192 SMA Pires et al ITEA (2005), Vol 101 (3), 192-200

Comparacion entre la actividad de colonias de Apis mellifera
L. sometidas a inseminacion instrumental con la actividad de
colonias fecundadas naturalmente

S.M.A. Pires*, A. Josa**, A.R. Costa*

*Escola Superior Agraria de Braganca (Departamento de Zootecnia}, Apartado 1172, 5301-855
Braganga-Portugal E-mail: spires@ipb.pt

**Facultad de Veterinaria de Zaragoza (Departamento de Patologia Animal), Miguel Servet, 177,
50013 Zaragoza-Espafia

Resumen

La inseminacién instrumental es una técnica fundamental en el momento de plantear la seleccion y
mejora de las abejas meliferas, no solo por la necesidad de preservar nuestros ecotipos locales, sino
también por la necesidad de mejorarlos, procurando colonias con caracteristicas que aumenten ‘la
produccion y ofrezcan resistencia a las enfermedades (abejas resistentes a varroasis, ascosferosis,

etc.).

Este estudio fue realizado con el objetivo de comparar la actividad de colonias de Apis mellifera L
sometidas a inseminacién instrumental con la actividad de colonias fecundadas naturalmente.
Siguiendo la técnica de inseminacion de Schley o el acoplamiento natural, comparamos los tratamien-
tos con enfoque en el porcentaje de pérdidas, la eficacia del tipo de tratamiento, la aceptacion de las
reinas en las colmenas y la produccién de reinas vivas y fértiles después de su introduccion en las col-
menas El estudio estadistico de la informacién fue realizado usando el test del %2

En el laboratorio de Fisiologia e Reproduccidn de la Escuela Superior Agréria de Braganca, realizamos
la inseminacién de 30 reinas y en la colmena de fecundacion se dejaron acoplar naturalmente 26 rei-
nas. Todas las reinas fueron seleccionadas segiin su comportamiento higiénico y productivo.

Con la inseminacién instrumental, obtuvimos 80% de reinas fertilizadas y con el acoplamiento natural
obtuvimos 85%. Fueron detectadas diferencias significativas (P<0,01} en la aceptacién de las reinas
después de su introduccion en las colonias de acuerdo con el tipo de fecundacién. En la inseminacion
instrumental la aceptacién en las colmenas fue de 58,4%, y en la fecundacion natural fue de 72,7%.
Del mismo modo, ef numero total de reinas vivas y fértiles vari6 significativamente (P<0,01) segan el
tipo de fecundacién a que fueron sometidas las reinas. Con la inseminacion instrumental, obtuvimos
una produccién de 47,6% de reinas vivas y fértiles mientras que con la fecundacién natural se observo
mejores resultados (61,5%).
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Summary

Comparison of the activity of the colonies of Apis melfifera L. submitted to instrumental
insemination with that of the colonies naturally fertilized

Instrumental insemination is a fundamental technique in the moment when we select and improve
the honeybee, not only in order to preserve our local ecotypes, but also due to the necessity to
improve them, locking for hives with characteristics that increase the production and offer resistance
to diseases (bees resistant to Varroa, Ascosphaeriosis, etc ).
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This study was carried out with the aim of comparing the activity of the colonies of Apis mellifera L.
submitted to instrumental insemination with the activity of the colonies naturally mated. Following
Schley’s insemination technigue or natural mating, we compared freatments with regards to the per-
centage of losses, the effectiveness of the kind of treatment, the acceptance of the queens in the
hives and the production of feriile queens that survived their introduction in the hives. The statistical
analysis of the information was done using the ? Test

In the |laboratory of Physiclogy and Reproduction of Superior Agrarian School of Braganga, we car-
ried out the insemination of 30 queens and in the mating hive 26 queens were allowed to mate nat-
urally. All the queens were selected according to their hygienic behaviour and their productiveness.

