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Abstract

The artificial honeybee queens breeding using the Doolittle method is a widely
accepted practice in beekeeping. Although the procedure is completely
standardized, the introduction of a queen cell or an animal born into a colony has
the problem of the acceptance. Queens obtained by Doolittle method can be
introduced directly into hives with large population, but it is usual appeal to the use
of a fertilization nucleus, because the survival rates and queen acceptance are
higher than those obtained using standard hives. Routinely the new queens are
introduced into the nucleus two days after birth. With between 2 and 14 days the
gueens perform the nuptial flights in which the female mate with between 8 and 29
drones. Between 4 and 5 days after making such flights the queen start laying eggs.
It is widely accepted the idea that fertilized queens 10 days old or more have lost in
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;r:ee:;]t?n dad their fertility. In this work we studied the survival and fertility of sisters queens
introduced into fertilization nucleus with 1, 8, 15, 22, 29 and 43 days old. The
results show a high acceptance and maintenance of fertility until 29 days old.

Resumen

La cria artificial de abejas reina utilizando el método Doolittle es una practica ampliamente aceptada en
apicultura. Aunque el procedimiento se encuentra totalmente estandarizado, la introduccion de una celda real o
un animal ya nacido en una colonia plantea el problema de la aceptacion de la nueva reina. Las reinas obtenidas
mediante el método Doolittle pueden ser introducidas de forma directa en colmenas con abundante poblacion de
abejas, pero es usual recurrir al uso de ndcleos de fecundacién, debido a que los indices de supervivencia y
aceptacion de la reina por las obreras son superiores a los que se obtienen utilizando colmenas bien pobladas.
De forma rutinaria las nuevas reinas se introducen en los nicleos de fecundacion dos dias después de su
nacimiento. Con entre 2 y 14 dias de edad las reinas realizan varias salidas para consumar los vuelos nupciales
en los que se aparearan con entre 8 y 29 zanganos. Entre 4 y 5 dias después de haber realizado dichos vuelos los
animales inician la puesta de huevos. Se encuentra ampliamente aceptada la idea de que las reinas fecundadas
con una edad de 10 dias o superior han perdido de forma parcial o total su fertilidad. En el presente trabajo
hemos estudiado la supervivencia y fertilidad de abejas reina hermanas procedentes de un banco de reinas e
introducidas en ndcleos de fecundacion con 1, 8, 15, 22, 29 y 43 dias de edad. Los resultados muestran una
Optima aceptacion y mantenimiento de la fertilidad hasta los 29 dias de edad.

Introduccion
La reproduccion de una colonia de abejas se realiza mediante un procedimiento conocido como enjambrazon,
que podemos considerar como una fisién en la que una parte de la poblacion (hasta el 50%) abandona la colonia
junto con la reina madre. Para los apicultores resulta de vital importancia controlar este proceso, y una de las
formas de prevenirlo consiste en la particion de la colonia madre antes de que se produzca, obteniendo una o
varias colonias hijas. La introduccion de reinas virgenes o fecundadas en colonias de abejas es una practica muy
extendida en apicultura. Para un apicultor, tener la opcién de introducir una reina en una nueva colonia o bien
recambiar un animal que ha envejecido, estd dafiado, o ha desaparecido debido a diferentes circunstancias, es
una opcién de manejo real y muy interesante. Existen diversas técnicas que permiten la introduccion de reinas
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en colonias nuevas (Perez-Sato y Ratnieks, 2006; Perez-Sato et al., 2007; Perez-Sato et al., 2008a), pero todas
adolecen del mismo problema: la aceptacién de la reina por las obreras. Los criadores de abejas reina suelen
ofrecer a sus clientes tres posibles opciones de compra: reinas no nacidas (en celdas reales), reinas nacidas y
virgenes, y reinas fecundadas. En el caso de colonias ya establecidas la mejor opcién consiste en introducir
reinas fecundadas, pero cuando se dividen colonias y se forman nucleos de fecundacion las mejores opciones
para el apicultor son la introduccién de celdas reales o bien de reinas nacidas virgenes. La diferencia entre estas
opciones, ademas del precio, radica en que en el caso de la celda real el animal aiin no ha nacido, mientras que
mediante la introduccion de una reina virgen nos aseguramos de que el animal esté vivo y en perfecto estado.
Las reinas obtenidas con el método Doolittle (Jean-Prost, 1995) pueden ser introducidas en colonias nuevas, ya
formadas que han perdido su reina, o colmenas en las que queremos realizar un recambio de la misma. En este
caso el éxito de la técnica de introduccién usando reinas virgenes es altamente variable y estd comprendido
entre el 33% y el 80% (Medina y Gongalves, 2001; Moretto et al., 2004). El uso de nlcleos de fecundacion nos
permite alcanzar unos niveles de aceptacion de reinas virgenes superiores a los obtenidos en el caso de colonias
bien pobladas. De forma rutinaria los animales se introducen 2 dias después de su nacimiento. Con entre 2 y 14
dias de edad van a realizar varias salidas fuera de las colonias para realizar los vuelos nupciales en los que se
aparearan con entre 8 y 29 zanganos (Hernandez-Garcia et al., 2009), y entre 4 y 5 dias después de haber
realizado los vuelos las reinas iniciardn la puesta de huevos. Entre los criadores de reinas estd ampliamente
aceptada la idea de que las reinas que son fecundadas con una edad de 10 dias o superior, han perdido en parte o
totalmente su potencial de fertilidad, por lo que no es recomendable su utilizacion para la formacion de nuevas
colonias o para reemplazar a una reina. En el presente trabajo hemos estudiado la supervivencia y fertilidad de
abejas reina hermanas introducidas en nicleos de fecundacion con 1, 8, 15, 22, 29 y 43 dias de edad. Los
resultados muestran una éptima aceptacion y mantenimiento de la fertilidad hasta los 29 dias de edad.

