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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto que tiene el uso de un suplemento
alimenticio comercial sobre la produccion de zanganos, su morfometria (peso e indices
corporales) asi como su relacion con la calidad del semen de acuerdo a caracteristicas
como: volumen de eyaculado, concentracion, motilidad, viabilidad y morfologia
espermatica. De igual forma se determind la concentraciéon de minerales en semen y en
vesiculas seminales relacionados con la calidad del semen. Se utilizaron 4 colmenas
productoras de zanganos las cuales se asignaron de forma aleatoria a dos dietas
alimenticias durante 5 semanas. El grupo control recibié una alimentacion semanal a base
de jarabe de azucar, mientras que el grupo suplementado recibi6 ademas de jarabe de
azucar un suplemento alimenticio en dos ocasiones. A la par se criaron zanganos, los
cuales se dejaron madurar sexualmente para su colecta. Para comparar el efecto del
suplemento se realizaron estadisticos descriptivos asi como una prueba de t- Student.
Entre las variables evaluadas se encontré diferencia estadistica en cuanto a la produccién
de zanganos (p< 0.05), siendo la produccién menor en el grupo suplementado. El peso
promedio de zanganos suplementados fue mayor en un 10.5% (p< 0.001), de la misma
forma el indice del térax también fue significativamente mayor (p< 0.001). Por otra parte,
el indice abdominal present6 valores similares entre ambos grupos (p> 0.05). En cuanto a
la calidad de semen, se encontré que el uso del suplemento incremento la mayoria de las
variables, se encontraron diferencias significativas en cuanto a concentracién espermatica
(p< 0.001) y viabilidad (p< 0.05). Respecto a la motilidad masal, esta se observé con un
movimiento con ondas vigorosas y remolinos rapidos en todas las muestras de semen; la
motilidad espermatica a las 24 horas fue de mas de un 50% de espermatozoides con
movimiento circular y movimiento progresivo, posteriormente en un lapso de una semana
la motilidad disminuy6 en todas las muestras. Se observaron anomalias en cuanto a la
morfologia espermética, para el grupo control se encontraron espermatozoides con
cabezas grandes (3.5%), colas enrolladas (13.5%) y colas fragmentadas (6%), mientras
que para el grupo suplementado se observaron menores porcentajes de anomalias; estas
fueron de igual forma cabezas grandes (1.5%), colas enrolladas (9.5%) y colas
fragmentadas (4%).

Se determinaron las siguientes concentraciones de minerales en semen de zanganos sin
suplementar: Selenio (199.79 ng/g), magnesio (27.51 pg/g), cobre (50.72 ug/g), zinc
(19.85 ug/g) y fésforo (1875.73 ug/g). Para las muestras con complemento se obtuvo:
Selenio (186.08 ng/g), magnesio (22.94 ug/g), cobre (29.01 pg/g), zinc (22.15 ug/g) y
fésforo (2552.67 pg/g). Para las vesiculas se obtuvieron las siguientes concentraciones:
Selenio (420.1 ng/g), magnesio (138580.1 pg/g), cobre (63.3 pg/g), zinc (56.5 pg/g), calcio
(7.9 uglg) y fésforo (4206.73 pg/g). Para las muestras con complemento se obtuvo:
Selenio (458.72 ng/g), magnesio (106503.21 pg/g), cobre (26.82 ug/q), zinc (44.44 ug/qg),
calcio (3.4 pg/g) y fésforo (8317.47 ug/g).

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que la utilizacién
del suplemento alimenticio mejor6 aspectos morfométricos de los zanganos que se reflejo
en la calidad del semen; sin embargo la presencia de minerales en semen y en las
vesiculas seminales en conjunto no influyé sobre la calidad del semen.

Palabras clave: zanganos, semen, suplemento alimenticio, vesiculas seminales,

minerales
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Abstract

The objective of this study was to analyzethe effect of the use a dietary supplement on
honey bee drone production and drone morphometry (weight and body indices), and its
relationship with semen quality according to characteristics such as volume of ejaculate,
concentration, motility, viability and sperm morphology. Also, the concentration of minerals
in semen and seminal vesicles, which are related to semen quality was determined. Four
drone rearing colonies were randomly assigned to two different diets and fed for 5 weeks.
The control group was fed only sugar syrup, and the treatment group was fed sugar syrup
and food supplement twice during the experiment. At the same time, drones were reared
and allowed to reach sexual maturity before their collection. Descriptive statistics and t-
Student tests were used to analyze the effect of the supplement on drone production,
drone morphometry and semen quality. In the evaluated variables, statistical difference
was found in the production of drones (p <0.05), with the lowest production in the
supplemented group. The average weight of supplemented drones was significantly higher
by 10.5% (p <0.001). Also, the chest index was significantly higher (p <0.001). However,
the abdominal index presented similar values between both groups (p> 0.05). Moreover,
the supplement increased most of the variables used to assess semen quality, including
sperm concentration (p <0.001) and viability (p <0.05). Mass motility was observed as
vigorous waves and rapid swirls in all semen samples; sperm motility at 24 hincluded more
than 50% of the spermatozoa, showing circularand progressive movements. After one
week the motility decreased in all samples. Abnormalities in sperm morphology in the
control group included spermatozoa with large heads (3.5%), rolled tails (13.5%) and
fragmented tails (6%). A lower percentage of anomalies were found in the treatment
group, including large heads (1.5%), rolled tails (9.5%) and fragmented tails (4%).

The mineral concentration drone semen from control colonies were the following: selenium
(199.79 ng/g), magnesium (27.51 ug/g), copper (50.72 ug/g), zinc (19.85 ug/g) and
phosphorus (1875.73 pg/g). The mineral concentrations in drone semen supplemented
were the following: selenium (186.08 pg/g), magnesium (22.94 ug/ g), copper (29.01 ug
/g), zinc (22.15 pg /g) and phosphorus (2552.67 ug/g). The mineral concentrations from
seminal vesicles of drones from control colonies were: selenium (420.1 ng/g), magnesium
(138580.1 ug/g), copper (63.3 ug/g), zinc (56.5 ug/g), calcium (7.9 ug/g) and phosphorus
(4206.73 pg/g). The mineral concentrations from seminal vesicles of drones from
supplemented were: selenium (458.72 ug/g), magnesium (106503.21 pg/g), copper (26.82
Mg/g), zinc (44.44 ug/g), calcium (3.4 ug/g) and phosphorus (8317.47 ug/q).

With the results obtained in the present study, it can be concluded that the use of the
nutritional supplement improved morphometric aspects of the drones that was reflected in
the quality of the semen; however, the presence of minerals in semen and in the seminal
vesicles as a whole did not influence semen quality.

Keywords: drones, semen, food supplement, seminal vesicles, minerals
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1. INTRODUCCION

En la actualidad la apicultura mexicana ha comenzado a desarrollarse por medio
de grandes productores, los cuales tienen una relevante participacion en el mercado
internacional. México ocup6 en el 2016 el octavo lugar mundial en produccién de
miel, con 55 358 mil toneladas y el tercer lugar como exportador, cuyo destino
principal es el mercado europeo (SIAP 2016). De forma directa la actividad apicola
beneficia a 45,000 apicultores y de forma indirecta a 400,000 personas, ademas se
estiman valores de mas de $26,400 millones de pesos por el concepto de la
polinizacion proporcionada por las abejas, principalmente por cultivos horticolas y
fruticolas. Todos estos datos hacen pensar que la apicultura en México tiene un
enorme potencial, para ello es necesario mantener la produccion anual de miel, e
inclusive incrementarla, ademas de desarrollar una apicultura intensiva que
compense los altos costos de los productos apicolas, asi como los costos que causa
la abeja africanizada como lo es el cambio de reinas anual, las reubicaciones de los
apiarios y la mano de obra.

Una de las principales herramientas para lograrlo es mediante el mejoramiento
genético, por medio del cual se pueden indentificar a las colonias que tienen el
mejor valor genético para la caracteristica que nos interese mejorar en las
poblaciones de abejas como son la produccién de miel, docilidad y reistencia a
enfermedades principalmente.

En el mejoramiento genético de las abejas se ha puesto mas atencion en la
seleccién de las reinas y poca a los zanganos por la dificultad de determinar los
caracteres de éste que estan mas correlacionados con las buenas caracteristicas de
la colonia; sin embargo, los zanganos son una parte fundamental en las cuestiones
reproductivas por lo que es forzoso realizar mejoras en la produccion de ello. Una
forma de solucionar este problema, ha sido utilizando colonias seleccionadas como
productoras de zdnganos, que se aparean con las reinas virgenes procedentes de
madres seleccionadas.

Existen metodologias bien desarrolladas de cria de reinas, pero falta
perfeccionar el proceso de cria de zanganos para que estos existan en cantidad
abundante durante todo el afio y que sean maduros sexualmente en el momento en

que las reinas estén listas para la fecundacion natural o inseminacion.




También es preciso desarrollar e implementar metodologias para evaluar la
calidad del semen de los zanganos que se utilicen para estos fines.

Uno de los principales problemas de la cria de zdnganos es que se dificulta su
produccién en épocas fuera de la temporada natural de reproduccion de las abejas,
debido a la falta de alimento. Por esta razén el tipo de alimentacién que se les
proporcione debe contener los nutrientes necesarios para lograr un buen desarrollo
de los zanganos, es decir, para que estos presenten caracteristicas reproductivas
deseables como un adecuado tamafio corporal y que el semen que produzcan sea
de calidad (Estrada, 2013).

Es asi que la nutricibn es un factor determinante en la apicultura,
primordialmente para las abejas reinas y los zanganos, los cuales deben ser
capaces de reproducirse, generando grandes poblaciones de abejas que resistan
incluso a factores de estrés (Brodschneider y Crailsheim, 2010) debido a la
necesidad de producir grandes poblaciones de abejas,). De forma general, debido a
la pérdida masiva de colonias de abejas que se inici6 a informar a nivel mundial
desde el afio 2006, se han comenzado a estudiar en todo el mundo los efectos de
una buena nutricion en esta especie; este fendmeno es conocido como “Sindrome
del Colapso de las Colonias” (o Colony Collapse Disorder, CCD, por sus siglas en
inglés) en el cual se ha mencionado que la nutricibn es un factor asociado
estrictamente con este sindrome (Neuman y Carreck, 2010).

De acuerdo a estudios realizados en cuanto a nutricibn se ha logrado
determinar que entre las causas principales se encuentran la inanicion, la cual se
presenta cuando existen largos periodos sin floraciones o cuando se hallan
infestaciones parasitarias elevadas, lo cual hace que las abejas no puedan
desarrollarse al no contar con reservas alimenticias (Higes et al.,, 2008). Otro
problema son los monocultivos ya que las abejas caracteristicamente recogen
mezclas de polen de muchas especies diferentes obteniendo una dieta equilibrada y
diversa, sin embargo las colonias utilizadas para la polinizacidon se enfrentan a una
alimentacién menos diversificada de pdlenes, y esta dieta en particular puede no
proporcionar todos los nutrientes esenciales, asimismo existen productos
transgénicos en muchos de los cultivos donde las abejas colectan alimento, estos
transgénicos contienen toxinas de Bacillus thuringiensis o inhibidores de proteasa,

gue afectan de forma cronica a las abejas (Neuman y Carreck, 2010). De igual




forma pueden llegar a encontrarse dentro del néctar o polen de las flores residuos
de plaguicidas como los neonicotinoides, los cuales afectan de forma gradual la
salud de las abejas. También se hallan ciertos toxicos naturales, los cuales pueden
ser azucares como la galactosa, arabinosa, manosa y xilosa, los cuales forman
parte de la composicion quimica del néctar de las flores y de ciertos pélenes e
inclusive en sustitutos de polen como la harina de soya (Brodschneider y Crailsheim,
2010).

Por otro lado existen diversas enfermedades causadas por bacterias, virus,
parasitos y hongos, los cuales ocasionan estrés nutricional, por ejemplo, las obreras
infectadas con hongos por Nosema ceranae o N. apis muestran elevados niveles de
hambre y cambios en el comportamiento en la trofolaxia, la cual ocasiona un
aumento en el consumo de alimento, que a su vez incrementa la necesidad de la
colonia de obtener recursos, contribuyendo a que las abejas no puedan suministrar
el alimento necesario. Todos estos problemas han tenido efectos diversos en cada
una de las castas, no obstante, es trascendental conocer que en una colonia de
abejas, los niveles nutricionales estan estrechamente conectados a través de
numerosas interacciones que involucran a toda la colonia completa.

La nutricion debe mantenerse adecuadamente en cada etapa desde la cria
hasta las abejas adultas, ya que los trastornos en cada etapa afectan a etapas
posteriores y viceversa (Brodschneider y Crailsheim, 2010). La nutriciébn de las
abejas es un proceso complejo ya que los requerimientos nutricionales, la ingesta,
digestion y absorcion del alimento dependen de factores sociales o de
comportamiento; en este sentido se hace referencia principalmente al papel de cada
casta dentro de la colonia (hembras y machos) ya que varia de acuerdo con la edad

y la funcién que necesiten realizar en ciertos momentos de su vida.




Revision de literatura

1.1 Produccioén natural de zanganos

Como se menciond, dentro de la cria de reinas se deberan incluir colonias
seleccionadas especificamente para producir zanganos con el objetivo de que
saturen las zonas de congregacion y fecunden a las abejas reinas. En este sentido,
la participacién reproductiva de los zanganos es primordial ya que aportan el 50%
del material genético, el cual repercutird para las siguientes generaciones de abejas
(Laidlaw y Page, 1984). Su aportacion reproductiva depende de su habilidad para
poder aparearse una sola vez con una abeja reina y de la calidad de su semen; esto
ultimo se ve reflejado en la produccién promedio de espermatozoides y en su
viabilidad. En algunos estudios se ha referido que los espermatozoides son viables
hasta por 5 afios, una vez se encuentran dentro de la espermateca de la reina
(Guzman, 2012).

1.1.1 Biologia reproductiva

Para empezar la crianza de zanganos es necesario conocer la biologia
reproductiva de las abejas. Las abejas son insectos eusociales, esto quiere decir
gue viven en colonias que se componen de dos castas, machos y hembras (a su
vez, las hembras pueden ser obreras o reinas). Las colonias estan conformadas por
miles de obreras, cientos de zanganos (alrededor del 10% de los habitantes totales
de la colonia) y de una reina. Cada casta cumple una funcién especifica dentro de la
colonia (Figura 1). Las obreras realizan diferentes labores dentro de la colmena,
éstas actividades van desde la limpieza de celdas, alimentacion de larvas, pecoreo y
defensa de la colmena.