With the instrumental insemination we obtained 80% of fertilized gueens and, with the natural mat-
ing we obtained 85%. There were different frequencies (P<0.01) in the acceptance of the queens
after their introduction in the colonies according to the kind of fertilization. Through the instrumen-
tal insemination the acceptance in the hives was 58.4%, and with natural fecundation was 72.7%.
Likewise, the total number of fertile and living queens varied significantly (P<0.01) according to the
kind of technique that was used. With the instrumental insemination, we obtained a production of
47.6% of fertile and living queens while the natural mated queens showed better resulis (61 5%).
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Introduccién

Segun Harbo (1986) los principios béasicos de
la inseminacién instrumental en apicultura
fueron desarrollados entre los afios 1926 a
1947, iniciAndose la técnica moderna en los
EE UU. con el trabajo de Watson en el afio
de 1927 (Woyke, 1976; Laidlaw, 198%a,b;
Schley y Guth, 1990; Crane, 1992; Morse,
1994). Este método se basaba en la utiliza-
cidn de una microaguja fijada a un micro-
manipulador, la reina se fijaba con un hilo
de seda a un pedazo de madera y la camara
del aguijon era abierta con una pinza man-
tenida con la mano (Woyke, 1976 y Laidlaw,
1989b). Ademas, Watson (1927) introdujo
otras caracteristicas que se mantienen en la
actualidad en la practica de la inseminacion,
como son, la utilizacién del microscopio y
fuz artificial, la decapitacion de los zanga-
nos para provocar la eyaculacién, la utiliza-
cion del esperma de varios zanganos en la
inseminacion e incduso deseché la denomi-
hacién de "inseminacién artificial” por la de
“inseminacién instrumental”, como afade
Laidlaw (1989a).

Otras particularidades fueron perfeccionadas
a lo largo del tiempo y aportaron mejoras a
esta técnica, como por ejemplo, la observa-
cién hecha por Mackensen (1947) donde se
provoca que una reina ponga huevos tratan-
dola dos veces con CO, (Woyke, 1976; Mac-
kensen y Ruttner, 1976; Harbo, 1986; Lai-
dlaw, 1989a,b). Las dos narcosis se pueden
realizar en el tiempo de 10 minutos y se prac-
tican a intervalos de un dia, pudiendo estar o
no sequidas por la inseminacién; pero tam-
bién se pude administrar un tercer trata-
miento, para estar seguros del éxito, como
afiadieron Mackensen y Ruttner (1976},

Una particularidad relativa a los machos es
el hecho de que el esperma de los zadnganos
puede conservarse "in vitro"” a temperatu-
ras mayores a 0 °C, durante algun tiempo
(Taber y Blum, 1960 y Taber, 1961, citados
por Woyke, 1976), mas precisamente, en la
jeringa almacenado a una temperatura de
20 a 25 °C durante dos dias (Harbo, 1986).
Ademas, cuando se mezcla con estreptomi-
cina y se introduce en capilares de vidrio,
cerrados y conservados a una temperatura
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de 13-15 °C, todavia se puede lograr fecun-
dar con él después de 35 semanas (Pcole y
Taber, 1970, citados por Woyke, 1976},

En lo que respecta a la técnica de introduc-
cion de reinas, la introduccion de la reina en
un nucleo de 3-5 cuadros, con suficientes
abejas jovenes y cria operculada, es uno de
los métodos recomendados y biologicamen-
te méas adecuado para su manutenciéon
{Drescher, 1976).

Este estudio fue realizado con el objetivo de
comparar la actividad de colonias de Apis
mellifera L. sometidas a inseminacion ins-
trumental con la actividad de colonias
fecundadas naturalmente, en lo que con-
cierne a su aceptacion segun el tipo de apa-
reamiento.

Material y métodos

Este estudio fue realizado en la ciudad de
Braganca, perteneciente a la provincial de
Tras-Os-Montes y ubicada en el Nordeste de
Portugal, cuyas coordenadas son latitud 41°
49" N, longitud 6° 40° W y se encuentra,
aproximadamente, a 720 m de altitud.

