de haber penetrado en la celda, alcanza su fondo y
queda atrapado en la jalea real (IFANTIDIS, 1988).

La atractividad del alimento larval para los zanganos se tom6 como hipotesis ya en 1985 (ISSA et
al., 1985); MILANI y CHIESA (1991) mostraron que el alimento larval incide en la reproduccién de V.
destructor.

En el presente trabajo, presentamos los resultados de un estudio en el marco del cual examinamos
el efecto del alimento larval sobre el comportamiento del acaro, al efecto de comprobar el papel de aquél en
el proceso de invasién de la celda. Algunos de los resultados del estudio fueron comunicados también por
NAZZ| et al. (2001).

Materiales y métodos

Material biolégico

Las larvas de abejas y los acaros experimentales provenian de colonias sin tratar de Apis mellifera,
mantenidas en Udine (noreste de ltalia). Los &caros y las larvas se obtuvieron de celdas de cria operculada
en las 15 horas anteriores al operculado (0-15 PC). Las larvas en el quinto estadio, con anterioridad al
operculado (15 BC), se extrajeron a mano de las celdas de cria sin opercular. El alimento larval se extrajo
con la ayuda de una espatula de las celdas de zanganos con larvas adentro, en el cuarto o el quinto estadio,
y se conservo a -20° C, en frascos cerrados, hasta el momento de su utilizacion.
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Bioensayo

Se llevo a cabo un bioensayo, al efecto de estudiar, bajo condiciones de laboratorio, los estimulos
involucrados en el proceso de invasion de las celdas. Este consistié en observar una zona de la lamina de
vidrio, parecida a la empleada por ROSENKRANZ (1993), con cuatro pocillas (7 mm de diametro, 8 mm de
profundidad), equidistantes (1 cm) del centro (Figura 1). El tratamiento se aplicé en dos pocillas opuestas,
sirviendo los dos restantes de testigo. En cada pocilla se colocaron sendas larvas. Al comienzo del analisis,
un acaro hembra adulto fue colocado en el centro de la zona, y su posicidon estuvo siendo observada a
intervalos de 5 minutos, durante 30 minutos. Las ldminas de vidrio se guardaron en un armarito, a los 35° C
y 75 % de humedad relativa, por toda la duracion del bioensayo. Se utilizaron simultdneamente veinte
laminas de vidrio. Estas se replicaron en dias distintos.
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Fig. 1 - La lamina utilizada en el bioensayo
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Experimentos efectuados

(a) Edad de las larvas

Al efecto de comprobar la eficacia del bioensayo y de la seleccion de las mejores edades de las
larvas para el bioensayo, se llevé a cabo un experimento preliminar, en el transcurso del cual se estudi6 la
atraccion mostrada por el acaro frente a las larvas de abejas de dos edades diferentes. Esto se consiguid
colocando sendas larvas 75 BC en dos pocillas opuestas y de sendas larvas 0 -15 PC en las dos pocillas
restantes.

(b) Alimento larval
Se estudié asimismo el posible efecto del alimento larval sobre el comportamiento del acaro,

tratando dos pocillas opuestas con 10 mg de alimento larval y dejando sin tratar a las dos restantes, que
sirvieron de testigo. Todas las pocillas recibieron larvas 0-15 PC.
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(c) Extractos de alimento larval

Con el propésito de comprobar la hipétesis de que la actividad biolégica del alimento larval depende
de ciertas substancias quimicas en él contenidas, se extrajo el alimento larval con dos disolventes
diferentes, y los extractos se estudiaron durante el bioensayo.

El alimento larval se extrajo con acetona y dietiléter y se analiz6 a la concentracion de 10 mg
equivalentes de alimento larval en 10 pl de disolvente, por pocilla tratada; 10 pl de disolvente se colocaron
en las pocillas testigo. Todas los pocillas recibieron larvas 0-15 PC.