Las abejas reinas y los zanganos cumplen con las funciones reproductivas.
La abeja reina nace a partir de un huevo fecundado cuya larva es alimentada con
jalea real por las obreras nodrizas. El desarrollo de la reina tiene una duracion
promedio de 16 dias, posteriormente a los 7 dias después de emerger, alcanza la
madurez sexual para salir de la colmena y aparearse con los zanganos.

Los zanganos son los individuos machos dentro de las colonias, tienen una
vida media de 50 dias aproximadamente. Los zanganos se desarrollan a partir de
huevos no fertilizados puestos por reinas u obreras, por lo tanto tienen un solo juego

de cromosomas (16n). El desarrollo de un zdngano o metamorfosis tarda 24 dias




aproximadamente, periodo mas largo que el de las obreras y reinas. Dentro de sus
caracteristicas morfolégicas es que su cuerpo no esta desarrollado para recolectar
alimento, tampoco poseen un aguijon como sistema de defensa. El principal
propésito de los zanganos es producir semen y fecundar a las abejas reinas lo cual
ocurre en un vuelo. Los zanganos de todas las especies de Apis, mueren durante su

primera y Unica cépula, debido a la eversion irreversible del endé6falo que causa una

paralisis.
Casta Morfologia Funcién Tiempo vida
Hembra no fértil
- Cuidado de cria 45 - 90 dias
Obrera A .
- Limpieza aproximadamente
- Construccién de nido
-Defensa y forrajeo
5 afios en vida
Hembra fértil silvestre
Reina
- Puesta de huevos 1-2 afios
vida productiva
Macho
Zangano 6 meses
9 - Apareamiento con reinas aproximadammente
- Fecundacion

Figura 1. Morfologia y caracteristicas principales de las abejas de acuerdo a las
castas.

(Modificada de https://www.zzzangano.com/tipos-abejas-zanganos-reina-obreras.)

En las colmenas los zanganos son criados y tolerados principalmente en
épocas de abundante floracion; el mayor nimero coincide con el pico maximo de
disponibilidad de recursos (McNally y Schneider, 1994; Seeley, 2002) y con las
mejores épocas para la cria de reinas. Las obreras regulan su poblacion en las
colonias ya sea limitando la cantidad de panales construidos o inclusive desalojando
a los zanganos adultos de la colonia. La abundancia de los recursos, el
comportamiento de enjambrazén y la poblacion de obreras en la colonia son
algunos de los factores que intervienen en la produccion de zanganos (Pratt, 1998;
Pratt, 2004).
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Asi, las poblaciones de zanganos fluctian con las estaciones, siendo mas
populosos en primavera y en los primeros meses de verano, posteriormente en
otofio cuando los recursos son escasos, son expulsados de las colonias,
alcanzando su punto mas bajo poblacional en invierno (Peng et al., 1993; Winston,
1991).

Durante su desarrollo, los zanganos requieren alimentos (polen y miel) para
el crecimiento y maduracion de las células y de los 6rganos reproductivos (Laidlaw y
Page, 1997). Los zanganos permanecen en la colmena hasta el octavo dia
aproximadamente, posteriormente inician vuelos de orientacién, sucesivamente
hacia los dias 12-20 alcanzan la madurez sexual. Cuando los zanganos maduran
sexualmente realizan vuelos de apareamiento. Estos vuelos generalmente ocurren
entre las 14:00 y las 16:00 horas del dia, aunque los horarios son flexibles y se
adaptan a la situacion climatica. El tiempo que duran los vuelos es variable, pero
generalmente tardan de 25 a 32 minutos. Los zanganos pueden realizar de tres a
cinco vuelos en un dia, teniendo periodos de descanso de 15 minutos. En los vuelos
de apareamiento las reinas y los zanganos se dirigen a éareas geograficas
denominadas zonas de congregacion, en donde confluyen reinas y zanganos de
colonias diferentes. Estos lugares se encuentran en promedio a 2 km de distancia
de su colonia. En una zona de congregacion se pueden observar zanganos volando
en una area de 30 a 200 metros de diametro y a una altura de 10 a 40 metros
(Koeninger et al., 2005a) estimaron que en una zona de congregacion se pueden
encontrar en promedio hasta 11, 750 zanganos de mas de 200 colonias.

Cuando una reina vuela en un area de congregacion, los zanganos la
perseguirdn en grupo, formando como cometas. Los machos son atraidos por la
presencia de la feromona mandibular de la reina y mediante sefiales visuales (Gary,
1963; Strang, 1970). Una vez que el zangano alcanza a una reina, éste se
engancha a ella con el primer par de patas, el segundo par de patas se coloca sobre
el térax y el tercer par sobre el abdomen, de manera que queda posado sobre el
dorso de la abeja reina. El apareamiento dura menos de cinco segundos, durante
este periodo el zdngano curva el abdomen mientras que la reina abre la cAmara del
aguijén permitendo la entrada del end6falo del zangano, el zangano cae hacia atras
por la presion que ejerce la hemolinfa, el abdomen se contrae provocando la

eyaculacion.




Una vez que sucede la eyaculacion, el zangano se separa de la reina
quedando parte del endéfalo dentro de la vagina y el zdngano muere. El éxito de
apareamiento de los zanganos con una reina es apenas equivalente a 1 % del total
de los zanganos presentes, sin embargo los zanganos que se han apareado
mueren.

Las reinas pueden aparearse durante un solo periodo de su vida, que dura
de 14 a 21 dias después de alcanzar la madurez sexual, en promedio se aparean
con 1 a 17 zanganos en promedio. Las reinas almacenan el semen de los zanganos
con los que se aparean en la espermateca, en este 6rgano el semen de los
zanganos se mezcla y permanece viable durante toda la vida de la reina (Winston,
1991).

El eyaculado de un zangano contiene entre 6.1 y 11.9 millones de
espermatozoides (Schlins et al., 2003), sin embargo sélo entre un 2.5% - 5% de
estos espermatozoides son almacenados en la espermateca, el resto son
expulsados por la reina atraves de la vagina. Las reinas son capaces de almacenar
un total de entre 4.7 y 8.0 millones de espermatozoides en la espermateca por cinco
afios y con una capacidad potencial para dejar hasta 1.7 millones de descendientes
(Baer, 2005).

Una vez que la reina ha realizado su ultimo vuelo de apareamiento, después
de un promedio de 3 a 5 dias, empieza a ovopositar. Una reina pone alrededor de
1,500 huevos diariamente. Los huevos fértiles daran origen a individuos hembras,
los huevos que no se fertilizaron dan origen a individuos machos (un numero
haploide de cromosomas).

Los d6rganos reproductivos del macho incluyen un par de testiculos, los
conductos deferentes que se ensanchan en las vesiculas seminales, un par de
glandulas del moco, un conducto eyaculador y un pene o endéfalo (Figura 2); en el

Cuadro 1, se mencionan las caracteristicas de cada estructura.




Cuadro 1. Caracteristicas de los érganos reproductivos del zdngano

Testiculos

Conductos
deferentes

Vesiculas

seminales

Glandulas

del moco

Endoéfalo

Son érganos pares, ovalados, de color crema, situados muy anteriormente en el
abdomen. Son cuerpos blandos, esponjosos de 5 — 6 mm de longitud en el zadngano
recién emergido; se componen de cerca de 200 testiolos (tubos espermaticos) en los
cuales se desarrollan los espermatogonios. Cada testiculo tiene una tdnica exterior,
dentro de los tubulos, las celdas son organizadas en quistes, envueltas en una pared
fina, que parecen llevar funciones de secrecion y servir de transporte.

Siguen un trayecto en forma de “S”, son elasticos y de color blanco brillante, estan
formado por una musculatura muy fuerte, en su porcién mediana el vaso deferente se
ensanchan formando la vesicula seminal en forma de botella.

Es el lugar donde los espermatozoides complementan su estado de maduracion y
permanecen almacenados hasta el momento del acoplamiento. Estan conectadas con
las glandulas mucosas que se unen para formar el conducto eyaculador, que se
comunica con el endéfalo. En las vesiculas de zanganos maduros sexualmente se
puede observar que el epitelio esta muy plegado internamente. En los jévenes los
pliegues son aun mas cerrados debido a la falta de espermatozoides. Las células son
largas y muy angostas, por lo tanto, los ndcleos son alargados, atestados y movidos
en diferentes niveles por lo que se observa un epitelio de tipo pseudoestratificado. En
los adultos los espermatozoides estan distendidos por las paredes del lumen y
empujan las celdas contra la membrana basal. Las células epiteliales de las vesiculas
son muy altas, en forma columnar, casi filiformes. En las pupas el promedio es de 30
pum de alto y 2.5 um de ancho; en los adultos 20 um de alto y de 5-5.4 um de ancho.
Destaca el largo del lumen formando la membrana apical, las microvellosidades son
mas largas (1-1.5 um), la mayor cantidad se forma en el estado de pupa.

Son érganos pares, situados en el segmento inferior del vaso deferente, estan unidas
en la parte posterior formando un cuerpo en forma de “U”, siendo la parte mayor y
més evidente de todo al aparato reproductor del zangano. Estan formadas por una
musculatura muy fuerte, de dos a tres capas. Hacia el lumen hay una capa de células
epiteliales con funcién secretora, estas segregan una sustancia mucosa que al
contacto con el aire solidifica, este moco es producido durante los primeros 7 dias de
vida como adulto. Tienen como funcion empujar al semen a través del conducto
eyaculador (Chavacéan, 2006).

Es un saco blando membranoso, con varios apéndices y zonas velludas. Es el 6rgano
de copulacién y consiste en un tubo largo complejo en el interior del abdomen. Esta
invaginado en el abdomen, simula una silueta en forma de dedo, siendo casi igual su
longitud a la del abdomen del zangano. El largo conducto eyaculador liga al endéfalo
con los testiculos y las gandulas mucosas. Debido a su longitud, los érganos de

acoplamiento de los zanganos tienen la forma de una “S”: la parte inferior de la “S”




esta formada por el enddfalo, la parte media por el conducto eyaculador y la parte
inferior por los testiculos y las gandulas mucosas. El enddfalo se puede ver mejor
cuando esta completamente fuera del abdomen, situacién que se puede obtener
empujando ligeramente el térax de un zdngano maduro. La porcion mas ancha del
endofalo (bulbo), de donde salen dos cuernos o corniculas que en el zdngano maduro
son observador de color naranja intenso y el zangano inmaduro es observado de
color transparente. Estas corniculas permiten mantener abierta la vagina de la reina
durante el acoplamiento. El end6falo en eversién es transparente y esté lleno de aire
y hemolinfa. En su interior se puede observar el conducto eyaculador.

(Modificado de Reyes, 2010)

Figura 2. Morfologia del aparato reproductor del zangano.

En a: se observa el esquema del aparato reproductor del zangano (Dade, 1994) y en b se

muestra una fotografia representativa del aparato reproductor del zangano. En ambas

ilustraciones se muestran los drganos con los siguientes letras: Ts = testiculos, Vs

Vesicula seminal, Gm =Glandula productora de moco, Cr = Corniculas, Bb = Bulbo, Cd

Conducto deferente.

Durante la eyaculacion, el semen del endéfalo debe salir fuera del abdomen.
Este proceso comienza a partir de un incremento de presién en el interior del
enddfalo parcialmente evertido, las paredes del conducto dorsal se abren, el interior
del cuello se agranda y el bulbo pasa a través de él, lograndose la eversion total. El
aumento de la presién dentro del endéfalo, provoca la expulsion de semen y moco

con fuerza en la extremidad del endéfalo en zanganos maduros (Woyke, 2008).
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1.1.2 Produccién y caracteristicas de los espermatozoides
La espermatogénesis o produccion de espermatozoides se lleva a cabo en el

germarium dentro de la parte distal de los testiculos (Figura 3), durante la fase de

pupa (14 ¥ dias). El germarium se divide en tres zonas en especifico:

- Zona de crecimiento (I): Las células germinales haploides (16n) se dividen
generando espermatogonias, las cuales se dividen e incrementan de tamafio
para formar los espermatocitos.

- Zona de maduracién y reduccion (11): Los espermatocitos se dividen por meiosis
dando origen a las espermétides.

- Zona de transformacién (lll): Las espermatides daran origen a los
espermatozoides. Posteriormente, se lleva a cabo la espermiogénesis antes de

emerger de la celda.

Zona lll Zona Il Zona |

Maduracion

Crecimiento Germanum

34
Reduccion

\Transformacrd

l'iggaﬁ% o
ﬂﬂ& L V Boacn
\ LS

Célula apical

i

Espermatocitos

Conducto Deferente

Meiosis

Figura 3. Representacién esquematica de la espermatogénesis en zanganos.
(Tomada de Chapman, 1998)

Consecutivamente los espermatozoides se desplazan hasta las vesiculas
seminales dos 0 tres dias después de su emergencia como adultos (Woyke, 1985),
y permaneceran en las vesiculas seminales hasta el apareamiento. Los zanganos al
emerger de sus celdas como adultos poseen el mismo nimero de espermatozoides
que tendran el resto de su vida a diferencia de los mamiferos, donde la produccién

de espermatozoides se da hasta la pubertad (Reyes, 2010).

10

——
| —



En el caso del zangano no se produce reduccién divisional durante la
espermatogénesis, por lo que todos los espermatozoides haploides son
genéticamente idénticos. Las células espermaticas sufren un segundo estadio de
maduracion, que finaliza a los 10 a 12 dias, momento en el que los machos estan
maduros sexualmente (Koeniger et al.,, 2005a). Los zanganos tienen la cantidad
maxima de células espermaticas hasta los 8 dias de edad, pero sus
espermatozoides a cualquier edad son funcionales. La eversion del endoéfalo y la
eyaculacion es mejor cuando son mayores de 12 dias. Cada zangano produce entre
150 y 1.75 pyl de semen que contiene aproximadamente 11 millones de
espermatozoides (Woyke, 1962). La cantidad de espermatozoides que produce un
zangano es dependiente de su peso, de la longitud abdominal y de su procedencia,
es decir si fueron generados por una abeja reina 6 una obrera. Diversos estudios
sefialan que la produccion de espermatozoides es menor cuando estos han sido
criados por obreras ponedoras (Schlins et al., 2003).