El ensayo se llevd a cabo entre Julio de 1995
y mayo de 1997, en uno de los colmenares
experimentales que el Instituto Politécnico
de Braganca posee en el drea de influencia
del Parque Natural de Montesinho y en el
laboratorio de Fisiologia e Reproduccion de
la Escuela Superior Agraria de Braganca.
Esta es una zona de gran atraccion melifera,
por la variedad de flora gue presenta el
matorral. Las cuarenta colonias testadas
estaban alojadas en colmenas del modelo
Lusitana, de disefio nacional. Caracteres
destacados de éstas son el hecho de gque
solamente llevan medias alzas, con una
pablacién agrupada entre dos a cuatro
alzas y un cuerpo de camara de cria. El ori-
gen del apiario es simple, una vez que fue
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formado por enjambres autoctonos ya exis-
tentes en el colmenar. A su vez, el manejo es
estable, pués, no hacen trashumancia.

Material utilizado en la inseminacion
instrumental

Para el desarrolic de la metodologia de 1a
inseminacion instrumental se utilizo un apa-
rato de inseminacion tipo estandar, segun
Schley, y ademas se emplearon los siguien-
tes accesorios:

» una lupa binocular con una ampliacion de
7 a 20 aumentos, |la cual tiene un brazo fle-
xible y giratorio;

s tubos capilares, para la conservacion del
esperma;

s marcadores de colores diferentes, para
identificar la edad de los zdnganos;

» caja de vuelo Andersen, para el transporte
de los machos y recoleccion del esperma;

* jaulas pequefias, para el transporte de las
reinas con 5-10 acompafiantes;

* botella de CO,,.

Material empleado en la introduccion de
reinas {enjaulado)

Para la realizacidon de la técnica de introduc-
cidn se emplearon unas jaulas de pléstico,
blancas, pequefas y rectangulares similares
a las jaulas de introduccion de Miller, aun-
gue diferian de estas en que solo tienen un
orificio de entrada.

Preparacion de las reinas para la
inseminacion

Las reinas destinadas para la inseminacién
fueron mantenidas en libertad en los
“baby-ntcleos” o nucleos de fecundacién,
desde la eclosion hasta el quinto o sexto dia
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de vida. Para evitar el vuele no controlado
de estas reinas se instalo, delante de la
piquera, un excluidor, cuyos separadores
eran de plastico.

En el dia de la inseminacion, las reinas fueron
transportadas por la mafiana desde ef colme-
nar de fecundacion hasta el laboratorio, en
una jaula pequefia con 5 a 10 acompanantes
y el respectivo alimentador con “candi” en
pasta. La distancia aproximada fue de 20 Km.

Preparacion de la cria y mantenimiento de
los zanganos para la inseminacion

Para la produccion de los zanganos se par-
tid de colonias seleccionadas del mismo col-
menar, conocidas por su excelente capaci-
dad limpiadora y su rendimiento como
criadoras. Algunos dias antes de la eclosién,
los panales con cria de zanganos eran mar-
cados con alfileres, con el objeto de contro-
lar su eclosién. Para conocer la edad minima
de los zanganos presentes durante 2 a 3
dias, a lo largo de la eclosién, los individuos
recién nacidos fueron marcados con tinta
de colores diferentes. Esto se realizé a pri-
meros de junio de 1996,

Al cabo de algunos dias (10 a 12 dias), los
zanganos eran llevados de las colmenas al
laboratorio de Fisiclogia y Reproduccion de
la Escuela Superior Agraria {Instituto Politéc-
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nico de Braganca), en una caja de vuelo tipo
Andersen, descrita por Dustmann et af
{1991). La caja fue construida manualmente,
de madera con una parte de red de alambre,
un alimentador y una jaula para separar los
zdnganos de las eventuales obreras agrega-
das para su cuidado (en numero por lo
menos igual al de los machos}. Los zdnganos
fueron capturados en la piquera cuando
regresaban del campo.

Preparacion de la inseminacion instrumental

Se siguio [a técnica de inseminacion de
Schiey, descrita por Schley y Guth (1990) y
Dustmann et al. (1991). Fueron utilizados en
media 10 a 12 zanganos, por cada reina inse-
minada, los cuales tenian una edad aproxi-
mada de 10 a 12 dias.

