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RESUMEN: La apicultura es una ganaderia menor con importante aporte a la economia y el medio ambiente.
Para las abejas (Apis mellifera L.), la conducta higiénica es un mecanismo de resistencia natural contra las
enfermedades, cuya variabilidad y heredabilidad la califican como un rasgo basico en programas de seleccion
genética. Sin embargo, los instrumentos clasicos de evaluacion requieren un gasto de tiempo que entorpece su
utilizacién. En el presente trabajo se realiza la evaluacion de este mecanismo en un Centro de Cria de Abejas
Reinas mediante el método del pinchado, utilizando la aguja clasica (instrumento 1) y el instrumento 2, consistente
en 100 agujas insertadas en una base de acrilico, patentado por los autores (Invencién DL68 07/10/2011). Se
trabajaron 15 colmenas de tipo Langstroth, durante los meses de enero a julio del afio 2012. Se tomaron dos
panales con cria de 16-17 dias (pupas de ojos rosados) del centro de las camaras de cria y se seleccion6 un
area de 100 celdas/dos panales/colmena, con uno de los instrumentos en cada panal. En el area seleccionada
se puncionaron las celdas para matar a las pupas y se determind el porcentaje de celdas limpias a las 24
horas. El apiario mostré valores medios de conducta higiénica de 90,3 % con el instrumento 1y 92,5 % con el
instrumento 2, sin diferencia significativa. El ahorro de tiempo fue de 85 + 5% con el instrumento 2, sin el
tedio que supone realizar 1 500 punciones, contra solo 15 acciones.
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Evaluation of the hygienic behavior in honey bee colonies (Apis mellifera L.) by the punch
method with two instruments

ABSTRACT: Beekeeping is a small livestock with significant contribution to the economy and environment.
For the bees (Apis mellifera) the hygienic behavior is a mechanism of natural resistance against diseases
whose variability and heritability qualify it as a basic trait in breeding programs. However, conventional evaluation
tools require time waste which hinders their use. In this work, the evaluation of this mechanism is performed
in a Breeding Center of Queen Bees by the punch method, using classical needle (instrument 1) and instrument
2, consisting of 100 needles inserted into an acrylic base, patented by the authors (DL68 Invention 07/10/
2011). Fifteen Langstroth hives were worked during January-July, 2012. Two honey combs with brood 16-17
days (pink-eyed pupae) were taken from the center of the brood chamber, and an area of 100 cells/two
honeyscombs/hive was selected with one of the instruments in each honeycombs. In the area selected, the
cells to kill the pupae were punctured and the percentage of cleaned cells was determined at 24 hours. The
apiary showed mean values of 90.3% hygienic behavior using instrument 1 and 92.5% with instrument 2, without
significant differences. Saving time was 85 * 5% with instrument 2 without the tedium performing 1500 punctures
only against 15 actions.

Key words: Apis mellifera, hygienic behavior.




INTRODUCCION

En la apicultura moderna, los Centros Genéticos
de Produccién de Abejas Reinas (CGR) son los encar-
gados de obtener y comercializar abejas reinas certifi-
cadas, a partir de colmenas seleccionadas como pies
de cria por su fortaleza, ausencia de enfermedades,
bajos indices de infestacion por el &caro parasito Varroa
destructor y alta conducta higiénica, segun el Progra-
ma Nacional de Seleccion Genética (1). El método de
produccion aplicado en Cuba es el Doolittle modifica-
do, el cual contempla la seleccién de las colmenas
«paternas» aportadoras de zanganos en la zona del
emplazamiento, y las «maternas», encargadas de su-
ministrar las larvas que daran origen a las reinas en un
area distante, de manera que se garantice un alto gra-
do de heterosis (1, 2).