Los espermatozoides son filamentosos, con una cabeza elongada y una cola
considerablemente larga (250-270 um de largo y 0.7 um de ancho), se asemejan a
los espermatozoides de otros insectos y son mas largos y delgados en comparacién
a los espermatozoides de los mamiferos (Verma, 1974); se componen de las
siguientes estructuras: cabeza, cuello y flagelo (Figura 4). Su principal caracteristica
es que su cabeza es cilindrica y poco distinguible de la cola o flagelo. La falta de
demarcacion entre la cabeza y la cola acompafiada por su longitud extrema hacen
que los espermatozoides sean dificiles de observar con microscopios de campo

claro, por ello es importante evidenciar el nicleo mediante algunas tinciones.

a) Cabeza: La cabeza del espermatozoide mide aproximadamente 12.2 pm
de largo y 0.5 um de ancho, es una estructura elongada, asimétrica y esta
compuesta por el acrosoma o perforatorium y el nucleo (Figura 4). ElI acrosoma
forma el complejo acrosomal, en su extremo apical se encuentra una estructura en
forma de tubulo la cual es el apéndice acicular; posteriormente a éste, el complejo
acrosomal comienza a diferenciarse en una region esférica y alongada. El acrosoma
mide 1um de longitud por 0.25 um de ancho, éste se amplia en su parte posterior y
forma la galea. Posteriormente la forma de la cabeza comienza a tornarse ovalada

para formar el nucleo. El ntcleo es grande de forma esférica u ovoide, que mide 5
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um de longitud y 0.3 um de espesor dependiendo de la edad. Generalmente es
esférico en adultos. En la parte posterior del nlcleo se forma una regién entre la
cabezay la cola a la cual se le denomina cuello. También la parte final del nicleo da
origen a los derivados mitocondriales .El complejo acrosomal esta compuesto por
las siguientes estructuras: el apéndice acicular anterior, la regién esférica (contiene
material extra acrosomal), la vesicula acrosomal, el corpusculo central interno, la

barra interna acrosomal y la cavidad subacrosomal.

b) Cuello: La region del cuello es una estructura que une al nucleo con el
axonema y los derivados mitocondriales de la cola. En la porcién anterior de los
derivados mitocondriales se encuentra el cuerpo triangular, que probablemente

funciona como el centriolo descrito en los espermatozoides de otros insectos.

¢) Flagelo: Consiste en dos derivados mitocondriales, un axonema y dos
cuerpos accesorios de forma triangular. Los derivados mitocondriales son de

diferente tamafio y se encuentran paralelos al axonema (Figura 4).

Figura 4. Fotografias representativas de espermatozoides filamentosos de zangano
tefiidos con tincidn especifica para contrastar sus estructuras: a) Tincién Hematoxilina-
Eosina (las flechas sefialan el flagelo y el niicleo que demarca la cabeza respectivamente,
tomada de Reyes, 2010) y b) Tincién Eosina-Nigrosina (las flechas sefialan el flagelo y la
cabeza formada por el nicleo y el acrosoma, en este caso el nlcleo constrasta para obsevar

el acrosoma).
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Los espermatozoides junto con el plasma seminal componen el semen. El
semen de zangano, es un liquido de color crema que contiene dos elementos:
plasma seminal y espermatozoides, en una proporcion 1:1 o 2:1. El pH del esperma
eyaculado varia de 6.0 a 7.1 (Verma, 1973) tiene una osmolaridad de
467+13mOsmol/ml. Contiene azucares como fructosa, glucosa y trehalosa (Blum et
al., 1962; Verma 1974), aminoacidos (como cistina, metionina, tirosina, entre otros),
fosfolipidos, triglicéridos, acidos grasos libres, minerales como Mg, Ca, Na, Fe, Mn y
Cu (Verma, 1973), enzimas antioxidantes (catalasa, glutation S-transferasa vy
superéxido dismutasa) asi como compuestos de a-glicerolfosfato, lactato, NADH,,

NADPH,, glucosa-6-fosfatasa, p-hidroxibutirato, isocitrato, glutamato y malato.

1.2 Cria artificial de zanganos

La produccién intensiva de zanganos es un factor importante en la cria de reinas
y en la inseminacion artificial, ya que de los zanganos seleccionados se obtendran
las caracteristicas genéticas de las siguientes generaciones. Las colonias
productoras de zanganos deben seleccionarse con base a caracteristicas como
produccién de miel, docilidad y alta resistencia a enfermedades.

Los zanganos se deben producir dos meses antes de la cria de reinas, esto es
para garantizar el tener zanganos adultos y maduros en el momento que salen las
primeras reinas a fecundarse, para ello las colmenas criadoras de zanganos deben
encontrarse a una distancia menor de 5 km de las zonas de apareamiento. La
cantidad de zanganos a producir dependera de las reinas, por ejemplo es necesario
de dos a tres colmenas criadoras de zanganos por cada 100 reinas (espacios de
fecundacion).

Otro de los aspectos mas relevantes en la producciéon de zanganos es la
presencia de la enfermedad conocida como varroasis, la cual es causada por el
agente etiolégico Varroa destructor, el cual tiende a crecer de una forma
exponencial ya que el periodo de metamorfosis de los zanganos (24 dias) permite la
reproduccion del &caro sin mayor problema perpetuando la enfermedad. Es por esto
que es comun medicar a este tipo de colmenas dos veces al afio, o bien cambiar

cada afio a las colmenas productoras de zanganos.
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El principal método para inducir la cria de zdnganos es suministrar a la colonia
seleccionada panales con celdas solo de zangano (bastidor con cera estampada
para zangano) o panales normales de celdas de obrera que contengan sectores de
celdas de zangano. Estos panales se colocan en el centro de la cAmara de cria de
la colonia seleccionada o criadora. Normalmente la produccién de zanganos
requiere ademas de los bastidores especiales para zanganos un estimulo parecido a
la enjambrazon, el cual es promovido por una sobrepoblaciéon de la colmena como
resultado de la abundancia de polen y néctar (Estrada 2013); por ello se menciona
gue una buena colonia productora de zdnganos se debe alimentar adecuadamente
con polen y miel. También debe de considerarse que la cantidad de cria de
zanganos y el numero de zanganos adultos esta positivamente correlacionado con
el numero de obreras de las colonias, pues la cantidad de cria de zadnganos se
incrementa con el tamafio de la poblacién de esta.

Asimismo, en estas colmenas, las reservas de alimento deben ser suficientes, si
es posible deben tener alzas con miel y aunado a ello es de suma importancia

proporcionar de forma artificial alimento energético y proteico.

1.3 Nutricion y alimentacion artificial en abejas

La nutricion es un proceso biolégico a partir del cual el organismo asimila los
alimentos y los liquidos necesarios para el crecimiento, funcionamiento y
mantenimiento de las funciones vitales. Existen seis requerimientos bésicos de
nutrientes esenciales para las abejas, estos son: los carbohidratos, las proteinas,
lipidos, vitaminas, minerales y agua. La mayoria de estos son adquiridos a través
del consumo natural del alimento, llamado “pan de abejas”, el cual es una mezcla de
miel y polen. Su consumo varia segun la edad de la abeja y la disponibilidad dentro

de la zona floristica (Crailsheim et al., 1992).

» Carbohidratos: Son uno de los nutrientes mas importantes y abundantes en
la alimentacion de las abejas, siendo el néctar la principal fuente de energia.
El néctar (el cual es pecoreado por abejas obreras a partir de diversas flores,
transportandolo a la colmena y finalmente sea almacenado en celdas para

convertirlo en miel).
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El néctar estd compuesto por agua (40 a 80 %) y azucares (7 al 60 %), como
sacarosa, aceites esenciales, sales minerales y &cidos organicos (citrico,
férmico, acético, butirico, entre otros). Las proporciones de estos
compuestos varian dependiendo de la especie vegetal, de las condiciones
del suelo y del ambiente en general (DeGrandi-Hoffman y Hagler, 2000).

Las abejas adultas requieren en promedio consumir 4 mg de azUcares al dia
para sobrevivir como minimo, aunque este puede variar hasta los 128 mg
cuando las abejas obreras realizan muchas actividades. En el caso de las
larvas, durante los primeros tres dias requieren entre un 18% - 45% de
azlcares, equivalente a 60 mg de azuUcares en obreras y para zanganos

98.2 mg de azucares (Brodschneider y Crailsheim 2010).

Proteinas: Las proteinas son fundamentales en la dieta de las abejas, estos
nutrientes son provistos de forma natural y especificamente a través del
consumo de polen. La calidad nutritiva del polen varia segln la especie y
regiones de las que proviene. Se ha observado que el contenido proteico de
diferentes tipos de polen puede variar de 4 % hasta un 80 % (Keller et al.,
2005). Las proteinas presentes en el polen estan formadas por una variedad
de aminoacidos, dentro de estos los de mayor importancia para las abejas y
su desarrollo se encuentran: arginina, histidina, lisina, triptofano, fenilanina,
metionina, treonina, leucina, isoleucina y valina.

Las colonias de abejas colectan en promedio entre 10 a 26 kg de polen por
afio, del cual solo una pequefia cantidad es almacenada, e incluso estas
pequefias reservas son rapidamente consumidas segun la necesidad de la
colonia. En cuanto al consumo de polen por parte de los diferentes
elementos que componen la colonia varian de acuerdo a las actividades y
funciones que realiza la abeja, por ejemplo, una abeja obrera consume un
promedio de 3.04 a 4.03 mg de polen por dia. En el caso de la cria, se ha
determinado que para el correcto desarrollo de una larva, se necesitan
aproximadamente de 25 a 37.5 mg de proteina, o lo que equivale a 125 -
187.5 mg de polen (Crailsheim 1986; Brodschneider y Crailsheim, 2010).

Las obreras nodrizas desempefian un papel fundamental en la digestién y

distribucién de proteinas a la cria, la cual durante los primeros tres dias de
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vida recibir4 en forma de jalea real (la cual contiene aproximadamente un 14
% de proteina) y posteriormente seran alimentadas con una mezclan del
polen con miel y secreciones glandulares que se conoce como “pan de las
abejas”, el cual tiene un pH mas bajo y menos almidén, lo que hace que
tenga mas valor nutritivo, esto se debe a la ligera fermentacién ocasionada
por bacterias propias del tracto digestivo pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium (Aguilar, 2014).

» Lipidos: El polen también proporciona otro tipo de nutrientes que son
igualmente importantes para el desarrollo de las abejas y su cria. Los lipidos,
por ejemplo, se encuentran formando entre un 0.8 % y 18.9 % del polen de
diferentes especies vegetales, estos lipidos estdn compuestos
principalmente por acidos grasos y esteroles; los acidos grasos son un
componente esencial de los fosfolipidos, los cuales son elementos
indispensables de la membrana celular. La adicién de un 2 -4 % de lipidos
abundantes de esteroles como el 24-metil-colesterol, incrementa el
desarrollo de la cria (Brodschneider y Crailsheim, 2010).

Los lipidos se metabolizan principalmente durante la etapa de cria y son
considerados como una importante fuente de energia, y como precursores
de esteroles. Los lipidos pueden llegar a influenciar la obtencion de recursos
por parte de las pecoreadoras, ya que entre mayor cantidad de lipido en el
polen, resulta mas atractivo al pecoreo, aun cuando sea deficiente en otros

nutrientes (Rueppell et al., 2006).

» Vitaminas y minerales: Debe existir una mezcla de vitaminas solubles en la
dieta (A, D, E y K), sin embargo la vitaminas B6 como la piridoxina es
esencial (Anderson y Dietz, 1976).

Las abejas obtienen elementos inorganicos principalmente a partir de polen,
néctar y agua. Dentro de los principales requerimientos minerales se
encuentran: potasio (1000 ppm), calcio (500 ppm), magnesio (300 ppm),
sodio (50 ppm) asi como trazas de zinc, manganeso, hierro y cobre (Herbert
y Miller, 1987).
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La obtencion de los nutrientes depende directamente de la ingestiéon de
alimentos, en el caso de las abejas, el sustento depende directamente de los
recursos disponibles para la colonia, por ello las mismas abejas tienden a adaptar
estrategias para subsistir de acuerdo con sus necesidades, asi como al suministro
de ciertos nutrimentos en especifico. La calidad y cantidad de los nutrientes
obtenidos son necesarias y responsables de ciertas caracteristicas para las colonias
de abejas como: la cantidad de progenie producida, la longevidad y la salud de las
abejas adultas de forma general, en la supervivencia y productividad de una colonia
(Algarni, 2006). A nivel individual influye en la masa corporal, la madurez sexual
(Paoli et al., 2014) y en caracteristicas reproductivas (Schliins et al., 2003); en los
zanganos especificamente aumenta la capacidad de eversion del endofalo y la
calidad del semen, ya que se incrementa la produccion de espermatozoides y
existe una mejor viabilidad, dando como resultado un mayor éxito en el
apareamiento (Koeniger et al., 2005a).

Hoy en dia se conoce que cuando las colonias de abejas se enfrentan a una
carencia de un nutriente esencial, su afectacion serd de diferente manera. Por
ejemplo, la deficiencia de carbohidratos en la dieta se ve reflejado en el desarrollo
de la colonia, reduciendo la cantidad de cria y por ende el comportamiento de
pecoreo, asimismo incrementan comportamientos indeseables como el
comportamiento defensivo y el pillaje (robo de recurso de colonias fuertes a colonias
débiles), de igual forma la falta de carbohidratos en los zanganos afecta la viabilidad
del semen, ya que son necesarios los azucares como fuente de energia para los
espermatozoides (Al-Lawati et al., 2009).

En el caso particular de las proteinas, cuando son deficientes afectan en la
maduracion de los musculos de vuelo, por lo que afectan igualmente el
comportamiento de pecoreo, el desarrollo de gldndulas como las hipofaringeas, la
reproduccion en el caso de los zanganos y reinas ya que disminuye el tamafio y
desarrollo de los érganos reproductores asi como un deficiente sistema inmune
(Stirup et al., 2013).