La recoleccién del esperma se realizo a
mediados de junio, mediante recogida arti-
ficial, prensando el abdomen de cada zan-
gano, y éste fue conservado en tubos capila-
res a temperatura ambiente de 21 °C (una a
dos semanas), como describieron Harbo y
Williams (1987), Harbo (1989) y Guth (1990},
Se utilizdé como diluyente la solucion salina
fisiolégica de Hyes, de sencilla elaboracion y
eficacia comprobada, de acuerdo con varios
autores, Ruttner y Tryasko (1978), Moritz
{1989), Kuhnert (1990) y Dustmann et al.
{1991) (tabla 1).

Tabla 1. Composicién de la solucién fisioldgica de Hyes (Ruttner y Tryasko, 1976)
Table 1. Physiological saline solution according to Hyes (Ruttner and Tryasko, 1976)

Componentes

Cantidad {Gramos)

Cloruro de sodic (NaCl}

Cloruro de calcio (KCF)

Cloruro de potasio (CaCl)
Hidrocarbonato de sodio (NaHCO,)

9,0
0.2
0,2
6,2

Diluyendo en 1000 ml de agua destilada
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Las inseminaciones se efectuaron a finales
del mismo mes, para las cuales se respeta-
ron los siguientes pasos: toma del esperma
en [a jeringa, instalacion y narcosis de la
reina e inseminacion.

Mantenimiento de las reinas después de la
inseminacién

Las reinas inseminadas fueron introducidas
en las jaulas para posterior transporte hasta
el colmenar de fecundacién, donde se deja-
ron libres en los respectivos “baby-nlcleos”.
El excluidor se sacod de la piquera solo después
de haber comprobado el inicio de la puesta.

Técnica de introduccion de las reinas

Se siguid la técnica de las jaulas de introduc-
cién, segun Miller descrito por Laidlaw
(1979) y Ruttner (1987).

El dia anterior a la realizacién del repobla-
miento se dejaron huérfanas 33 colmenas del
apiaric. A su vez, las jévenes reinas, ya mar-
cadas, se transportaban del colmenar de
fecundacion en las jaulas de introduccién
tipo Miller, Estas reinas, inseminadas instru-
mentalmente ¢ fecundadas naturalmente, se
introdujeron sobre un panal, en la zona de la
cria a punto de nacer. El principio bésico de
esta técnica de introduccidn tiene como
objetivo estimular las abejas de la colonia a
consumir la solucién azucarada del comparti-
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miento del “candy”, permitiendo de esta
forma, su entrada y familiarizacion con la
reina. Al cabo de dos a tres dias, la entrada se
queda libre y las obreras pueden entrar en el
compartimiento donde esta la reina y ésta,
ya aceptada, puede salir. Pasados 8 a 10 dias
se puede verificar la aceptacién verificando si
hay puesta en los cuadros de la colmena o
ohservando la reina marcada.

Estudio estadistico

Hemos aplicado el test del %” (Snedecor y
Cochran, 1980) para evaluar la frecuencia
de los datos del grado de aceptacion de las
reinas seleccionadas (inseminadas instru-
mentalmente y fecundadas naturalmente).

Resultados

Tras la realizacion de la inseminacion instru-
mental y mediante el acoplamiento natural,
hemos expresado en la tabla 2 la compara-
cién entre tratamientos, relativos al porcen-
taje de pérdidas, eficacia del tipo de trata-
miento, aceptacién de las reinas en las
colonias y produccion de reinas fértiles y
vivas después de su introduccion en las colo-
nias. Mediante los dos tratamientos pudi-
mos estudiar con mayor detalle la eficacia
durante el periodo de apareamiento.

Tabla 2. Comparacion entre los dos tipos de fecundacion a que fueron sometidas las reinas
seleccionadas
Table 2. Comparison of the two types of fecundation to which the selected queens were submitted

S MA Pires et al ITEA (2005), Vol 107 (3), 192-200

En la inseminacién instrumental obtuvimos
pérdidas del orden del 20% que fueron
debidas, en parte (7%) a la muerte de las
reinas en el transporte desde el colmenar
de fecundacidn hasta el laboratorio donde
haciamos la inseminaciéon y posteriormen-
te, del laboratorio hasta el colmenar de
fecundacion, Las otras pérdidas, del orden
del 13%, fueron observadas en los “nicleos
baby”, ya después de la inseminacién, A su
vez, en la fecundacion natural las pérdidas
fueron inferiores (15%) y presumiblemen-
te ocurrieron en los vuelos de apareamien-
to.