En la actualidad, la peores enfermedades de las
colmenas de Apis mellifera son la varroosis (ocasiona-
da por el &caro Varroa destructor) y las enfermedades
infecciosas de la cria. En cualquier programa de se-
leccion, la presencia de manifestaciones clinicas de
enfermedades infecciosas es excluyente, pero consi-
derando que el acaro Varroa esta presente en todas
las colmenas, se toman en cuenta los indices de in-
festacion, ya que las colmenas con los mas bajos va-
lores deben mantener un mejor estado de salud y re-
sentirse menos su productividad por la accién perni-
ciosa del parasito (1, 2).

Los llamados «Mecanismos Naturales de Defensa
Colectiva» de las colmenas coadyuvan a reducir la pre-
valencia de enfermedades infecciosas y mantener ba-
jos indices de infestacion de ectoparasitos, como el
acaro Varroa; de estos mecanismos, los més utiles
para los programas de seleccién son la conducta hi-
giénica, la baja atractividad de la cria, la supresion de
la reproduccion del &caro y la sensibilidad higiénica a
Varroa, aunque existen otros de mas dificil evaluacién
e incierta heredabilidad (3, 4, 5).

El comportamiento o conducta higiénica es la habi-
lidad que tienen las obreras para detectar larvas, pu-
pas enfermas o muertas, desopercular las celdas y
remover, hacia el exterior de la colonia, la cria afectada
gue contienen (6). Estas abejas poseen mayor sensi-
bilidad olfatoria (7) y son capaces de discriminar entre
crias normales y anormales a una baja intensidad de
estimulo. Sobre este comportamiento, que es la ex-
presion de siete loci, pueden influir la edad de las crias,
la abundancia de abejas adultas jovenes, crias en la
colonia y la intensidad del flujo de néctar recolectado
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por las abejas (8, 9). El presente trabajo tiene como
objetivo evaluar la conducta higiénica en colmenas Apis
mellifera L., por el método del pinchado con dos ins-
trumentos.

MATERIALESY METODOS

La conducta higiénica se determin6 por el método
de puncion de la cria (10), modificado por Gramacho et
al. (11) y utilizado por otros autores (3, 7, 12), con la
aguja de acero inoxidable (Fig.1a) y por el empleo del
nuevo instrumento (Fig. 1b) (Patente 189/2011) (13).

FIGURA 1. (a): Representacién de instrumento 1 con aguja
de acero inoxidable. (b) Representacion del instrumento 2./
(a) Representation of instrument 1 with stainless steel
needle. (b) Representation of instrument 2.

Para la evaluacion de la conducta higiénica, se iden-
tificaron dos panales de cada una de las colmenas en
estudio y se selecciond, en cada uno, un area de 10 x
10 cm con cria operculada entre 16- 17 dias de edad,
para aplicar en cada area los instrumentos 1 6 2, se-
gun correspondia (Fig. 2 a, b).

Area de perforacion
2dh del estudio

Arca perforada a
La Oh del estudio

FIGURA 2. (a): Areas donde se realizd la perforacion con
losinstrumentos 1y 2; (b): Representacién de un area con
buena conducta higiénica, después de las 24h de realizada
la perforacion./ (a) Areas where drilling was carried out
using instruments 1 and 2. (b) Representation of an area
with a good hygienic behavior, after 24h of drilling.
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Se contabilizé inicialmente (cero horas de realizar
la puncién) la cantidad de celdas operculadas y las
celdas desoperculadas con cria. Se devolvieron los
panales puncionados a sus colmenas de origeny, a
las 24 horas de realizada la puncién, se contabiliz6 la
cantidad de celdas desoperculadas, las que aun esta-
ban operculadas y las que contenian crias. Se proce-
saron los datos por la férmula de conducta higiénica
total (CHT) (12, 14).

CHT = (Diferencia entre las celdas operculadas iniciales,
celdas operculadas finales y celdas con cria a las 24 horas
del estudio / celdas operculadas iniciales) X 100

Los datos fueron tabulados y analizados con el pro-
grama estadistico Statgraphics Plus 5.1. Se emple6
estadistica descriptiva, Test de Student, para compa-
rar el tiempo invertido en el pinchado de la cria con
ambos instrumentos, y comparacion de Proporciones
para la comparacion de los valores porcentuales de la
conducta higiénica.