Asimismo las colonias sin suministro de polen pueden impedir que los adultos
alimenten adecuadamente a las larvas o que impidan que las crias lleguen hasta la
edad adulta. En un principio se mantendra la cria sélo por un corto periodo de

tiempo, primero utilizando el pan de las abejas almacenado y mas tarde incurren en
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un comportamiento ante la escasez de recursos como el canibalismo hacia las
larvas mas jovenes; si la escasez de polen continGa, no puede ser producida mas
cria (Schmickl y Crailsheim, 2001). De ahi que la calidad o la cantidad de abejas
adultas en la pro6xima generacion pueden ser pobres, lo que podria afectar al estado
nutricional de la colonia y por lo tanto influir en su productividad.

Otra consecuencia de la deficiencia de polen es la disminucion de agentes
antioxidantes como los flavonoides (Ross y Kasum, 2002; Martinez y Gonzalez,
2002). Estos poseen propiedades quimicas y biolégicas que se relacionan con
procesos metabdlicos (Driver y Georgeou, 2003), inmunidad (Kohchi et al., 2009) y
reproduccion (Lee et al., 2008), debido a que protegen a las células ante los efectos
de compuestos oxidantes. Dentro del &mbito reproductivo se ha estudiado la
eficacia de los antioxidantes en el mejoramiento de la calidad del semen, se conoce
gue existe una relacién positiva en cuanto a la morfologia y motilidad espermatica
con la fertilidad de los mismos (Zalata et al., 1995; Halliwell y Gutteridge, 2015).
Adicionalmente hay investigaciones que indican que la adicion de los antioxidantes
a ciertos diluyentes durante el proceso de criopreservacion tiene éxito tanto en
mamiferos (Giovanni y Edison, 2012) como en insectos (Chavacan, 2006).

El papel principal de los antioxidantes en cuestiones reproductivas de los
machos es reducir las especies reactivas de oxigeno (EROS) que se producen de
manera natural o por la manipulacion de las células. Con ello se disminuye el estrés
oxidativo e impedir el dafio en la integridad estructural y fisiolégica, de los
espermatozoides (Sanocka y Kurpisz, 2004; Ogbuewa et al., 2010) cuyo efecto esta
directamente relacionado con la viabilidad y capacidad fecundante (calidad del
semen). Entre los principales EROS que se conocen y tienen relacién con la
funcionalidad espermatica estan: anién super 6Oxido, perdxido de hidrégeno y el
hidroxilo (Sanocka y Kurpisz, 2004).

Los espermatozoides producen una gran cantidad de EROS los cuales son
originados por la gran cantidad de mitocondrias presentes en la pieza intermedia del
mismo en donde se lleva a cabo la reduccion monovalente del oxigeno durante la
fosforilacion oxidativa (Turrens, 2003; Konigsberg, 2008).

Un dafio en la integridad de los espermatozoides tendrd como consecuencia
una alteracién en la funcion espermatica y por ende disminuira la motilidad, vitalidad

y pérdida de la capacidad fecundante. Entre los principales dafios que se han
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encontrado en mamiferos y en insectos se encuentran: un aumento en la
permeabilidad de la membrana ocasionada por la lipoperoxidacion de fosfolipidos
(Bouvet et al., 2004; Halliwell y Gutteridge, 2015), dafio a proteinas e inactivacion de
enzimas glucoliticas, que traen como consecuencia un bloqueo en la biosintesis de
ATP vy la consiguiente pérdida de la motilidad por falta de combustible necesario
para la contraccion de los microtubulos flagelares de los espermatozoides, lesiones
a las protaminas, las cuales estan presentes en la cromatina (Buffone y Calamera,
2004; Faten et al., 2014 ).

Para contrarestar los efectos de los EROS, todo ser vivo tiene una red
antioxidante que protege a las células de forma natural. Estos antioxidantes pueden
ser de tipo enzimatico (metaloenzimas) como la glutation peroxidasa, super 6xido
dismutasa y catalasa (Cisneros y Céspedes, 1997; Halliwell y Gutteridge, 2015) asi
como no enzimaticos en donde encontramos vitaminas (E, C) y flavonoides. De
igual forma algunos minerales como Zn, Se, Mn, Fe y Cu patrticipan en la proteccion
contra los dafios oxidativos al participar dentro de los sistemas enzimaticos, ya sea
como componentes estructurales o activadores, también son capaces de ejercer
funciones antioxidantes en forma independiente (Chihuailaf et al., 2002).

En el semen de zangano se ha documentado la presencia de enzimas
antioxidantes como la catalasa, glutation S-transferasa y la superéxido dismutasa,
siendo esta Ultima la que se ha encontrado en mayor concentracién tanto en
zanganos mantenidos en laboratorio y en campo (Collins et al., 2004b; Faten et al.,
2014). Por otro lado existen reportes de la presencia de minerales tanto en semen
como en vesiculas seminales los cuales podemos asociar a los agentes
antioxidantes como lo son Mg, Fe, Mn y Cu (Gutiérrez 2011). Estos resultados
demuestran que existe de igual forma una red antioxidante presente en el semen de
los z&nganos que contribuyen de forma general a la viabilidad de los
espermatozoides, manteniendo la presion osmoética, el equilibrio acido base, la
permeabilidad tisular y movilidad espermatica, mismos que se asocian al consumo
de antioxidantes como los flavonoides provenientes del polen de las flores.

De acuerdo a todo lo anterior mencionado, resulta indispensable conocer y
hacer un uso correcto de los recursos floristicos disponibles en el area, asi como

complementar las necesidades de las colonias mediante alimentos suplementarios
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de forma artificial que eviten el déficit nutricional en las colonias, ademas de que
aporten otras sustancias vitales como los antioxidantes.

La alimentacion artificial es una técnica apicola utlizada para cubrir
necesidades provocadas por las situaciones climaticas o por la propia
manipulacion del apicultor para la manutencién de las colonias en época de
escasez, estimular el desarrollo y crecimiento de las colonias asi como para la cria
intensiva de reinas y zanganos.

Desde el punto de vista de la biologia de la abeja, es posible alimentarla
artificialmente cuando la colmena lo requiera; sin embargo, las exigencias actuales
del mercado obligan a establecer dietas con ingredientes que eviten la
concentracion de azlcares que no son propios de la miel. Para suplementar los
carbohidratos se han utilizado diferentes insumos como la azucar de cafia (refinada
0 morena), siendo la mas utilizada a nivel mundial debido a que es econémica. Por
lo general el azUcar se proporciona en forma de jarabe (azucar: agua) a diferentes
concentraciones dependiendo del manejo. Se utilizan concentraciones diluidas
(0.7:1) para estimular el crecimiento de las colonias y concentraciones més altas
(1:1) para mantener las poblaciones en época de escasez. También se puede
utilizar jarabe de fructuosa, aunque es una buena fuente de carbohidratos no se
recomienda debido a que puede ser toxico para las abejas en ciertas situaciones.

En el caso de las proteinas, se han utilizado dietas con altos contenidos
proteicos asi como sustitutos de polen, sin embargo diversos estudios han
demostrado que su digestibilidad es menor comparada con el polen, ademés de que
el consumo de estos sustitutos dependen del método de aplicacion. Debido a que
los suplementos del polen no siempre son bien aceptados por las abejas, se
recomienda colocarlos cerca del nido de cria y utilizar sustancias como aceite de
anis, de hinojo o miel para lograr una mejor tolerancia. Una férmula
comunmente recomendada es en base a harina de soya, levadura de cerveza y
polen en proporciones 3:1:1, la cual se acerca al contenido proteico de la jalea real
(De Grandi-Hoffman et al., 2008). No obstante, existen estudios que demuestran
que la soya independientemente de las proteinas que aporta también contiene una
gran cantidad de azlcares que son toxicos para las abejas, ademas de la alta
probabilidad de que esta sea transgénica y el riesgo de contener ciertos residuos,

contaminando asi la miel. Se han evaluado algunos ingredientes alternativos a la
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harina de soya, como canola, girasol, sorgo, maiz y proteina animal como huevo,
pero sin resultados significativos a causa de falta de palatabilidad o a la presencia
de transgénicos. Debido a esto se han desarrollado una enorme variedad de
suplementos alimenticios comerciales, los cuales pueden representan una
alternativa mas rentable hasta la fecha. Estos suplementos son de venta libre, de
forma general contienen proteina en un 20% y otros ingredientes como minerales y
vitaminas en 1-3%, igualmente tienen la ventaja de estar preparados en forma de
polvo, con lo cual solo es necesario agregar un poco de miel y administrarlos
directamente en las colonias en forma de tortas.

En la mayoria de los estudios que se han realizado a estos suplementos se
reporta de forma general que estimulan el desarrollo de las colonias entre un 18-
30% aumentando la produccion de miel, estimulan la postura de la reina en un 18%,
prolongan la longevidad en un 17 % en obreras y estimulan el sistema inmune
ayudando a contrarrestar ciertas enfermedades. Sin embargo hasta la fecha existen
pocos estudios de cémo estos suplementos podrian afectar el desarrollo de los

zanganos asi como la calidad de su semen.

1.4 Evaluacion de la calidad del semen

El principal objetivo de un programa de mejoramiento genético es destacar las
caracteristicas biolégicas que interesan al hombre siendo generalmente estas
relacionadas con la produccién, por ello es importante la fertilidad potencial del
semen antes de ser utilizado para la inseminacion, con fines de conservacion y
econdémica. En este sentido se han comenzado a realizar varias investigaciones
para contribuir al conocimiento en la tematica, que junto a distintos métodos han
permitido explorar aspectos de la estructura y funcién espermatica en los zanganos.
En la literatura cientifica hay pocos estudios disponibles que informen sobre la
calidad del semen de zanganos (Apis mellifera L).

El analisis del semen permite valorar diversos aspectos como el volumen de
eyaculado, la motilidad, la viabilidad, la concentracién y la morfologia espermatica
(Capel, 2011; Cerezoy Castilla, 2014).
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La motilidad espermatica, valora el porcentaje de espermatozoides que
presentan un movimiento progresivo; en particular los espermatozoides de los
zanganos parecen estar a menudo inmdviles aun estando vivos. La motilidad
espermatica normalmente se valora de forma subjetiva, mediante la observacién
visual de una muestra de semen con un microscopio de contraste de fases y platina
a 37°C. En el eyaculado de los zanganos, dada su elevada concentracion
espermatica, se puede valorar la motilidad masal, definida como el movimiento en
remolinos del total de espermatozoides de la muestra. Normalmente la motilidad
masal se valora de forma subjetiva como muy buena, buena, regular y mala seguin
la clasificacion de Lensky et al., (1979) y de Barth et al., (2006). Una motilidad muy
buena es cuando se observan oleadas o remolinos con movimiento rapido vy
vigoroso, y mala cuando no se observa movimiento en ondas. Tras la dilucién del
eyaculado fresco con Kiev 0 agua desionizada, se estima la motilidad individual, es
decir el porcentaje de espermatozoides individuales que entran en movimiento y el
tipo de movimiento que realizan (progresivos 0 no progresivos), en este caso la
valoracion se realiza de acuerdo a una clasificacion o escala (0-4) realizada por
Locke y Peng (1993).

En cuanto a la viabilidad espermatica, esta se refiere a la integridad de la
membrana espermatica, este tipo de pruebas se basan en protocolos de doble
tincién con la finalidad de diferenciar los espermatozoides vivos de los muertos.
Entre dichos protocolos cabe mencionar a la técnica dual con eosina y nigrosina, y
la técnica con tintes fluorescentes. La primera evalua la viabilidad en base a la
absocion del colorante eosina por la cabeza del espermatozoide, donde los
espermatozoides vivos no muestran una captacion del colorante, mientras que los
espermatozoides muertos hay una captacion parcial o completa. La segunda se
basa en fluorocromos como el SYBR 14 que tifie los acidos nucleicos de los
espermatozoides vivos y es permeable a la membrana a diferencia del yoduro de
propidio que no es capaz de atravesar la membrana de las células vivas, pero es
capaz de penetrar y tefiir el ADN nuclear de los espermatozoides muertos o
degenerados. Ambas técnicas han sido utilizadas tanto en el semen de eyaculado
como el proveniente de las vesiculas seminales con rangos entre un 83 a 100% de

células viables (Collins y Donoghue, 1999).
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De igual forma la concentracion de espermatozoides en el liquido seminal se ha
utilizado tradicionalmente para la evaluacion de la calidad espermética. El método
estandar para determinar la concentracion (espermatozoides/ml esperma) en el
semen de los zanganos utiliza un hematocitbmetro o una cadmara de recuento
(neubauer) para contabilizar los espermatozoides en la muestra. Para zanganos
Apis mellifera L, han sido reportadas grandes variaciones, con recuentos que varian
de 4 x10°- 11.4 x10° espermatozoides/ul de semen.

La morfologia espermatica, ha sido otro parametro extensamente estudiado,
pero la descripcidbn de alteraciones morfoldégicas ha sido presentada en pocos
trabajos. En este caso se realiza la evaluacion del porcentaje de espermatozoides
con forma normal, debido a que se correlaciona con la capacidad fecundante. Los
espermatozoides morfologicamente anormales, producen EROS, los cuales al
sobrepasar los sistemas de regulacion antioxidante dafian al ADN. Para la
evaluacién de las caracteristicas de los espermatozoides varios protocolos de
tincibn se han utilizado como la eosina y rosa de bengala. De acuerdo a las
diferencias en tamafio, estructura y forma de los espermatozoides de zangano, las
anormalidades se encuentran en cabeza y cola. Entre las anomalias observadas
han sido mencionadas: colas enrolladas (19.83 %), rotas (12.75%), y dobles (6.42
%), cabezas dobles (2.25 %), (Tarliyah et al., 1999).
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2. JUSTIFICACION

La cria de abejas reinas y zanganos cumple un papel importante dentro de la
produccién apicola de miel a nivel nacional, ya que esta actividad determina la
genética de las poblaciones de abejas y por ende sus caracteristicas productivas.
En México desafortunadamente, existen menos de 50 criadores de abejas reinas en
el pais, los cuales producen alrededor de 300 mil abejas reinas anualmente, por lo
gue no se satisface la necesidad del pais que es de 1.8 millones de colmenas, por
esta razon es necesario implementar técnicas y desarrollar herramientas para los
programas de mejoramiento genético. A nivel mundial la mayoria de las
investigaciones realizadas a los zanganos tienen que ver con cuestiones
patoldgicas, sin embargo falta enfatizar de forma general el aporte genético y
reproductivo que los zanganos representan, asi como la gran inversion nutricional
gue significa el criar zdnganos utilizando suplementos alimenticios.