Material y métodos

El estudio se realiz6 en el apiario del Campus de Rabanales de la Universidad de Cordoba. Las abejas reina
criadas pertenecian a la raza Apis mellifera iberiensis y para su produccion se utilizé el método Doolittle. Todas
las reinas utilizadas en el experimento eran reinas hermanas, nacidas el mismo dia (27 de marzo de 2012), y
obtenidas mediante el uso de una colonia iniciadora-finalizadora modelo Langstroth. Una vez nacidos los
animales y comprobado su estado y vigor, fueron transferidas a una nueva colonia que actué como banco de
reinas. En la misma permanecieron cuidadas por las obreras hasta su introduccién definitiva en los nicleos de
cria. Los nucleos de cria (colmenas de 5 cuadros tipo Langstroth) se formaron 48 h antes de la introduccién de
las reinas. Cada uno de ellos contenia un cuadro con comida (miel y polen), un cuadro con cria de diferentes
edades y una lamina de cera. En cada nucleo se introdujo una poblacién de abejas obreras equivalente a dos
cuadros de abejas, obtenidos de una colmena que actu6 como donadora. Al menos el 50% de la poblacion
obtenida procedia de un cuadro de cria de la colmena donante. Para evitar su despoblamiento los nlcleos se
formaron fuera del apiario de la Universidad y una vez fundados se transportaron hasta nuestras instalaciones
del Campus. Previamente a su introduccion en los nicleos de cria, las reinas fueron marcadas con un color
identificativo y confinadas en una jaula para transporte sellada con candy. La jaula conteniendo la reina se
coloco en el panal de cria del nacleo y a las 24-48 horas se registrd su liberacién por las obreras y su estado. Se
prepararon 6 grupos experimentales de reinas. Cada uno estaba formado por 5 reinas marcadas con un
determinado color (amarillo o azul) que se iba alternando. Los animales se introdujeron en los ndcleos con 1, 8,
15, 22, 29 y 43 dias de edad. Se realizaron controles periodicos de las colonias durante 75 dias para valorar su
estado y la evolucion de la puesta.

Resultados

Las colonias se sometieron a un manejo tipico de un colmenar de produccion. En la tabla I se resumen los datos
obtenidos, incluyendo la edad de las reinas en el momento de su introduccion en los nucleos, la edad al inicio de
la puesta y los dias transcurridos desde la introduccion en la colmena hasta que comenzaron a poner huevos. La
primera serie experimental estaba formada por animales introducidos en las colmenas con un dia de edad. La
puesta de huevos la iniciaron con una edad de entre 16 y 18 dias. Especificamente una de las reinas inicio la
puesta con 16 dias y sus cuatro hermanas la comenzaron con 18 dias. Desde el 28 de marzo hasta el 11 de junio
de 2012 se realizaron controles periddicos. En este periodo de tiempo se observO una escasa poblacién de
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obreras en dos de los nucleos (n° 225 y n° 284) y se tomd la decision de realizar un cambio de vuelo con otras
colonias del apiario. En uno de los casos se consiguio reforzar la poblacion y en el otro el resultado fue la
pérdida de la reina. En la segunda serie experimental se introdujeron reinas con 8 dias de edad. Cuatro de las
cinco reinas iniciaron la puesta con 18 dias de edad, coincidiendo en el tiempo con la fecha de inicio de la
puesta de la mayoria de animales de la primera serie experimental. En una de las colonias (n° 248) la reina fue
liberada, pero no llegé en ninglin momento a poner huevos. Los controles realizados confirmaron su presencia
en la colonia desde el dia posterior a su introduccion hasta el control realizado el dia 2 de mayo (36 dias de
edad).