RESULTADOSY DISCUSION

La conducta higiénica es un mecanismo de defen-
sa colectiva de alta heredabilidad (15), y aunque no ha
mostrado una especificidad significativa contra el aca-
ro Varroa (3), se mantiene como un rasgo imprescindi-
ble en los programas de seleccién y mejoramiento
genético de la apicultura, siempre que estos tomen en
cuenta los indicadores de salud (2). Si se considera
gue la varroosis es una enfermedad que, como norma,
se presenta en concomitancia con diversas entidades
micaGticas, bacterianas y virales (5, 16), contra las cua-
les la alta conducta higiénica juega un papel funda-
mental (8, 4), no es posible que se excluya de la eva-
luacion de un CGR, cuyas colmenas fueron seleccio-
nadas sobre la base de un programa que contempla
dicho requisito (1).

Las evaluaciones seriadas mensuales de la con-
ducta higiénica, durante siete meses, arrojaron 91,9%
con el instrumento 1 (Tabla 1) y 92,5% con el instru-
mento 2 (Tabla 2). Ambos valores son superiores a
los reportados en abejas de origen europeo de Chile
(3) en 21 colmenas, por la misma técnica del instru-
mento 1y que evidenciaron un bajo y heterogéneo
nivel de limpieza, con valores medios de 20-80%. Por
otra parte, Castro y Medina (17) reportaron porcenta-
je de limpieza, de 31% en 56 colmenas africanizadas
de México, utilizando la congelacién con nitrégeno
liquido.

A pesar de las diferencias que puede introducir la
utilizacién de distintos métodos para el sacrificio de la

Rev. Salud Anim. Vol. 36 No. 3 (2014)

cria, los resultados obtenidos en Venezuela por Prin-
cipal y D’Aubeterre (18), al evaluar 82 colmenas
africanizadas aplicando la técnica de congelacion (17%-
24%- 59%), no se lo atribuyen a este factor. Con ese
mismo método estos autores obtuvieron valores ma-
yores en colmenas de origen europeo. Por su parte,
Aguirre y Demedio (19) observaron variaciones entre
dos réplicas de dos apiarios, evaluando a las 24 horas
del pinchado, con intervalo de 21 dias (79%- 92% y
52%- 92%), las que atribuyeron a efectos ambientales
y cambios en la proporcién de abejas jovenes en las
colmenas, lo que apunta a la ya sefialada necesidad
de realizar las evaluaciones seriadas.

El59% de CH, considerado como un valor alto por
Principal y D’Aubeterre (18) en abejas africanizadas
de Venezuela, constituye una cota muy baja, solo ex-
plicable por el bajo nivel general de conducta higiénica
en esas poblaciones. Es ilustrativo que el Programa
de Mejoramiento Genético de Cuba (1) establecié 80%
como cota minima de seleccion, indicativo de un com-
portamiento superior en las abejas de Cuba. Si se to-
man como base tales referencias, los presentes resul-
tados, en que todas las colmenas superan el 85% (Ta-
bla 1 a, b), se pueden considerar selectas para esta
caracteristica.

Enigual sentido, algunos autores (6, 14) conside-
ran que una colonia higiénica debe remover 80% o mas
de la cria muerta. Sin embargo, existe un criterio dife-
rente de otros autores (9, 20, 21) que elevan la cota
hasta 95%, por lo que las colmenas del CGR que alcan-
zaron valores superiores a 85%, clasifican como higié-
nicas para estos criterios, pero si se toma en cuenta el
ultimo criterio, solo la colmena M3 resultaria higiénica 'y
se descalifica a este apiario como «selecto».

En la eleccién del método a utilizar para evaluar la
conducta higiénica, fueron decisivos los criterios de
Espinosa-Montafio et al. (12), quienes determinaron
que el perforado es mas eficaz en cuanto a la cantidad
de crias muertas removidas, mas rapido, practico y
econémico. Al evaluar la capacidad discriminatoria,
costo y facilidad de aplicacion de la puncion con alfiler
entomoldgico, la congelaciéon a -95°C con nitrégeno
liquido y la refrigeracion a -18°C, requieren de un gasto
econémico mas grande.