En cuestiones reproductivas a la fecha no ha sido elaborado un andlisis que
aborde varias caracteristicas de interes simultdneamente como la presencia de
ciertas enzimas o elementos minerales, tampoco hay patrones estandarizados ni de
referencia para la especie en México. Ademas de que en la mayoria de los
criaderos de reinas no se llevan a cabo andlisis de evaluacion de semen de forma
rutinaria. Por ello es imprescindible realizar estudios que nos detallen ciertas
técnicas de manejo y evaluacién de semen, siendo que la calidad espermatica es
esencial cuando se quiere aumentar la eficiencia de la inseminacién instrumental
especialmente dentro de un programa de mejoramiento genético. El conocimiento
de las diferentes caracteristicas fisiologicas de los espermatozoides permitira
mejorar los protocolos de inseminacion tanto en la manipulaciéon como en el
almacenamiento del semen. Ademas, el control de la calidad del semen es
importante en la seleccion de los reproductores.

Este trabajo pretende generar informacién a los criadores de reinas sobre la
importancia del zangano en los sistemas de reproduccion, enfatizando su
importancia biolégica y econdmica que implica conocer la fertilidad potencial del

semen antes de ser utilizado en la inseminacion.
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar comparativamente el efecto de un suplemento alimenticio comercial

sobre la produccion de zanganos y su relacion con la calidad del semen y vesiculas

seminales.

Objetivos especificos:

Analizar el efecto de un suplemento alimenticio comercial sobre el nimero,
peso corporal y ejes toracico y abdominal en zanganos.

Evaluar el semen con respecto al volumen, concentracién, motilidad,
viabilidad y morfologia espermatica utilizando un suplemento alimenticio
comercial.

Determinar el efecto de un suplemento alimenticio comercial en la calidad del
semen mediante la concentracion de elementos minerales (Cu, Se, Zn, Mg,
CayP).

Determinar el efecto de un suplemento alimenticio comercial en la calidad del
semen en vesiculas de zanganos mediante la concentracion de elementos
minerales (Cu, Se, Zn, Mg, Cay P).

Comparar la concentracion de elementos minerales (EM) en el semen
proveniente de eyaculado y vesiculas seminales.

Identificar la correlacion de la concentracion de EM, con el incremento de la
calidad del semen.

Correlacionar comparativamente la suplementacion alimenticia del efecto

sobre los zanganos y peso con la calidad del semen.

4. HIPOTESIS

La suplementacién alimenticia aumentaré la produccion de zdnganos y mejorara

la calidad del semen y vesiculas seminales por el contenido de nutrientes
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Localizacion del area de estudio

El trabajo de campo se realizdé en el municipio de San Juan Ixtayopan, en la
Delegacion Tlahuac, Ciudad de México durante los meses de julio a septiembre.
Este municipio se encuentra ubicado al sur de la delegacion Tlahuac, colinda con
los pueblos de Santiago Tulyehualco y San Antonio Tecomitl. Este municipio se
caracteriza por sus practicas intensivas en agricultura relacionadas con las
chinampas. El clima predominante de la region es templado sub-humedo, con una
temperatura anual de 16°C. La temperatura minima promedio es de 8.3° C y la
maxima de 22.8°C. Su precipitacion pluvial promedio es de 533.8 mm al afio, siendo
en los meses de junio y agosto donde se registran las mayores precipitaciones.

Las actividades de laboratorio se realizaron en el Centro de Educacion
Ambiental Acuexcomatl (CEA), ubicado en la delegacion Xochimilco y en el
laboratorio de Toxicologia en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (FMVZ-UNAM), en Ciudad Universitaria,

Ciudad de México.

5.2 Establecimiento del apiario experimental

Se trabajo en el apiario conocido como “San Juan”, el cual cuenta con 20
colmenas tipo Jumbo (Figura 5). Dentro de este se establecieron 4 colonias hibridas
de abejas (Apis mellifera cérnica) cominmente conocidas como carniolas para
producir zanganos. Las colonias fueron las unidades experimentales en el analisis y
se agruparon en dos grupos de dos colonias cada uno, las colonias de cada grupo
se eligieron al azar dentro del apiario.

En las colonias elegidas se realizé una revision de rutina para verificar la
presencia de la reina y que las colonias no presentaran enfermedades.
Consecutivamente las colonias se homologaron en cuanto a cria y reservas de

alimento.
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Figura 5. Ubicaciéon geogréafica del Apiario “San Juan”, en San Juan Ixtayopan en la
Delegacién Tlahuac dentro de la Ciudad de México.

5.3 Establecimiento de las colonias experimentales
Las 4 colonias de abejas, se alojaron en colmenas tipo jumbo, con un alza. Cada

colmena se constituy6 de la siguiente forma:
4 bastidores con cria en diferentes estados de desarrollo

[
e 1 bastidores con alimento (miel)
1 bastidores con alimento (polen)

[ ]
2 bastidores con cera estampada

[ )
¢ 1 alimentador tipo Doolittle

ot
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5.4 Cria de zanganos

La cria de zanganos comenz6 a principios del mes de agosto, para criar a los
zanganos, se introdujé en cada colmena un bastidor especifico para zanganos, es
decir, una hoja de cera estampada al centro de la colmena. La hoja de cera
estampada posee celdas de 7 mm (Figura 6a). Esta cera se introdujé desde que se
homologaron las colonias y empezé la alimentacion a base del suplemento
comercial asi como de jarabe. La colocacién de las hojas de cera estampada fue
con la finalidad de que la reina deposite los huevos para zanganos, estos se

desarrollen (larva y cria operculada), (Figura 6 b y ¢) y emerjan a los 24 dias.

Figura 6. Cria de zanganos: a) Celda estampada para la cria de zanganos mostrando la

forma y tamafios caracteristicos, b) Celdas con cria (larvas) y ¢) Celdas operculadas.

28

——
| —



Una vez que fueron operculados los panales con cria de zadnganos (14 dias
aproximadamente), estos se colocaron dentro de unas jaulas de confinamiento
(Figura 7a). La jaula de confinamiento fue de con un marco de madera y malla de
alambre galvanizado de 5 cuadros por pulgada, midié6 46 cm de largo x 28 cm de
alto y 5 cm de ancho. Las jaulas con el bastidor adentro se colocaron de igual forma
al centro de la colmena (Figura 7b). A través de las paredes de la jaula podian
pasar las obreras para seguir manteniendo la cria de zangano. Se esper6 el
desarrollo total de la cria y emergencia de los zanganos, una vez que ya se
encontraron los zanganos emergidos, estos permanecieron durante 18 dias mas

enjaulados hasta que alcanzaron la madurez sexual para su colecta.

Figura 7. a) Enjaule de bastidor con cria de zangano y b) Introducciéon de jaula de
confinamiento.

5.5 Manejo de las colonias experimentales

Las colonias se revisaron cada semana apartir del mes de agosto y fueron
alimentadas por 5 semanas de acuerdo a su grupo experimental. Un grupo recibié
una alimentacién (dieta) a base de jarabe de azucar solamente (Grupo control), el
otro grupo (grupo suplementado) recibié una alimentacién (dieta) a base de un
jarabe de azucar y un suplemento alimenticio comercial. El suplemento administrado
tiene una fomula con 60% de Proteina cruda, 5 % de grasa y 6 % de humedad,
ademas de aminoacidos, vitaminas y minerales (Anexo 1). Su presentacion es en
polvo en bultos de 20 kg. El alimento se les suministro a los grupos de la siguiente
forma (Cuadro 2):
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Cuadro 2. Régimen de Alimentacién (Dieta)
Jarabe Suplemento Alimenticio
Comercial

Grupo Control 4 L proporcién 1:1 (1 kg azucar/1 L

agua) semanalmente
Grupo 4 L proporcion 1:1 (1 kg azlcar/1 L 500 gr

Suplementado agua) semanalmente dos veces (semana 1y 4)

El jarabe se prepard utilizando azucar estandar, éste fue colocado en los
alimentadores tipo Doolittle. En el caso del suplemento alimenticio, este se preparo
en forma de torta, a la cual se le afiadié un poco de miel como atrayente para las
abejas. Las tortas se colocaron sobre los cabezales de los bastidores de la camara

de cria (Figura 8).

Figura 8. Alimentacién con jarabe y suplemento en forma de torta.

5.6 Colecta de zdnganos

Una vez que los zdnganos alcanzaron la madurez sexual (18 dias), las jaulas
de confinamiento se retiraron de las colmenas y fueron trasladadas al laboratorio del
CEA Acuexcomatl. A continuacién, se les sacudi6 para retirar la mayor cantidad de
abejas obreras, consecutivamente las jaulas se colocaron dentro de una camara de
vuelo para poder abrirlas y liberar a los zanganos adultos. A través de una abertura
de la cdmara de vuelo se colectaron manualmente los z&nganos de forma

individual. La cantidad de zanganos que se utilizé por colmena varié6 dependiendo
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de la prueba realizada, asi como de la cantidad de los zdnganos totales producidos

por colonia.

5.7 Toma de muestras

Zanganos vivos: Se tomaron 30 zanganos de la camara de vuelo de cada

colmena, los cuales se utilizaron para evaluar la variable de peso, indice abdominal

y de térax, asi como volumen de eyaculado.

Semen: Para colectar el semen de los zanganos, se fueron tomando uno por
uno directamente de la camara de vuelo, se les estimulé para que defecaran; para la
eyaculacion y eversion del endéfalo se tomdé al zangano con los dedos pulgar e
indice de la mano izquierda ejerciéndose una presion ascendente hacia la cabeza y
la porcién anterior del térax, una vez producida la eversién parcial del endo6falo se
sigue apretando el abdomen y la base del endo6falo hasta exponerlo completamente
y empiece a salir el semen, el cual se observé por su color cremoso (Figura 9). El
semen de varios zanganos (pool) de cada colmena se recolecté con una punta de
vidrio adaptada a una microjeringa Hamilton (100 pl), ademas se utilizaron 2 pul de
solucién salina estéril, con 0,05% de dihidroestreptomicina, como lubricante para la
punta de la jeringa y como bactericida, entre cada zangano. Se obtuvieron a apartir
de los pooles de semen de cada colmena 70 pl, dependiendo de la prueba a realizar

se hizo lo siguiente:

- Concentracién espermatica y motilidad: se tomaron 10 pl de semen
aproximadamente en un tubo Eppendorf de 0.5 ml, el cual se mantuvo a
temperatura ambiente hasta su andlisis.

- Viabilidad y morfologia espermatica: se tomaron 30 pl de semen y se
diluyeron en 70 pl de Kiev, en un tubo Eppendorf de 0.5 ml, el cual se mantuvo
a temperatura ambiente hasta su andlisis.

- Concentracion de minerales: se tomaron 30 pl de semen y se diluyeron en 70
ul de agua desionizada, en un tubo Eppendorf de 0.5 ml, el cual se mantuvo en

congelacién hasta su analisis.
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Semen
cremoso

Figura 9. Proceso de colecta de semen de zanganos. (a) Eversion total del endéfalo, (b)
Muestra del semen de zangano delimitado en un circulo, (c) Obtencién del semen del
enddfalo con una punta de vidrio, (d) Pool de semen colectado, (e) Deposicion del semen en

tubos Eppendorf.

Vesiculas seminales: Se colectaron 25 zanganos por colmena, estos fueron

eutanasiados con acetato de etilo para consecutivamente hacer la diseccion de las
vesiculas seminales mediante la técnica de Norman et al., (2013). Cada zangano se
colocé en posicion dorso-ventral sobre una caja de Petri y se fij6 del térax y
abdomen con alfileres entomolégicos. Con un microscopio estereoscOpico y pinzas
entomoldgicas, se comenzé la diseccion del abdomen, retirando el exoesqueleto y
los musculos sin dafiar las glandulas mucosas. Se prosiguié a retirar el intestino y
las glandulas del moco, se localizaron las vesiculas seminales y se retiraron con
cuidado; estas se colocaron en tubos Eppendorf, siendo 25 pares de vesiculas por
tubo, a cada tubo se le afiadi6 70 pl de agua desionizada. Los tubos se mantuvieron

en congelacién hasta su posterior analisis.
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5.8 Evaluaciones
5.8.1 Evaluacion de la cria de zdnganos y morfometria

Durante el desarrollo de las colonias se estimd la produccion de zanganos,
evaluando la cantidad de cria operculada por bastidor por medio de imagenes
digitales. El nimero de celdas operculadas se contaron a partir del dia 14,
posteriores a la colocacién de las hojas de cera estampada para zangano.

El conteo de las celdas operculadas se hizo con el auxilio de un marco de
madera de 42 cm de largo por 24 cm de ancho, dividido con alambre en cuadrados
de 5 cm? Para el conteo, el marco se colocé sobre el panal de cria de zangano, al
cual se le tomo una foto, después la cantidad de cria total (cria operculada) se
calculd sumando la cantidad de celdas operculadas por cuadrante y por cada cara
del bastidor (Figura 10).

» Evaluacién del peso de los zanganos

Una vez en el laboratorio, se tomaron 30 zanganos, los cuales se pesaron
individualmente con una béascula digital y se obtuvo el peso promedio de los
mismos en miligramos. Para poder pesar a los zanganos fue necesario introducirlos
en un tubo a cada uno sobre la bascula (Figura 11). Se registr6 el peso de cada

zangano.
» Evaluacion del térax e indice abdominal de los zadnganos

De los mismos 30 zanganos, fueron medidos utilizando un vernier digital (Figura
12). Primero se midi6 la anchura del térax en su parte mas grande, posteriormente
se evalud el ancho y el largo del abdomen (desde el propodeum hasta el noveno
tergito). En el caso del abdomen se calcul6 un indice abdominal (IA) multiplicando el

ancho por el largo del abdomen.
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Marco éuadricuTadoJ

Figura 10. Evaluacion cria de zadnganos. a) Celdas para la cria de zanganos operculadas
y b) Marco cuadriculado para evaluar la cria de zanganos. En b se presenta un

acercamiento a uno de los cuadrantes que se utiliz6 para realizar los conteos.

Figura 11. Pesaje de zanganos. Figura 12. Medicion del 1A.
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5.8.2 Evaluacién de la calidad del semen:

El andlisis del semen se realizd considerando los pardmetros de volumen de
eyaculado, concentracibn espermatica, motilidad espermatica, viabilidad vy

morfologia de cada una de las muestras con microscopia de campo claro.