En lo que concierne al éxito de cada técnica
puede observarse que obtuvimos una efica-
cia del orden de los 80% con la insemina-
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cion instrumental, una vez que esta es la
tasa de reinas fértiles después de la aplica-
cion de la técnica de inseminacion.

También se puede observar una tasa del
85% resultante de los acoplamientos natu-
rales, sin embargo, esta diferencia no es
muy elevada si hacemos la comparacion
entre los dos tipos de fecundacién,

Por otra parte, para contrastar los resulta-
dos entre la aceptacién de las reinas insemi-
nadas y fecundadas naturalmente, asi como
el porcentaje de dichas reinas vivas y fértiles
después de su introduccion en las colonias,
realizamos una prueba de contingencia
usando el estadistico ¥?, para probar la
hipétesis de independencia nula entre
ambas variables (tahla 3).

Tabla 3. Valores de %2 y respectivo grade de significacion aplicados a las frecuencias obtenidas de la
aceptacion de las reinas después de su introduccidn en las colonias, y del nimero de reinas vivas
y fértiles entre los dos tipos de fecundacion
Table 3. . Values of 42 and respective degree of significance applied to the frequencies obtained
regarding the atceptance of the queens after their introduction in the colonies and the number
of fertile and living queens in the two kinds of fecundation

I1./NLE ¥2 Valores de P
% aceptacion 4,978 0,01
% total de reinas 4,537 0,01

Técnica N.° Yototal % de la % de aceptacion % total de
de reinas de perdidas  eficacia en las colonias reinas vivas
y fértiles en
produccion
Inseminacion instrumental 30 20,0 80,0 58,4 46,7
Fecundacion natural 26 15,0 85,0 72,7 61,5

Obtuvimos un x? bajo pero significativo
{P<0,01), por lo que rechazamos la hipote-
sis nula y afirmamos que existe asociacién
y, por tanto, hay diferentes frecuencias en
la aceptacidon de las reinas en las colonias
segun el tipo de apareamiento. Con la
inseminacion instrumental obtuvimos un
porcentaje de aceptacién en las colonias
de 58,4%, mientras que con la fecunda-
ciébn natural fue de 72,7%. Este hecho

demuestra la dificultad gue hay, muchas
veces, en la aceptacion de reinas insemina-
das instrumentalmente. Vemos también
que, efectivamente hay diferencias signifi-
cativas (P<0,01) entre el numero totai de
reinas vivas y fértiles (total de reinas), res-
pecto al tipe de técnica seguida, lo que
esta relacionado con el bajo o elevado
grado de aceptacién de dichas reinas en
las colonias.
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Discusitn

Las inseminaciones se efectuaron casi a fina-
les de junio y ademaés de las temperaturas
elevadas existentes, fue necesario recorrer
una distancia aproximada de 20 Km. Por lo
cual, pensamos que estas razones pueden
explicar posibles dafios que hayan ocurrido y
provocado la muerte de las reinas.

Las pérdidas chservadas en los “nucleos
baby” (13%), ya después de la inseminacién,
demuestran posiblemente el papel impor-
tante que juega la experiencia del insemina-
dor. Aungue ya habfamos comprobado la
técnica de inseminacién instrumental, toda-
via no la haciamos con mucha frecuencia.

Del valor obtenido con la inseminaciéon ins-
trumental deducimos que nuestra tasa es
normal, una vez que, segun Ruttner (1987),
una eficacia del 80% de reinas fértiles
puede ser considerada como satisfactoria.
Estos resultados estan en concordancia con
otros trabajos preliminares, como el de
Ruttner {1961), quién constatd en 10 reinas
acopladas naturalmente una capacidad de
puesta de un 106% y en sus hermanas (10)
inseminadas instrumentalmente un 92%, en
comparacion con el promedio general Ya
posteriormente, Woyke y Ruttner (1976)
afadieron que parece que las reinas acopla-
das naturalmente viven, por término medio
mas, pero que estas diferencias son insigni-
ticantes en el primer afo.