Tabla I. Supervivencia de las reinas con indicacion de la fecha y edad de introduccion, edad al
inicio de puesta de huevos, tiempo transcurrido desde la introduccién hasta la puesta y éxito
reproductivo (Queens survival with indication of the date and introduction age, age at onset of
egg laying, time from introduction to start egg laying and reproductive success).

N° de Color Fecha de Edad de Edad inicio Introduccién  Exito
colmena reina Introduccién  introduccién puesta / puesta
225 Amarillo  28/03/2012 1 18 17
284 Amarillo  28/03/2012 1 18 17
285 Amarillo  28/03/2012 1 18 17 100%
307 Amarillo  28/03/2012 1 16 15
314 Amarillo  28/03/2012 1 18 17
204 Azul 04/04/2012 8 18 10
248 Azul 04/04/2012 8 0 0
301 Azul 04/04/2012 8 18 10 80%
305 Azul 04/04/2012 8 18 10
317 Azul 04/04/2012 8 18 10
222 Amarillo  11/04/2012 15 28 13
235 Amarillo  11/04/2012 15 28 13
251 Amarillo  11/04/2012 15 26 11 100%
325 Amarillo  11/04/2012 15 28 13
350 Amarillo  11/04/2012 15 30 15
221 Azul 18/04/2012 22 0 0
231 Azul 18/04/2012 22 44 22
289 Azul 18/04/2012 22 34 12 80%
315 Azul 18/04/2012 22 30 8
331 Azul 18/04/2012 22 40 18
202 Amarillo  25/04/2012 29 44 15
236 Amarillo  25/04/2012 29 45 16
238 Amarillo  25/04/2012 29 42 13 80%
293 Amarillo  25/04/2012 29 0 0
320 Amarillo  25/04/2012 29 40 11
232 Azul 09/05/2012 43 49 6
259 Azul 09/05/2012 43 0 0
271 Azul 09/05/2012 43 52 9 40%
335 Azul 09/05/2012 43 0 0
343 Azul 09/05/2012 43 0 0

No se observo la reina en el control realizado el dia 9 de mayo ni en controles posteriores. En la tercera serie las
reinas comenzaron la puesta entre los 26 y 30 dias de edad, que se corresponden con entre el 11° y 15° dia
después de su introduccidn. En las revisiones de la colmena n® 350 se detectd la construccion de realeras en el
control realizado el 13 de mayo, y la presencia de una reina nueva en el del dia 28 del mismo mes. En la cuarta
serie experimental se encontré una alta variacion respecto al dia en el que los animales iniciaron la puesta de
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huevos, entre 30 y 44 dias de edad, que se corresponde con entre 8 y 22 dias después de la introduccion. En la
colonia n® 221 no se oteo la reina en ninguno de los controles realizados y se detectd la construccion de realeras
en los controles del 23 y 25 de abril. En la 5 serie las reinas comenzaron la puesta entre los 42 y 45 dias de
edad, que se corresponden con entre los 11 y 16 dias después de su introduccion. La colonia n°® 293 mostré un
alto despoblamiento en los controles de los dias 4 y 7 de mayo, lo que motivé su eliminacion del experimento.
En la 6° serie experimental se obtuvieron los peores resultados en relacion a la supervivencia y fecundidad de
las reinas. Sélo la colonia n® 236 mostré un desarrollo normal y similar al de las colonias de las otras series
experimentales. En tres de las colonias (n° 259, n® 271 y n° 335) se observo la construccion de realeras en el
control del 11 de mayo, es decir, a las 48 horas de la introduccién de los animales. En el caso del ndcleo n° 259
no se vio la reina en ninguno de los controles realizados. En la colonia n® 343 las obreras no habian liberado a la
reina 48 horas después de su introduccién, por lo que fue liberada en dicho control. Ademas el nucleo estaba
bastante despoblado por lo que se optd por realizar un cambio de vuelo. No se observo la reina en ninguno de
los controles posteriores y en el realizado el dia 16 de mayo la colonia mostraba evidente sintomas de orfandad.
El caso del nlcleo n° 271 es bastante interesante. Se confirmé la presencia de la reina aunque las obreras estaban
construyendo celdas reales que se destruyeron en los controles de los dias 11 y 13 de mayo. La reina inicié la
puesta de huevos con 52 dias de edad, aunque la misma no fue homogénea y con el tiempo evoluciond hacia la
produccién de zanganos. En el control realizado el 22 de mayo se observd la construccién de realeras y en los
posteriores (mayo y junio) la cria continud siendo escasa y poco homogénea, aungue la reina siempre estuvo
presente en la colonia.