» Volumen de eyaculado: Se obtuvo un volumen promedio de los zanganos
de cada colmena, considerando la cantidad de zdnganos que se utilizaron

para obtener un tubo Eppendorf con 30 pl de semen.

» Concentracibn espermatica: Para calcular el namero de
espermatozoides por muestra, se hizdé un conteo utilizando una camara de
Neubauer. Se tomé la muestra correspondiente de semen (sin ningun
diluyente). Después dependiendo de la cantidad de pl de semen; este se
diluy6 en glutaraldehido al 0.2%. Por cada pl de semen se afiadieron 500 pl
de esta solucién. De la mezcla resultante, se tomaron 10 pl de la dilucién en

cada lado de la camara.

Se realiz6 el conteo de espermatozoides contabilizando 5 cuadros de ambas
camaras (0.1mm°= 0.1ul), (Figura 13) con 4 repeticiones, utilizando un
microscopio con un objetivo de 40x. Los espermatozoides se contabilizaron
siempre y cuando la cabeza del espermatozoide estuviera dentro de la

cuadricula correspondiente.
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Cuadricula de conteo
camara neubauer

Conteo de
espermatozoides

Observaciéﬁ al
microscopio 40 x

D Areas de conteo

Figura 13. Camara de neubauer Improved (hemocitémetro) para el conteo. Se
presenta un acercamiento de unas de las camaras en donde se sefialan las cinco
cuadriculas a contar, asi como la vista de una de estas cuadriculas y un ejemplo de
cémo se observan los espermatozoides para su conteo.

Motilidad masal: Para la valoracion del movimiento en masa, se coloco una
gota de semen sobre un portaobjetos seco y templado a 37° C, se cubrio con
un cubreobjetos y se observé la onda, remolinos u “olas” en un microscopio
Optico con un aumento de 100x. Se dio una calificacién arbitraria al
movimiento caracteristico de la especie como: Muy bueno, bueno, regular y

malo, de acuerdo a la siguiente referencia (Cuadro 3).

Cuadro 3. Referencia para la evaluacion de motilidad masal

Malo (M) Escasa o0 ninguna motilidad
Regular (R) Sin remolinos, pero con oscilaciones generalizados
Buena (B) Remolinos y ondas més lentas

Muy buena (MB)  Movimiento en ondas rapido y vigoroso (olas)

(Tomada de Barth et al., 2006)
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» Motilidad espermética: La motilidad espermatica consistié en la distincion
subjetiva de los tipos de movimientos de los espermatozoides. Esta se
evalu6 por duplicado bajo un microscopio 6ptico con un objetivo de 100x.
Para ello se colocdé una gota de la muestra de semen diluida con Kiev
(Anexo 2) en una proporcion (1:10), sobre un portaobjetos atemperado y
colocando un cubreobjetos. La motilidad se estimé utilizando una escala
arbitraria que va desde 0 a 4, segun la escala de Locke y Peng (1993),
(Cuadro 4). Este procedimiento se realiz6 en cada muestra a las 24 horas

de su colecta y a los 7 dias posteriormente.

Cuadro 4. Referencia para la evaluacion de la motilidad espermatica

Sin movimiento
Menos 50% movimiento vibratorio
Mas 50% movimiento vibratorio

Presencia movimiento circular y progresivo, 50 % movimiento vibratorio

A W N B O

Mas de 50% de espermatozoides con movimiento circular y movimiento
progresivo
(Tomada de Locke y Peng, 1993)

» Viabilidad espermatica: La viabilidad espermatica se determiné mediante la
Tincion de Eosina Nigrosina (EN), que evalua la integridad de la membrana
celular, diferenciando células vivas de muertas.

Para determinar la viabilidad espermatica, sobre un portaobjetos se
mezclaron 5 pl de semen diluido con 5 pl de la solucion de eosina
nigrosina, se realizé un frotis a lo largo del portaobjetos y se dej6 secar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Las muestras se evaluaron bajo un
microscopio 6ptico a 100x. Los espermatozoides viables no muestran tincion
puesto que su membrana excluye el colorante, visualizandose brillantes
sobre el fondo oscuro, mientras que los espermatozoides con membrana
plasmatica alterada permitieron la entrada del colorante y se tifieron de

forma parcial o total (Figura 14).
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Figura 14. Tincion Eosina-Nigrosina, espermatozoides vivos y muertos.

El porcentaje de viabilidad se evalu6é por cuadriplicado contando un minimo
de 200 espermatozoides por muestra, empleando el criterio de inclusion-
exclusion, donde los espermatozoides tefiidos se consideraron no viables y
los no tefidos y traslucidos, viables. Se aplicé la siguiente formula:

N° espermatozoides viables

% Viabilidad = _ x 100 %
N° espermatozoides totales

Morfologia espermética: Para la evaluaciébn de la morfologia, en un
portaobjetos, se realizé un frotis de la muestra espermatica, se dejo secar a
temperatura ambiente y se tifio con EN. Se analizaron 200 espermatozoides
con el microscopio 6ptico a 100X. Se abarco la mayor parte de la laminilla,
haciendo el movimiento de guarda griega para no volver sobre las mismas
células ya evaluadas, y contarlas mas de una vez. Se consideré como
anormal, aquel espermatozoide que presento alteraciones morfologicas en

cabeza y flagelo (Lodesani et al., 2004).
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5.8.3 Evaluacion de concentracion de elementos minerales en semen y
vesiculas seminales

Las muestras de semen y vesiculas seminales fueron descongeladas a
temperatura ambiente, posteriormente fueron pesadas en una balanza analitica
(ADAM, modelo PW124, capacidad 120 gr + 0.0001 g), dentro de un tubo de ensaye
de 10 ml, que previamente fue sometido a una tara en la bascula. A continuacién
fueron expuestas a una digestion acida abierta mediante la técnica empleada en el
laboratorio de Toxicologia, la cual consiste en adicionar 1.5 ml de acido Nitrico
(HNOs) para eliminar la materia organica, se colocaron a bafio Maria con la ayuda
de un termo platna a una temperatura de 120 °C, durante 4 horas
aproximadamente hasta que las muestras estuviesen completamente digeridas.
Posteriormente las muestras se filtraron y aforaron a 5 ml con agua desionizada y se
colocaron en tubos de ensaye con su tapén, se almacenaron, identificaron y se
colocaron en refrigeracién a una temperatura de 4° C hasta su lectura.

La medicion de los elementos minerales se realiz6 con 2 ml de cada muestra
mediante espectrometria de absorcién atomica, en el caso de selenio se midié con
un generador de hidruros acoplado al Espectrofotobmetro de absorcién Atomica. Se
siguid la metodologia sefialada en el manual de operacién del fabricante del equipo
AAnalys 100 (Atomic Absorption Spectrometry), Perkin Elmer INC.

Para la mediciéon de los elementos Mg, Ca, Cu, Zn y Se, se especificaron las
siguientes variantes en cada uno: longitud de onda, apertura espectral, sensibilidad,
lampara de catodo hueco, gases para la flama (acetileno y aire).

La medicidn de P fue por colorimetria con vanadato de amonio. En un tubo de
ensayo se colocaron 0.5 ml de la muestra, mas 2 ml de vanadato de amonio y se
aforo a 10 ml con agua desionizada.

Para el célculo de la concentracion de elementos minerales en semen y
vesiculas se realiz6 lo siguiente:

- Se obtuvo la absorbancia de los estandares de cada elemento leido, asi
como de cada muestra de semen y vesiculas, diferenciando entre
tratamientos (suplementacion alimenticia y colmenas).

- Se realiz6 una regresion lineal simple, para obtener el coeficiente de

regresion, la interseccion de eje y la pendiente entre las partes por millén
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(ppm) y la absorbancia de los estandares, utlizando el programa
computacional Microsoft Excel ®.
- Se obtuvo la concentracion inicial o Cl (ug/ml) de los elementos minerales de

cada una de las muestras a través de la siguiente férmula:

Donde:

Y= concentracion

a= interseccion eje Y=a+b (X)
b= pendiente

x= absorbancia

- Para obtener la concentracion inicial de cada elemento o CI (ug/ml) se
realizé el célculo para la obtencion de la concentraciébn de cada elemento

mineral por gramo de muestra (ug/g) con la siguiente formula:

Cl x aforo

Concentracion por gramo de muestra =
Peso muestra (g)

- Para el caso del célculo de la concentracion en microgramos del P se realizé

la siguiente formula:

Cl_x_aforo
Concentracién en mg del elemento por gramo de muestra = peso muestra (g)
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En la siguiente Figura 15 se resume el disefio experimental del estudio.
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Figura 15. Diseflo experimental.
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5.9 Analisis estadistico

La comparacion entre grupos de abejas control y suplementadas se realizd
mediante una prueba t de Student a dos colas para medias independientes. Para
comparar el porcentaje de frecuencias acumuladas del peso de los zanganos de
ambos grupos se utiliz6 un ajuste no lineal de tipo Gaussiano para datos
acumulados. Adicionalmente se realizé una prueba de hipétesis para comparar si
los datos de ambos grupos tenian la misma forma, para ello se comparé mediante
una prueba F para suma de cuadrados extra la hipétesis nula de que ambos sets de

datos se ajustaban a una sola curva.

Todos los datos se presentan como el promedio + desviacion estandar y en
todos los casos se consider6 un valor de p < 0.05 como significativo. Para el analisis

de los datos se utilizo el paquete estadistico Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc.).

Mientras que para los datos de las caracteristicas de motilidad y morfologia
espermética se analizaron mediante estadistica descriptiva asi como los datos de la

concentracion de minerales en semen y vesiculas seminales.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la cria de zdnganos y morfologia

En cuanto a la cria de zanganos, las colonias sin suplemento alimenticio criaron
37.5% més celdas de zanganos que las colonias suplementadas (Figura 16). En
promedio las colonias sin suplemento produjeron 885.8 +143.4 celdas por cara del
bastidor, lo cual resultd significativamente mayor (p< 0.05, t = 1.96, g.l. = 6) al ser
comparado contra el promedio de celdas de las colonias suplementadas (644.0 +

200.2 celdas por cara del bastidor).

Con respecto a la morfologia se encontraron diferencias entre el peso promedio

de los zanganos de ambos grupos (Figura 17a, panel izquierdo).

Los zanganos de las colonias control pesaron en promedio 201.8 + 21.21 mg,
mientras que el peso promedio de los zanganos provenientes de las colonias
suplementadas fue de 223.1 + 22.23 mg (p< 0.001, t = 5.36, g.I. = 118), lo cual
indico que en las colonias suplementadas se increment6 en 10.5% el peso corporal.

De hecho, cuando se observaron las curvas de frecuencia acumulada se
observd que el peso de los zdnganos que recibieron el suplemento se desplaz6
hacia la derecha indicando un mayor peso corporal en los individuos analizados y
diferencias significativas en la forma de la curva entre ambos grupos (Figura 17a,

panel derecho).

Por otra parte, el indice abdominal presenté valores similares entre ambos
grupos (45 mm), (Figura 17b, t=0.70, g.l. = 118; p> 0.05).

En contraste, el térax los zadnganos provenientes de las colonias suplementadas
fue significativamente mayor (5.41 mm) al de sus contrapartes del grupo control
(5,28 mm), (Figura 17c, t=7.61, g.l. = 118; p< 0.001).
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.Celdas sin cria
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1 1 (control)
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de zangano (por cara del bastidor)

Figura 16. Promedio (+ DE) de celdas de zangano de colonias sin suplemento (control)

y con suplemento. Los grupos se compararon mediante una prueba de t-Student.
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Figura 17. Comparacién de las caracteristicas morfolégicas de los zanganos
de ambos grupos. Promedio (+ DE) del peso, indice abdominal y toracico de
zanganos sin suplementar (control) y suplementados. Los grupos se compararon
mediante una prueba de t de Student.
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6.2 Evaluacion de la calidad del semen

El volumen de eyaculado promedio para los zanganos de las colonias sin
suplementar o control fue de 1.3 pul, mientras que para las colonias suplementadas
fue de 1.5 pl.

La concentracion espermatica del grupo control fluctu6 entre 5.4 + 0.37 millones
de espermatozoides por ul. En el grupo suplementado se registrd una concentracion
espermatica de 6.6 + 0.49 millones de espermatozoides por pl, estimandose
diferencias significativas (p< 0.001, t = 5.62, g.l. = 14), (Figura 18a). Estas
diferencias mostraron que la concentracion espermética del grupo suplementado
tuvo un incremento correspondiente al 22.6% en comparacion con el grupo control.

Respecto a la motilidad masal, en todas las muestras evaluadas se presentd un
patron Muy Bueno, es decir se observd un movimiento con ondas vigorosas y
remolinos rapidos en todas las muestras de semen (Figura 18b).

La motilidad espermatica registrada para las muestras del grupo control vari6é de
2 a 4; se presento un patrén tipo 4 (mas de 50% de espermatozoides con
movimiento circular y movimiento progresivo) en todas las muestras a las 24 horas,
posteriormente el patron disminuyo, en una muestra el valor fue de 3 (presencia
movimiento circular y progresivo, 50 % movimiento vibratorio) y la otra de 2 (mas
50% movimiento vibratorio) a los 7 dias. El grupo suplementado presento de igual
forma un patrén tipo 4 en sus dos muestras (mas de 50% de espermatozoides con
movimiento circular y movimiento progresivo) a las 24 horas y un patron tipo 3
(presencia movimiento circular y progresivo, 50 % movimiento vibratorio) a los 7
dias.

La viabilidad en los espermatozoides del grupo control fue de 81.0 + 4.03 %. El
grupo suplementado tuvo de promedio 87.6 + 5.03 %. Se registraron diferencias
significativas entre los grupos (p< 0.05, t = 2.86, g.l. = 14), (Figura 18c).

Morfologicamente la mayoria de las muestras observadas no presentaron
alteraciones. Sin embargo, en algunas se observaron anomalias (Figura 19). Para
el grupo control se encontraron espermatozoides con cabezas grandes (3.5%),
colas enrolladas (13.5%) y colas fragmentadas (6%), mientras que para el grupo
suplementado se observaron menores porcentajes de anomalias; estas fueron de
igual forma cabezas grandes (1.5%), colas enrolladas (9.5%) y colas fragmentadas
(4%).