El gran numero de reinas introducidas y no
aceptadas puede ser explicado por el hecho
de que estdbamos en una época en que la
flora melifera ya habia pasado su climax y
asi, el flujo de néctar era mas bajo y las abe-
jas estaban mas agresivas, consecuentemen-
te disminuyendo el grado de aceptacién de
las reinas. Otros factores externos pueden
ser sefalados tales como el pillaje, la esta-
cién del afo y las condiciones climaticas en
el periodo de la introduccion (Ruttner,
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1983). Este autor afirmé que el éxito de la
introduccién depende no solo de ésto, sino
también de una multiplicidad de factores,
tales como, las condiciones de la reina resi-
dente (edad, puesta y actividad), las condi-
ciones de la reina a introducir (tipo de apa-
reamiento, dafios en el transporte, actividad
de puesta, produccidon de feromonas), el
tamafic y pesc de las reinas y las condiciones
de la propia colonia que vaya a recibir la
joven reina (raza, agresividad, desarrollo
estacional y la proporcién entre las abejas
jévenes y las mas viejas).

Por tanto, cabe suponer que aungue sean
muchos los métodos recomendados para la
introduccion de las reinas en las colonias
parece que no hay referencias disponibles
de alguno infalible ya que la aceptacidn de
una reina o su no aceptacion por parte de ia
colonia sigue siendo aun dificil de entender,

Asi, nuestros resultados estan de acuerdo
con la bibliografia revisada sobre las mismas
técnicas aplicadas por los varios autores,
entre ellos, Drescher (1976), Ruttner (1983),
(1987), Jean-Prost (1989) y Woyke (1989).

Conclusiones

Teniendo en cuenta las condiciones en que se
desarrollé al presente trabajo, las metodolo-
gias utilizadas y los resultados obtenidos,
pensamos que es posible sacar el siguiente
conjunto de conclusiones:

¢ Mediante la inseminacién instrumental las
abejas locales presentaron una fertilidad
del orden del 80%. Sin embargo debe mejo-
rarse la metodologia ya que el porcentaje
total de reinas vivas y fértiles obtenidas es
sensiblemente inferior a la fecundacién
hatural (46,7% vs 61,5%).

= El porcentaje de aceptacién de las reinas
en las colonias varia significativamente con
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el tipo de fecundacién a que fueron someti-
das. Con la inseminacion instrumental la
aceptacion de las reinas en las colonias fue
de 58,4%, y con las acopladas naturalmente
de 72,7%.

Bibliografia

Crane E, 1992. Bees and heekeeping: science,
practice and word resources, 612 pp. Heine-
mann Newnes, Oxford (Reino Unido).

Drescher W, 1976, Cria y mantenimiento de las
reinas y de los zanganos, pp. 25-38. En: Insem-
inacion Artificial de fas Reinas de Abejas (2°
edicién}. Friedrich Ruttner (Ed.), Ed. Apimon-
dia, Bucharest (Rumania).

Dustmann JH, Kuhnert M, Schley P Tiesler K,
1991. Instrumental insemination of queen
bees, pp. 23. Ed Institut fur den Wis-
senschaftiichen Film, Gottingen {Alemania).

Guth J, 1890. La conservation de sperme, pp
108-109 En: Elevage, Sélection et Insémina-
tion Instrumentale des Reines D'Abeilles. ).
Guth (Ed.), Ed. Syndicat National D*Apiculture,
Paris (Francia)

Harbo JR, 1986 Propagation and instrumental
insemination, pp. 361-389. En: Bee Genetics
and Breeding. Thomas E. Rinderer (Ed.), Ed.
Academic Press Inc, Orlando (EEUU).

Harbo JR, 1989 Sperm Storage, pp. 59-64. En:
The instrumental insemination of the gueen
bee. RFA. Moritz {Ed), Ed. Apimondia,
Bucharest (Rumania).

Harbo IR, Williams JL, 1987. Effect of above
freezing temperature on temporary storage
of honey-bee spermatozoa. J. Apic. Res. 26,
53-55.