La diversidad de los resultados observados en las
Tablas 1ay 1b, puede deberse a que la reina usual-
mente copula con diez a diecisiete zanganos para po-
der llenar su espermateca, donde guarda los
espermatozoides en paquetes que va utilizando en for-
ma alterna y que pueden aportar o no la caracteristica
higiénica (22). De forma similar ocurre con las diferen-
cias entre meses (Tabla 2), sobre las que puede estar
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TABLA 1la. Comparacion de la conducta higiénica entre colmenas maternas y paternas, con el instrumento 1./ Hygienic conduct
(HC) comparison between maternal and paternal hives using instrument 1.

Ingt?’llm:r?tso 1 enero febrero marzo junio Medias
M1 95,7 93,3 94,6 94,4 92,1 93,5 100 94,9
M 2 90,2 90,9 94,8 95,9 94,2 97,4 98,8 91,0
M 3 100 96,7 91,1 92,5 97,6 95,3 97,5 96,0
M 4 87,4 83,8 97,6 92,6 100,0 81,4 98,8 90,7
M5 88,0 88,5 95,8 97,3 96,7 85,7 97,3 92,0

X Maternas
P1 60,6 66,7 88,6 100,0 93,9 93,3 100,0 85,5
P2 97,9 69,6 95,2 94,7 86,0 98,5 90,1 90,7
P3 93,9 70,6 87,1 100,0 83,2 88,2 92,4 87,1
P4 96,8 87,0 72,5 98,7 75,0 84,3 94,1 89,7
P5 95,4 70,8 98,9 100,0 78,6 94,6 97,4 91,0
P6 90,1 76,1 73,8 92,7 87,8 87,6 89 86,2
P7 97,8 78,4 96,2 100,0 92,2 84,9 91,5 94,3
P8 100 58,2 89,1 89,9 100 82,9 100 88,4
P9 97,9 39,4 96,6 83,1 98,8 93,1 96,7 90,1
P 10 88,6 82,0 82,3 94,7 96,7 89,7 96,8 88,5

X Paternas

X General

Comp. de Proporciones: F= 65,02*** (p< 0,001); EE = 0,001 (Letras distintas en la misma columna indican diferencia)

Leyenda: Inst: Instrumento, M: maternas, P: paternas, X: medias.

TABLA 1b. Comparacién de CH entre colmenas maternas y paternas, con el instrumento 2./ Hygienic conduct comparison between
maternal and paternal hives using instrument 2.

Cellmenzs enero febrero marzo abril mayo junio julio Medias
Instrumento 2

M1 88,0 81,4 94,9 93,3 100 96 98,7 90,9
M 2 92,2 84,1 95,5 93,9 88,2 96,6 93,9 93,9
M 3 96,4 97,7 94,7 95,8 92,3 93,3 100,0 96,5
M 4 88,5 82,9 98,8 86,5 97,8 97,7 100,0 92,3
M5 83,1 89,5 100,0 95,6 91,7 88,2 100,0 94,9

X Maternas 89,2 87,3 96,7 93,0 94,6 94,4 98,5 939 a
P1 85,7 94,6 89,6 94,9 100,0 87,2 92,9 91,2
P2 95,7 85,5 90,2 95,5 88,4 93,3 98,8 92,6
P3 92,0 86,5 79,7 83,8 87,1 75,0 100,0 85,4
P4 96,7 94,4 95,3 67,4 89,9 81,4 87,5 88,0
P5 96,7 95,6 94,4 78,3 89,0 94,6 90,7 92,3
P 6 94,2 90,8 97,4 95,6 95,5 92,5 94,5 93,6
P7 88,4 87,2 91,9 91,5 96,6 96,6 87,7 91,7
P8 89,7 67,5 99,0 88,1 100,0 96,3 86,2 91,2
P9 76,7 76,6 94,8 93,4 98,8 96,5 95,5 91,2
P 10 93,8 96,3 96,4 98,9 97,0 95,5 96,7 94,3