46

——
| —



Q

_8 - p < 0.001
© 1
g m
()] rﬁ\ 7-
% = =
O n
c O 6-
uo [ =
_g S 76 ®
- = ®
c E 5 ®
(0]
o
S 4 : :
S O &
N\ (4
\C’o \éQ
N 6°Q
q,\
- > 100-
o O
g .2 1
o >
(7207 90-
)
-c p— 4
Q
T o
S g 8o
o o
835 o
> X
< 70 : :
2 o
) X
o(’\‘k 6@(\
N\ N2
N 6°Q
q,\

Figura 18. Comparacién de la calidad del semen de zanganos sin suplementar y
suplementados. a) Promedio (+ DE) de la concentracién espermatica entre grupos, b),
motilidad masal (las flechas nos sefialan la formacion de olas o remolinos caracteristicos), c¢)
Porcentaje (+ DE) de la viabilidad espermatica entre grupos. Los grupos se compararon
mediante una prueba de t de Student.
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Figura 19. Viabilidad y ejemplos de alteraciones morfolégicas de espermatozoides de
zanganos. a-b) Espermatozoides vivos (no se tifieron), c) Espermatozoide vivo con cola
enrollada, d) Espermatozoides muertos (tefiidos) con cabezas grandes, e) Espermatozoide
con cola enrollada, f) Espermatozoide muerto con cola fragmentada.
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6.3 Evaluacion de minerales en semen y vesiculas

Los resultados promedio del andlisis en el laboratorio por espectrofotometria de
absorcion atémica con flama de la concentracién de minerales encontrados en
semen y vesiculas seminales de zanganos suplementados y sin suplementar se

muestran en el Cuadro 5y 6.

Cuadro 5. Contenido de elementos minerales en semen de zadnganos suplementados y

sin suplementar

Grupo Se ng/g Mg ug/g Cu ug/g Zn ug/g P ug/g
Control 199.79 27.51 50.72 19.85 1875.73
Suplementado 186.08 22.94 29.01 22.15 2552.67

Cuadro 6. Contenido de elementos minerales en vesiculas seminales de zanganos

suplementados y sin suplementar

Grupo Se ng/g Mg pg/g Cu pg/g Zn pg/g Ca pg/g P pa/g
Control 420.1 138580.1 63.3 56.5 7.9 4206.73
Suplementado 458.72 106503.21 26.82 44.44 3.4 8317.47
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7. DISCUSION

Los datos obtenidos en este estudio muestran que muchas de las variables
medidas en los zanganos fueron significativamente afectados con la utilizacion de
un suplemento alimenticio, dando como resultados significativos diferencias
morfométricas entre los zdnganos suplementados y los de las colonias sin
suplemento asi como en la calidad del semen.

Los zanganos de abejas Apis mellifera presentes en las colonias de abejas de
forma natural no superan méas del 10 % de la poblacion en general, por lo que su
crianza intensiva es muy compleja ya que aunque se utilice cera para zangano no
es factible que las abejas ocupen todas las celdas disponibles para ello; en nuestro
estudio la cantidad de cria operculada producida (644 control y 885 suplementadas;
celdas cria) concuerda con otro estudio en el cual se utilizé6 algin suplemento,
donde se reporta un promedio de 570 hasta 870 celdas con cria (Rousseau y
Giovenazo, 2016); sin embargo, encontramos que en el grupo que no fue
suplementado se produjo una mayor cantidad de cria. Esta diferencia posiblemente
pudo deberse a factores genéticos 6 ambientales, asi como a la interaccién de los
mismos (Free y Wiliams, 1975).

Con respecto a la genética, esta descrito que la abeja reina tiene la capacidad
de recopilar informacion sobre la necesidad de criar zanganos de forma natural, esto
lo hace través de la medicion de los didmetros de las celdas, eligiendo asi si colocar
un huevo fertilizado o sin fertilizar (Page y Peng, 2001; Boes, 2010). La puesta de
este huevo se relaciona con la edad de la reina y la cantidad de zanganos con los
que se apared, siendo las reinas virgenes o reinas viejas las que influyen en una
mayor puesta de huevos de zangano. En nuestro estudio las reinas que se utilizaron
para criar a ambos grupos de zanganos no estaban emparentadas genéticamente,
estas provenian de un criadero de reinas fecundadas al aire libre, por lo cual su
origen genético pudo influir en los resultados, posiblemente las reinas de las
colonias sin suplementar tenian mayor edad y por lo tanto la reserva de
espermatozoides era menor, y por otro lado tambien es factible que las reinas de las
colonias suplementadas se aparearon con una mayor cantidad de zanganos, por lo

cual su tendencia seria ovopositar mas huevos de obrera.
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Otros estudios han mencionado que existe un efecto inhibidor para la cria de
zanganos por parte de las propias obreras (Wharton et al., 2008); de tal manera que
cuando las colonias ya poseen una cierta cantidad de ellos dentro de la colonia, las
obreras cesan la crianza, esto lo realizan porgue las obreras detectan la cantidad
de celdas que existen debido a que mantienen un contacto directo con las celdas y
gue probablemente las obreras al igual que las reinas tienen la capacidad de medir
las celdas, procesando esta informacion junto con mas obreras de la colonia
(Koeniger, 1970). En nuestro estudio, aunque se homologé la cantidad de
bastidores con cria, no se realizé en especifico para la poblacién, esto posiblemente
influyé en las colonias suplementadas donde se presentd un efecto inhibidor por
parte de la reina y las obreras presentes en la colonia (Ledoux et al., 2001).

Por otro lado Omholt (1988) y Hepburn (1998), indican que los zanganos
producen una feromona inhibitoria cuando existe la presencia, ya se de muchos
zanganos, de zanganos de otras colonias o de zanganos inmaduros, por lo que ello
limita la crianza de mas zanganos. También se ha encontrado que existe una
relacion inversa en cuanto a los zanganos presentes y los que se van a criar
(Henderson, 1994), si este fuera el caso, es posible que en las colmenas
suplementadas de nuestro estudio la poblacion de zanganos ya era correspondiente
a un 10 % e incluso que por la cantidad de alimento suministrada fue un atractivo
para que zanganos de otras colonias llegaran a estas colmenas interfiriendo la
produccién de ellos.

Dentro de los factores ambientales que influyeron al criar los zanganos se
encuentra la temporada y la region, se sefala que las producciones que se
encuentran en regiones de clima tropical son mejores (Rowland y McLellan, 1987;
Lee y Winston, 1987; Rueppell et al., 2006), ya que poseen una mayor abundancia
de alimento. Por otro lado Page, et al. (1993), Pratt (1999), Seeley y Mikheyev
(2003) encontraron una correlacion positiva en cuanto a que la cria de zanganos, ya
gue se ve favorecida cuando existe abundante flujo de néctar y bastantes celdas
para almacenar alimento, lo que cominmente coincide con la temporada de
primavera, donde se da la epoca de reproduccién natural o enjambrazon. Esto
sucede cuando las colonias de abejas equilibran costos de energia, es decir donde
consumen los nutrientes necesarios para poder producir cera y con ello construir las

celdas de zangano (El-Kazafy y Al-Kahtani, 2013). De una cara del bastidor se
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pueden producir aproximadamente 1000 z&nganos segun Gilles (2003), si
comparamos esto con la produccion de zanganos obtenida en nuestro estudio (885
control y 644 suplementadas, celdas cria) observamos que es menor, en este caso
inferimos que esto ocurrié debido a que nuestro estudio se realizo en el altiplano de
México, donde el clima es templado y durante un periodo de transicién entre la
temporada de verano y otofo, donde la la abundancia de recursos era menory, por
lo tanto, a pesar de la suplementacion alimenticia realizada, las colonias de abejas
equilibraron el tamafio de la poblacion asi como la cantidad de celdas para
almacenar comida; prefiriendo el crecimiento poblacional antes de la reproduccion
(Perrin y Sibly, 1993; Zera y Harshman, 2001). Incluso la periodicidad en la cual se
alimento pudo interferir, por ejemplo una alimentacion mas continta (cada dos dias)
podria haber simulado las condiciones naturales de enjambrazén y con ello la
produccién de zanganos hibiera sido mayor.

En cuanto a las caracteristicas morfométricas, al analizar los resultados
obtenidos del peso de los zanganos (201.8 mg sin suplemento y 223 mg con
suplemento) encontramos evidencia suficiente para asegurar que las razas hibridas
tienden a tener pesos mas bajos como lo sefiala Mazeed (2011), quien obtuvo un
peso promedio de 226 mg, siendo que los zanganos de la raza carniola tienden a
pesar en promedio 240 mg.

Otro factor que afecta el peso de los zanganos es la alimentacion, Rousseau y
Giovenazo (2016), sefialaron que los zanganos alimentados con miel y pan de las
abejas, asi como los suplementados con puro jarabe o con una Unica fuente de
proteina tienen un peso promedio menor (237 mg) a que si suplementamos de
forma conjunta con jarabe y alguna fuente proteica. De acuerdo a esto, podemos
sefialar que este efecto tambien se dio en nuestro estudio, ya que al utilizar el
suplemento alimenticio junto con el jarabe aumento el peso de los zanganos.
Asimismo es importante recalcar que la utilizacién de fuentes proteicas dentro de la
alimentacién es imprescindible, de forma natural las colonias que tienen acceso a
diferentes flores poliniferas, crian zanganos con pesos de hasta 262 mg y cuando
tienen limitada la cantidad de polen hasta 254 mg (Czekonska et al., 2015).

Adicionalmente el incremento en el peso ha sido fuertemente relacionado con
las condiciones nutricionales bajo las cuales se crian los individuos (variacion en

cantidad y calidad nutrientes segun la etapa de desarrollo), siendo la etapa de larva
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la més afectada, debido a que en este estadio se determina el tamafio corporal de
un adulto (Stieper et al., 2008). De acuerdo a esto, cabe sefialar que en este estudio
se comenz6 la suplementaciéon desde etapas larvales, para influir directamente
sobre el peso de los zanganos.

La literatura reporta que existe una relacion entre el peso de los zanganos y la
produccién de semen, donde zanganos con un mayor peso producen mas cantidad
de semen (Berg et al., 1997; Schliins et al., 2003; Gencer y Firatli, 2005; Koeniger et
al., 2005b; Couvillon et al., 2010; Gencer y Kahya, 2011; Rousseau yet al., 2015),
aunado a ello el aumento en la concentracién espermatica y de la viabilidad de los
espermatozoides, esta misma correlacion se observo en el presente estudio.

De la misma forma es comun relacionar el tamafio del cuerpo con el peso;
donde se han evaluado diversas caracteristicas como la longitud del ala, la tibia y
fémur entre otros, sin embargo se ha relacionado de mejor manera el indice
abdominal y del térax con un aumento en cuanto a caracteristicas del
comportamiento reproductivo, en este sentido podemos referir segiin Coelho (1996)
y Couvillon et al.,, (2010) que un térax mas grande tiene una mayor cantidad de
musculos, los cuales favorecen el vuelo y dado que los apareamientos de las abejas
son en el aire, los zanganos tendran mejores oportunidades de acoplarse. En
nuestro estudio el indice toracico fue mayor en el grupo suplementado en
comparacion con el grupo control, esto sugiere que el suplemento contiene una
elevada cantidad de proteina (60 %) por lo cual los zanganos de este grupo tuvieron
un indice mayor. Por otro lado el indice abdominal se ha relacionado méas con
aspectos reproductivos, por ejemplo el volumen de eyaculado y la concentracion
espermatica (Rousseau y Giovenazo, 2016), mismos que son favorecidos con la
utilizacion de suplementos proteicos, lo cual difiere de nuestro estudio ya que el
indice abdominal del grupo suplementado no fue mayor que el del grupo control.

A la fecha no se tiene conocimiento de un estudio de evaluacion de semen en
zadnganos de forma integral, por lo cual en la literatura existen datos muy variables.
La mayoria de los datos se ha realizado a partir de la diseccién de las vesiculas
seminales y muy pocos resultados a partir de semen eyaculado (Woyke et al.,
2001).
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Este trabajo se realiz6 solamente empleando eyaculado de zanganos por
eversion total del endéfalo, siendo el rango de volumen de eyaculado y la
concentracion espermética obtenida comparable a la informada en otros estudios
donde el promedio de eyaculado es de 0.9 a 1.8 pl (Koeniger et al.,2005b; Mazzeed,
2011; Schliins et al., 2003; Rhodes et al., 2011; Gencer y Kahya, 2011; Czekonska
et al., 2013).

En cuanto a la concentracion espermética, para el grupo sin suplementar fue
5.4+ 0.37 x 10° espermatozoides/pl y para el grupo suplementado 6.6+ 0.49 x 10°
espermatozoides/ul, 1o que supera a lo reportado por autores como Rhodes et al.,
(2011), Faten (2015), Rousseau y Giovenazzo (2016) para esta especie (2.2 - 3.3 x
10° esp/ul). Esta diferencia puede deberse a que los zanganos utilizados fueron de
diferente edad (18 dias) comparada con estos estudios donde se utilizaron
zanganos con un rango de edad entre los 15 y los 24 dias (Rousseau et al., 2015),
asimismo a que las fuentes de alimento empleadas fueron muy diferentes, ya que se
manejo para el caso del grupo suplementado un alimento adicionado con vitaminas
y minerales. Sin embargo hay reportes realizados en los cuales la concentracion
puede encontrase en un rango entre 8 - 12x 10° esp/ul (Collins y Petis, 2011;
Schiluns, 2003; Rinderer et al., 1985). Es importante recalcar que la obtencion del
semen se hizo a partir del eyaculado, no obstante la edad de los zanganos en la
recoleccion y al ser los zanganos hibridos, pudo diferir asi como la apreciacion en
el conteo ya que segun Tofilski (2014), con el uso de un microscopio 6ptico no se
distingue claramente la cabeza de la cola lo que sumado a una longitud extrema
dificulta el conteo.

En cuanto a motilidad en masa, en nuestro caso fue el clasico movimiento de
flujo y olas caracterizado por Lensky et al., 1979. En cuanto a la motilidad individual
encontramos que fue disminuyendo paulatinamente, pero a diferencia de otros
estudios se consideré de acuerdo a la escala de Locke y Peng (1993) y no a
porcentajes. Los espermatozoides presentaron movimientos de tipo circular de
manera semejante a los resultados encontrados por otros autores, en espermateca
de reinas recientemente fecundadas (Al-Lawati et al., 2009).