Jean-Prost P, 1989. Apicultura. Conocimiento de
la abeja-Manegjo de [a colmena. Mundi Prensa
(Ed ), 726 pp ., Madrid {Espafia)

Kuhnert ME, 1990. La technique d’homogeneisa-
tion du sperme d’abeille, pp. 102-111. En: Ele-
vage, Sélection et Insémination Instrumentale

199

des Reines D'Abeilles. J. Guth (Ed.}), Ed Syndi-
cat National D'Apiculture, Paris {(Francia).

Laidlaw HHIR, 1979. Contemporary queen rear-
ing Dadant y Sons Inc. (Ed.}, 199 pp., Hamil-
ton (EEUU).

Laidlaw HHIR, 198%a. Instrumental insemination
of honey-bee queens. Pictorial instructional
manual. Dadant y Sons Inc. (Ed.), 144 pp,
Hamilton (EEUU}.

Laidlaw HHIR, 1982b Origin and development
of instrumental insemination of queen bees,
pp 9-18 En: The instrumental Insemination of
the Queen Bee R FA WMoritz (Ed), Ed. Api-
mondia, Bucharest (Rumania).

Mackensen Q, 1947. Effect of carbon dioxide on
initial oviposition of artificially inseminated
and virgin queen bees. ). Econ. Entomol., 40,
344-349,

Mackensen Q, Ruttner F 1976, Técnica de insem-
inacién, pp. 69-86. En: Inseminacion artificial
de las reinas de abejas. Friedrich Ruttner (Ed.),
Ed. Apimondia, Bucharest (Rumania).

Moritz RFA, 1989, The insemination procedure,
pp. 65-84. En: The instrumental insemination
of the queen bee. R EA Moritz (Ed), Ed. Api-
mondia, Bucharest (Rumania).

Morse RA, 1994, Rearing queen honey bees,
128pp Wicwas Press (Ed.), Cheshire (EEUU).

Poole HK, Taber S, 1970. In vitro preservation of
honeybee semen enhanced by storage at 13-
15°C. Ann. Ent Soc. Amer 63, 1673-1674.

Ruttner F, 1961 Insemination mit sperma von
einem einzgen drohn. Bee Genetics, 2, 15,

Ruttner F, 1987. Cria de reinas, pp. 119-125. En:
Lo mejor de vida apicola {1982-1986) F Rut-
tner (Ed), Ed Apimondia, Bucharest (Ruma-
nia)

Ruttner F Tryasko VV, 1976. Anatomy and physi-
ology of reproduction, pp. 11-24. En: The
instrumental insemination of the queen bee.
R.FA, Moritz (Ed), Ed. Apimondia, Bucharest
{Rumania})

Rutiner H, 1983 Transport and introduction, pp.
279-294 . En: Queen rearing - Biclogical basis




200

and technical instruction. F Ruttner (Ed), Ed.
Apimondia, Bucharest (Rumania).

Schley P, Guth J, 1990. Insémination instrumen-
tale, pp. 61-102. En: Elevage, selection et
insemination instrumentale des reines
d'abeilles. J. Guth (Ed.), Ed. Syndicat National
D’Apiculture, Paris (Francia).

snedecor GW, Cochran WG, 1980 Statistical
methods, 185 pp. lowa State University Press,
Ames (EEUU).

Taber S, 196%. Forceps designed for transferring
honey bee eggs. J. Econ. Entomol. 54, 247-250

Taber S, Blum M5, 1960, Preservation of honey
bee semen. Science 131, 1734-1735.

S M.A Pires etal ITEA (2005), Vol. 101 (3), 192-200

Woyke J, 1976, Historia de la inseminacion instru-
mental de la abeja melifera, pp. 7-11. En:
Inseminacion artificial de las reinas de abejas.
Friedrich Ruttner (Ed.}, Ed. Apimondia, Madrid
{Espafa)

Woyke J, 1989, Correct queen maintenance
before and after instrumental insemination,
tested in Egypt. ). Apic. Res, 28(4), 187-190.

Woyke J, Ruttner F, 1976. Resultados, pp. 87-92,
En. En: Inseminacion artificial de las reinas de
abejas. Friedrich Ruttner (Ed.}), Ed. Apimondia,
Madrid (Espafia).

(Aceptado para publicacién el 23 de mayo de
2005)