Analisis estadistico de los datos

Para cada lamina, se calculd el numero de veces que al acaro Varroa se le habia observado en las
pocillas tratadas y en las testigo, en el intervalo de 30 minutos, y se le empleé ulteriormente para el analisis
estadistico. Los resultados de los tratamientos y los testigos, en un juego de datos dados, se compararon
mediante la prueba de muestras aleatorias (MANLY, 1991; SOKAL y ROHLF, 1995). En este caso, la
distribucion aleatoria se volvié a someter al muestreo, en 10° veces, empleando un programa informatico
disefiado al efecto.

Resultados

(a) Edad de las larvas

En las pocillas con larvas procedentes de las celdas sin opercular (15 BC) se encontraron mas
acaros que en aquellas con larvas procedentes de las celdas operculadas (0-15 PC) (P = 0,016) (cf. Tabla

).

Tabla |
Respuesta de V. destructor a larvas de edades distintas. La suma de los resultados de 20 acaros en las pocillas con una larva
en quinto estadio (75) o una larva de una celda operculada (0-15 PC). P representa la significacion estadistica de la diferencia

observada
Replicacién 15 PC 0-15 P
1 33 8 0.027
2 36 36 0.521
3 37 32 0.418
4 40 16 0.066
5 33 12 0.067
6 32 24 0.333
tot. 211 128 0.016

(b) Alimento larval

El numero de acaros encontrados en las pocillas tratadas con alimento larval fue significativamente
mayor (P<0,001) que el observado en las pocillas testigo (cf. Tabla II).

Tabla Il
Respuesta de V. destructor al alimento larval y sus extractos. Se presenta también los resultados sumados de las pocillas
tratadas y testigo. P representa la significacion estadistica de la diferencia observada.

Tratamiento Replicaciones Tratadas Control P
Alimento larval 5 249 54 <0,001
Alimento larval -extracto en éter 8 152 56 <0,001
Alimento larval - extracto en acetona 4 110 22 <0,001

(c) Extractos de alimento larval

Tanto el extracto de alimento larval en éter como el en acetona determinaron una respuesta
significativa en V. destructor, reflejada en el hecho de que el numero de acaros que escogieron las pocillas
tratadas fue significativamente distinto (P<0,001, en ambos casos) del numero registrado en las pocillas
testigo (cf. Tabla Il).
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Discusiones

Los acaros Varroa utilizados en nuestro bioensayo respondieron mas intensamente a las larvas en
quinto estadio antes del operculado que a las larvas de las celdas operculadas. Esto pudo haberse debido a
ciertos compuestos presentes en la cuticula de las larvas en el quinto estadio, pero también podria
depender de los compuestos activos presentes en la cuticula larval, a causa de su contaminacién por
substancias contenidas en la celda, tales como el alimento larval. En cualquier caso, el resultado del
experimento confirmo la eficacia del bioensayo y determind la eleccion de las larvas 0-175 PC, menos
activas, para los futuros experimentos, destinados a estudiar la actividad biolégica de estimulos non
larvales.

Al examinar el alimento larval dentro del experimento, se observd una clara respuesta por parte de
V. destructor; la actividad biolégica de los extractos demuestra que el efecto observado se debe a las
substancias semioquimicas contenidas en el propio alimento larval y no a otros indices no especificos (por
€j., la humedad).

Los resultados muestran que los indices de indole quimica, provenientes de una fuente distinta del
huésped, estan involucrados en el proceso de invasion de las celdas por el acaro Varroa, hecho al parecer
bastante sorprendente. Para llevar a la practica esta funcion, los indices quimicos tienen que ser de
confianza, o sea que indiquen claramente al observador la presencia y la disponibilidad del huésped; de
hecho, los estimulos detectados hasta ahora en la cuticula larval estan incumpliendo este requerimiento
especifico, al estar muy dispersos por el interior de la colmena. Por otra parte, el alimento larval posee una
composicion distinta, que también incluye unos cuantos hidroxiacidos (LERCKER et al., 1994).

El aislamiento de las substancias semioquimicas responsables por la actividad biolégica del
alimento larval abrid el camino a su identificacion. Esto podria contribuir a un mejor entendimiento de la
biologia del acaro y sugiere nuevos métodos de combate del parasito.
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