La viabilidad de los espermatozoides tambien permite inferir en la calidad
espermatica, refiriendose a la integridad de la membrana. La evaluacion de este

parametro permite la prediccion de la fertilidad potencial en muestras de semen, ya
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que una membrana plasmatica intacta es necesaria para la fecundacion. La
viabilidad de los espermatozoides es ampliamente utilizada para la evaluacién de
espermatozoides de mamiferos, pero estas pruebas en abejas han sido limitadas a
pocos estudios, siendo utilizadas dos técnicas de tincidn, una de ellas es la tincién
de Eosina-Nigrosina y la otra con el Kit de viabilidad (SYBR14-Yoduro de Propidio).

La técnica de tincidbn con Eosina-Nigrosina ha sido ampliamente aplicada en
espermatozoides de mamiferos y en pocas especies de insectos. Esta técnica
depende de la habilidad y funcionalidad de las membranas, ya que al encontrarse
intacta excluye el colorante eosina. Ademas es una técnica de bajo costo y permite
la evaluacion tanto de la viabilidad como la morfologia espermatica.

La viabilidad reportada del semen de zdngano se encuentra en porcentajes
mayores al 80% llegando hasta un 100% no importando la tincion utilizada (Collinis
y Pettis, 2001). Este trabajo reporta valores de 81% para los zanganos sin
suplementar y 88% para los suplementados. Algunos estudios sefialan que la mayor
viabilidad se obtiene mediante la recoleccién directa de eyaculado, registrando
porcentajes de 96.33%, a diferencia de realizar un pool como fue el caso de este
trabajo de investigacion, reportandose que el tipo de extraccion afecta la viabilidad
(Collins, 20044a), al igual que la manipulacion del semen asi como la temperatura
ambiente o bien exposicion a acaricidas (Locke y Peng, 1993; Stirup et al., 2013).
En comparaciéon con el estudio de Rosseau y Giovenazo (2016), a pesar de la
nutricion que recibié la colonia a base de suplementos (jarabe azucar y polen) la
viabilidad obtenida fue menor (82,9%) comparada con nuestros datos.

En cuanto a la morfologia, las anomalias detectadas en casos aislados,
coinciden con las informadas en otros estudios en los que se describian colas
enrolladas, fragmentadas y dobles (Tarliyah et al., 1999). Estas anomalias pueden
deberse a la longitud del espermatozoide, ya que la cola o flagelo es muy largo
midiendo hasta 270 ym lo que permitiria que en sus movimientos se enrolle o
fragmente.

En resumen los resultados obtenidos muestran una clara tendencia hacia el
incremento de la calidad seminal en el grupo suplementado. Esto se vio reflejado
por el tipo de alimentaciébn que se dio desde un inicio de la crianza, lo cual
concuerda con otros trabajos en donde se menciona que durante la etapa de larva

de los zdnganos se lleva a cabo la espermatogénesis y es en ese momento donde
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la cantidad de proteina debe ser elevada (Pech-May et al., 2012; Stiurup et al., 2013,
Czekonska et al., 2015). Asimismo, el incremento puede atribuirse a que el
suplemento proporcionado posee nutrientes ricos como los minerales, los cuales
poseen actividades antioxidantes. En el polen de forma natural existen compuestos
como los carotenoides los cuales brindan proteccidon ante la peroxidacion de los
lipidos, ademas de su capacidad para secuestrar radicales libres de oxigeno,
resultantes de la peroxidacion de lipidos. ElI semen de Apis mellifera sufre de un
estrés oxidativo muy marcado debido a que los espermatozoides, una vez que
fueron eyaculados, deben competir y mantenerse dentro de la espermateca, todo
este proceso causa dafios a proteinas (enzimas) y acidos nucléicos (ADN),
disminuyendo la fertilidad.

Por lo que, los resultados de este estudio sugieren que la adiciéon del
suplemento a la dieta incremento variables como la concentracion espermatica y la
viabilidad, esto probablemente debido a que el suplemento proporciono niveles
adecuados de proteina. Las proteinas cumplen una funcién muy importante en el
fluido seminal (Baer et al., 2009), proporcionando a | esperma sus necesidades
fisiologicas, protegiéndolas de ataques microbianos o reduciendo el estrés oxidativo.

Ademas de evaluar variables en cuanto a calidad de semen también se
determiné la presencia de minerales que se relacionan con aspectos reproductivos
del semen, enfocandonos en conocer el papel que juegan estos minerales desde
que se produce los espermatozoides en los testiculos, su paso a las vesiculas
seminales, su presencia dentro del semen y finalmente en la espermateca.

Hasta la fecha son escasos los estudios con los cuales se pueda tener una
referencia, en un primer estudio Verma (1973) cuantific6 Mg y Ca en semen de
forma natural (393.82 y 440.77 pg/g respectivamente) y en la espermateca (289.28
y 625.09 pg/g respectivamente) referenciando que estos minerales al igual que el
Na y K eran determinantes para mantener vivos a los espermatozoides ya que
forman una base i6nica para el control de la motilidad y produccién de energia. Sin
embargo, al determinar Mg y Ca en semen en zanganos suplementados y sin
suplementar de nuestro estudio, estos minerales se encontraron en niveles muy
bajos; para el Mg (22 - 27 pg/g) y no se encontr6 Ca. Estas diferencias

posiblemente se deban a las diluciones que se realizaron para cuantificarlos.
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Gutiérrez (2011), determiné los minerales de P, Mg, Ca, Cu y Zn en vesiculas
seminales, al respecto de este trabajo y en comparacion al nuestro, en los dos
tratamientos hubo diferencias; la concentracién de P y Mg fueron mayores en mas
de un 100%, no obstante el Ca, Cu y Zn fueron menores al estudio de Gutiérrez
(2011), (Anexo 3). Las principales diferencias encontradas potencialmente se
debieron a que la alimentacion utilizada fue diferente, Gutiérrez (2011) utiliz6 una
dieta a base de polen natural asi como una variabilidad en la edad de la colecta de
los zanganos, con esto podemos referir que aunque estos estudios se realizaron en
localidades cercanas, la influencia del tipo de polen que se utilizé contenia mejores
nutrientes, siendo el Cu y el Zn de los que se encontraron en mayor concentracion
debido a que las plantas tienden a acumular mas estos minerales y posteriormente
esos minerales pasan al polen; dentro de los principales minerales encontrados en
el polen de forma natural tenemos: Cu, Zn, Mn, K, Mg, Fe y Ca (Herbert y Miller,
1987).

En nuestro estudio se determinaron cinco minerales en semen y seis en
vesiculas seminales. En cuanto al semen obtenido podemos mencionar que el que
se obtuvo de los zanganos sin suplemento tuvo concentraciones mas elevadas de
Mg, Cu y Se, no obstante la concentracion de P y Zn fueron menores. En cuanto a
las vesiculas seminales todos los minerales a excepcién del Se fueron mayores en
las vesiculas seminales de los zanganos sin suplementar.

Con los datos obtenidos podemos relacionar que la presencia de minerales en el
semen y los espermatozoides son imprescindibles como en otras especies,
cumpliendo una funcién antioxidante al participar principalmente en sistemas
enzimaticos, estos minerales serian el Zn, Se, Mn y Cu, con los cuales se puede
correlacionar la presencia de enzimas como la Glutatién peroxidasa y la Super oxido
dismutasa, las cuales se han determinado en concentraciones elevadas en semeny
espermateca. Aparte de la funcién antioxidante hay minerales como el K, Na, Ca,
Mg y Zn que intervienen en el mantenimiento de la presiébn osmotica, equilibrio
acido base y permeabilidad tisular. De igual forma para la motilidad espermatica se
ha referido una relacion de K, Mg y Ca, Cu y Fe (Cordova et al.,, 2009) ya que
ayudan en el transporte de energia de las células. La presencia de Zn también es
necesaria para la sintesis de acido ribonucleico (ARN), por lo tanto es primordial que

este mineral se encuentre en el alimento en etapas de larva ya que ayudara al

57

——
| —



crecimiento de las células germinales. Dentro de nuestro estudio se determinaron
cantidades de minerales los cuales estarian aportando una proteccién antioxidante a
los espermatozoides, por ejemplo el Zn, Mg y Se. Por otro lado, el Se, al igual que
otras especies, previene la distrofia muscular que en el caso de los zanganos se
tendria que correlacionar con el tamafio del térax por la gran cantidad de musculos
presentes. Ademas deficiencias de selenio en otras especies se relacionan con
problemas de fertilidad afectando la viabilidad espermética (Keskes-Ammar et al.,
2003), lo cual en el estudio no se vio reflejado siendo que el Se, se encontrdé en
cantidades abundantes. Por otro lado, uno de los minerales en mayor
concentracion fue el P, el cual es fundamental en los espermatozoides por la
cantidad de ADN, siendo el material genético Unico de cada célula espermética, otra
funcién es para mantener su fuente de energia mediante la generacién de ATP
(Chapman, 1998).

También se puede mencionar que las concentraciones de minerales fueron
mayores en las vesiculas seminales que en el semen, con lo cual se infiere que la
funcion de las vesiculas seminales a diferencia de otras especies tiene mayor
relevancia ya que concuerda con otros hallazgos fisiologicos donde se menciona
gue los espermatozoides se mantienen aqui hasta que son eyaculados, siendo en
este 6rgano donde se producen secreciones que ayudan a mantener a los
espermatozoides viables y a aumentar su longevidad. La presencia de
concentraciones elevadas de P y Mg en este 6rgano se puede relacionar con la
presencia de una gran cantidad de sintesis de proteinas necesarias para la
formacion del fluido seminal y al Mg con una actividad antioxidante (Chapman,
1998; Weirich et al., 2002).

Hasta la fecha no existen datos de referencia sobre la cantidad de minerales en
la dieta necesarios en abejas. La cantidad de elementos minerales que obtienen las
abejas de forma natural provienen del polen y néctar de las flores, de acuerdo a esto
podemos inferir que las colonias no suplementadas tuvieron una actividad de
forrajeo mas diversa al alimentarse de diferentes pdlenes, los cuales aportaron una
mayor concentracion de minerales, a diferencia de las colonias complementadas,
debido a que a éstas se les suministrd su alimento dentro de la colonia, evitando de
alguna manera la necesidad de ir por alimento a las flores y por ende disminuyendo

la fuente de minerales.
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No obstante, a pesar de haber determinado minerales en este estudio, la
mayoria de ellos no influy6é en la calidad del semen, esto pudo haber sido por un
efecto en conjunto donde podemos referir que la cantidad de minerales deberia
medirse en cada zangano y no en pooles como en este estudio ya que posiblemente
la concentracién de minerales se diluyé. Por otro lado, es posible que la cantidad de
proteina y carbohidratos suministrada tenga una mejor influencia en la calidad del
semen, lo cual nos haria pensar que seria necesario incluir una mayor fuente de
estos elementos, por ejemplo glucosa, fructuosa, yema de huevo, lecitina de soya,
aminoacidos como la lisina o arginina, los cuales se han utilizado de forma favorable
para la criopreservacion del semen (Taylor et al., 2009).

Con todo lo mencionado, nuestro estudio muestra que las abejas se enfrentan a
discrepancias en el tiempo y diversidad de recursos florales afectando la produccién
y la calidad del semen; por lo cual es necesario utilizar suplementos alimenticios que
contribuyan a mejorar la calidad del semen. Sin embargo, es necesario seguir
realizando estudios acerca del tema y conocer si los suplementos a utilizar aportan
la misma calidad de nutrientes y mejoran los pardmetros reproductivos. Este

conocimiento es muy Util para los programas de cria de zanganos.
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8. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales de este trabajo se puede concluir:

- La utilizacién del suplemento alimenticio en las colonias productoras de

zanganos no afecto la produccion de zanganos.

- El suplemento alimenticio aument6 aspectos morfométricos de los zanganos

que se reflejé en la calidad de semen.

- La calidad del semen mejor6 con la utilizacion del suplemento en cuanto a la

concentracion, motilidad, viabilidad y morfologia espermatica.

- Se determinaron concentraciones importantes de minerales tanto en semen
como en vesiculas seminales, sin embargo los minerales en conjunto no

influyeron en la calidad del semen.
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10. ANEXOS

ANEXOL1. Composicion del suplemento alimenticio tipo comercial

Proteina cruda  60%, Grasa minima 5%, Humedad

INGREDIENTES

Productos de proteina vegetal, Aceite de canola con alto contenido de
acido oleico, Aceite de pasto cedron

Acido ascorbico, acido folico, suplemento de vitamina E, A,Ds,riboflavina,
biotina,B,, piridoxina HCL, tiaina HCL, Niacinamida.

Cloruro potasico y de sodio, citrato de sodio, pantotenato de calcio,
sulfato de magnesio, ferroso, de cobre, de zinc, manganeso, cobalto,
potasio, carbonato de magnesio, lactato de calcio, dihidroyoduro de
etilendiamina

ANEXO 2. Formula diluyente Kiev

Ingrediente Cantidad ‘

Citrato de sodio 243049
Glucosa 0.300g
NaHCO3 0.210g
Sulfonamida 0.030 g*
KCl 0.040 g *
Agua Destilada 100 ml *
Con pH 8.37 y osmolaridad de 318 mOsmol/ ml
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ANEXO 3. Comparacién con

las concentraciones (ug/g) de elementos

minerales de semen y vesiculas de zangano en el estudio realizado por Verma

(1973) y Gutiérrez (2011).

Mineral
P
Mg
Ca
Cu
Zn
Se
Na
K

Control*
1875.73
27.51
-1.47
50.72
19.85
199.79
0
0

Semen
Suplementado*
2552.67

22.94
-2.38
29.01
22.15
186.08
0
0

Verma
0
393.82
440.77
0
0
0
2114.14
7170.94

Vesiculas seminales

Control* Suplementado*
14939811.3 8317.47
138580.1 106503.21
7.9 3.438
63.3 26.82
56.5 44.44
420.1 458.72
0 0
0 0

Gutiérrez
967.84
686.82

1009.59
237.67
65.72
0
3297.89
4277.96

Concentracién de elementos minerales del presente estudio *

——

72

Espermateca
Verma
0
289.28
625.09
0
0
0
5772.57
12121

ot
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