x Paternas

X General

87,7
87,6

93,1
94,4

88,7
90,2

94,4
94,5

91,6
92,6

93,1

91,8 b

Comp. de Proporciones: F= 34,23*** (p< 0,001); EE = 0,001 (Letras distintas en la misma columna indican diferencia).
Leyenda: Inst: Instrumento, M: maternas, P: paternas, X: medias.
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TABLA 2. Resultados de la CH de las colmenas de CGR, durante siete meses del afio 2012, con los instrumentos 1y
2./ HC results of hives from the Breeding Genetic Center, during seven months of 2012 using instrumnets 1 and 2.

Colmenas enero febrero marzo  abril mayo  junio julio X general
X Maternas 88,2 89,5 94,8 94,5 96,3 89,4 98,5 93,0
Instrumento 1 X paternas 91,8 70,0 89,5 95,5 89,3 89,5 94,5 89,0
X General 90,6 76,7 91,3 94,4 90,2 94,5 92,6 919a
X Maternas 89,2 87,3 96,7 93,0 94,6 94,4 98,5 93,9
Instrumento 2 X paternas 90,9 87,7 93,1 88,7 94,4 91,6 93,1 91,8
X General 90,4 87,6 94,4 90,2 94,5 92,6 94,9 92,5b

Comp. de Proporciones: F=29,92*** (p< 0,001); EE = 0,001 (Letras distintas en la misma columna indican diferencia

significativas).

incidiendo. Ademas, el flujo nectario enmascara en
parte la CH baja, porque al aumentar este se incrementa
la limpieza en la colmena, pero no para eliminar crias
enfermas o0 muertas, sino en preparacion para la re-
cepcioén de néctar, aunque este es un factor que debe
incidir en todas las colmenas (8).

Al existir una alta oferta de néctar y por una actitud
de atesoramiento de reservas, las obreras optan por re-
mover nidada, lo cual evita el esfuerzo de construccion
de nuevas celdas y, por consiguiente, esta actividad
incrementa la conducta higiénica (23). Sin embargo,
las colmenas de un CGR no estan sometidas al esfuer-
zo productivo de las comerciales y resulta poco proba-
ble que tal sustitucion tenga un efecto significativo.

La principal limitante para la evaluacion sistemati-
cay masiva de la conducta higiénica de las colmenas
es la disponibilidad de los medios necesarios y el tiem-
po que requiere tal actividad, unidos a una baja per-
cepcién del valor de esta prueba por los apicultores. El
presente estudio brind6 la oportunidad de comparar el
instrumento tradicional de pinchado con el instrumen-
to 2 (Tabla 3).

Se comprob0 que el pinchado, celda por celda, re-
quirié un gasto de tiempo que casi multiplico por 10 el
necesario para realizar esa misma operacion con el
instrumento 2. No existen antecedentes de la utiliza-
cion de un medio similar para esta evaluacion en las
colmenas, pero resulta de interés la reduccion del tiem-
po de ejecucion (Tabla 4), factor decisivo para su utili-
zacion en la produccion.

Con el nuevo instrumento seria conveniente perfec-
cionar el método, a pesar de que los valores medios
alcanzados con ambos fueron iguales. Se deberia lo-
grar una adecuada pericia del operario y trabajar en la
busqueda de una solucion intermedia, que requiera algo
mas de tiempo que el instrumento 2, pero mucho me-
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TABLA 3. Anélisis descriptivo de valores de tiempo
invertido para ejecutar la prueba de CH./ Descriptive
analysis of time values spent to perform HC test.