Discusion

Las reinas con una edad de entre 3y 14 dias realizan entre 1 y 2 vuelos de orientacion seguidos de entre 1y 5
vuelos de apareamiento (Perez-Sato et al., 2008b), e inician la puesta de huevos con entre 7 y 12 dias de edad
(Lensky y Demter, 1985). Nosotros hemos encontrado que las abejas de la raza A. m. iberiensis inician la puesta
con entre 16 y 18 dias de edad. La divergencia con los resultados obtenidos por los autores citados puede
deberse al empleo de diferentes razas de abejas, ya que los autores citados trabajaron con la raza A. m. ligustica.
Diferentes autores citan que el éxito de la introduccién de reinas virgenes en colonias de abejas es altamente
variable (Medina y Goncalves, 2001; Moretto et al., 2004). Nosotros hemos obtenido un éxito de entre el 80 y el
100% en cinco de las series experimentales que se corresponden con reinas introducidas con 1 dia de edad hasta
las introducidas con 29 dias de edad. El éxito en la introduccion y la supervivencia de una reina en una nueva
colonia esta condicionado por una serie de factores tanto internos, ligados a la biologia de la colonia, como
externos o de tipo ambiental. Dentro del apartado de factores de tipo bioldgico podemos citar el origen genético
del animal vy si la reina es virgen o estd fecundada. Desde hace tiempo se sabe que las reinas fecundadas son
mejor aceptadas que las virgenes en las colonias ya establecidas (Winston, 1987). Los factores ambientales
también juegan un importante papel en la aceptacién de una nueva reina. En nuestro caso los nucleos se
formaron al inicio de la primavera, cuando hay disponible en el campo un importante flujo de néctar y el polen
es abundante. Pensamos que estas condiciones climaticas favorables jugaron un cierto papel en los altos indices
de aceptacion que obtuvimos. La fecundidad de las reinas es una cuestién de vital importancia para los
apicultores. Existe una idea, que en vista de los resultados obtenidos, resulta bastante poco acertada, que
presupone un detrimento de la fecundidad relacionada con la edad. Nosotros hemos comprobado que al menos
en 5 de las series experimentales, durante el tiempo de desarrollo del experimento, las reinas que iniciaron la
puesta de huevos mantuvieron unos altos niveles de fecundidad independientemente de la edad a la que
realizaron los vuelos nupciales o fueron fecundadas. En una colonia de abejas el inicio de la construccion de
realeras se puede deber al arranque de un proceso de enjambrazén natural, a la pérdida de la reina, o a la
basqueda de un recambio a un animal que se encuentra dafiada o bien que ha perdido gran parte de su
fecundidad. En nuestros experimentos tuvimos varios casos en los que las obreras iniciaron la construccion de
realeras. Es el caso de la colmena n° 225 del primer lote experimental, que perdi6 su reina como resultado de un
cambio de vuelo. Se observo la construccion de estas estructuras despues de haberlo realizado. En la segunda
serie experimental lo ocurrido en la colmena n° 248 fue diferente al caso anterior. Aunque la reina en ningun
momento realizd puesta de huevos, mientras que estuvo presente en la colonia las obreras no iniciaron la
construccion de celdas reales. En el control del 13 de mayo no se observo la reina y en el realizado el dia 28
observamos que las obreras habian iniciado la construccion de realeras, y que las mismas contenian huevos. Lo
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mas probable es que fuese puesta de obrera ya que cuando la reina no esta presente hay obreras que intentan
remplazarla y comienzan a poner huevos. En la tercera serie también tuvimos un episodio de construccion de
realeras en la colmena n° 350. En el control realizado el 30 de mayo observamos que habian construido realeras
y en el del dia 28 certificamos la presencia de una reina nueva. En la cuarta serie experimental también
observamos la construccion de realeras en la colmena n° 22. De hecho la reina no se vio en ninguno de los
controles realizados después de su introduccién el dia 18 de mayo. En el control del dia 23 ya se vieron las
primeras realeras. En la sexta serie observamos la construccion de realeras en 4 de las 5 colmenas coincidiendo
con la liberacion de las reinas de sus cajas de introduccion. En la colmena n°® 343 realizamos un cambio de vuelo
dos dias después de introducir la reina y no observamos en controles posteriores la construccion de estas
estructuras. Realizar cambios de vuelo entre colonias es una opcion muy utilizada en apicultura cuando se
quiere reforzar de poblacion una colonia. En el presente experimento recurrimos a esta técnica en tres ocasiones.
En una de ellas conseguimos el reforzamiento de la poblacion, pero en los otros dos el resultado fue la pérdida
de las reinas. Por lo tanto en el caso de colonias recién formadas recomendamos que esta técnica sea utilizada
con suma prudencia.

Conclusiones

Las abejas reina de la raza Apis mellifera iberiensis mantienen un alto grado de fertilidad al menos hasta los 29
dias de edad. El éxito de la técnica de introduccion utilizada en el experimento se mantuvo entre el 80 y el 100
% en las 5 primeras series experimentales, bajando al 40% en sexta y Gltima. So6lo en esta Ultima serie se
evidencio un claro efecto de la edad.
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