Estadigrafo Instrumento 1  Instrumento 2

N 90 90
X 121,95 11,75
DE 2,033 1,691
EE 0,214 0,174
Minimo 117,0 9,0
Maximo 127,0 16,0
Asimetria tipica -1,128 0,427
Kurtosis tipica -0,023 -0,752
CV (%) 1,667 14,045

nos que el instrumento 1, para lo cual ya se desarrolla
una variante de peine con 10 agujas.

Con el instrumento 1 se evidencidé una mayor uni-
formidad en los resultados entre meses (Tabla 5) (dos
categorias diferentes en las maternas y tres en las
paternas), que con el instrumento 2 (cinco en las ma-
ternas y siete en las paternas). Estos resultados se
pueden considerar como la expresion de la reduccion
de la exactitud con el instrumento 2, a cambio de una
economia del tiempo medio invertido, aunque en térmi-
nos bioldgicos, ambos ubican a las colmenas en una
posicién similar respecto a las exigencias del progra-
ma de seleccion (1).

Al considerar el total de evaluaciones de conducta
higiénica realizadas con ambos instrumentos, las col-
menas maternas alcanzaron una media de 93,51%,
superior al 90,58% de las paternas (Tabla 5). Ambos
grupos estuvieron a un nivel superior de los determina-
dos en colmenas no selectas (7, 16, 22).
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TABLA 4. Tiempo (segundos) invertido en el pinchado de la cria con ambos instrumentos./ Time (seconds) spent in
the breding punch with both instruments.

Réplica Inst. 1 Inst. 2 Réplica Inst. 1 Inst. 2 Réplica Inst. 1

1 124 11 31 123 13 61 122 11
2 121 13 32 123 11 62 124 12
3 120 12 33 121 12 63 123 11
4 118 15 34 119 10 64 121 12
5 124 13 35 118 11 65 124 10
6 117 15 36 125 13 66 125 14
7 122 16 37 123 12 67 123 10
8 125 13 38 124 15 68 121 9
9 119 12 39 121 13 69 122 12
10 127 13 40 122 12 70 123 14
11 121 12 41 123 10 71 123 9
12 126 13 42 120 12 72 124 9
13 123 11 43 119 14 73 123 12
14 121 10 44 121 11 74 122 10
15 119 10 45 123 11 75 121 13
16 118 9 46 125 12 76 121 12
17 124 12 47 121 11 77 120 13
18 120 13 48 122 13 78 122 14
19 119 12 49 121 12 79 124 12
20 122 10 50 122 13 80 122 11
21 124 12 51 123 11 81 121 12
22 121 13 52 125 14 82 121 10
23 118 12 53 120 12 83 124 12
24 122 14 54 122 13 84 124 11
25 119 9 55 123 11 85 123 10
26 125 9 56 121 10 86 122 9
27 123 12 57 122 9 87 123 11
28 121 13 58 121 9 88 121 12
29 124 15 59 122 10 89 122 14
30 117 12 60 123 12 90 123 9
(Reduce ~ 89% del tiempo) Medias => 121,95 a 14,05b

(2,03 min.) | (0,23 min.)

Test de Student: p<0,05

TABLA 5. Valores de CH con ambos instrumentos, por colmenas maternas y paternas, y por meses./ HC values with
both instruments by maternal and paternal hives and by months.

COLMENAS Media % INSTRUMENTO 1 INSTRUMENTO 2
F=10, 77 (a, b) F=22,01(a, b, ab, c, d)
MATERNAS S o [EE=0,01 EE=0,02
& S
F=57,18 (a, b, ¢) F=42,04 (a, b, ab, abc, bc, c, d)
PATERNAS = © |EE=0,02 EE=0,01
(o)) (o]

Comparacion de Proporciones (p< 0,001)
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Teniendo en cuenta estos resultados, debe consi-
derarse que para los programas de seleccion se de-
ben establecer criterios propios de cada lugar, sobre la
base de la mediay los valores extremos de expresion
de la CH en la poblacién dada; evaluacién que no se
ha realizado en Cuba, ni en ningun otro pais, por el
gasto de tiempo y recursos que supone tal tarea con
los métodos utilizados hasta el presente.
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