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RESUMEN

Las poblaciones de polinizadores en especial las abejas han evidenciado un
declive significativo debido a los cambios ambientales y el uso irracional de pesticidas
afectando en el numero de colmenas a nivel mundial, causando una reduccién en
servicio de polinizacion que brindan, desencadenando un bajo rendimiento agricola
que pone en riesgo la seguridad alimentaria. La criopreservacién brinda la posibilidad
de preservar las especies, es por ello que, planteamos como objetivo evaluar el efecto
de la adiccion de jalea real en la criopreservacion de espermatozoides de zangano,
para lo cual, se extrajo muestras seminales de 396 zanganos, inicialmente se
caracterizo el semen fresco como punto de partida, posteriormente se prepararon dos
tratamientos; T1 DMSO como crioprotector mas diluyente a base de TCG (tris, acido
citrico, glucosa) adicionado yema de huevo suplementado con 1% jalea, y T2 sin
suplementacion de jalea (control), muestras que fueron criopreservadas para evaluar
la calidad seminal post descongelacién. Los resultados obtenidos reflejan una
eficiencia de colecta espermatica del 38.4% y un volumen promedio de eyaculado de
0,8 uL con una concentracion espermatica de 2,8 + 0.43 X 108, ademas, expresaron
una significancia para la variable de morfologia mientras que, las variables de
motilidad, integridad de la membrana y viabilidad no registraron diferencias
significativas, los datos fueron sometidos a la prueba estadistica T Student. En
conclusién, los datos post criopreservacion de semen de zangano reflejan beneficio
limitado, sin embargo, para optimizar los resultados es preciso experimentar con la
inclusién de porcentajes distintos a los empleados en este estudio.

Palabras clave: Apis Mellifera, zangano, criopreservacion, morfologia espermatica.
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ABSTRACT

Pollinator populations, particularly bees, have significantly declined due to
environmental changes and the indiscriminate use of pesticides, affecting the number
of hives worldwide. This has decreased their pollination service, triggering a low
agricultural yield that jeopardizes food security. Cryopreservation offers a potential
solution for species preservation. Therefore, this study aims to evaluate the effect of
adding royal jelly to the cryopreservation of drone spermatozoa, for which seminal
samples were extracted from 396 drones. Initially, the fresh semen was characterized
as a starting point; then two treatments were prepared; T1 DMSO as a cryoprotectant
along with a TCG-based diluent (tris, citric acid, glucose) containing egg yolk
supplemented with 1% jelly, and T2 without jelly supplementation (control). These
samples were cryopreserved to evaluate seminal quality after thawing. The results
obtained indicated a 38.4% sperm collection efficiency and an average ejaculate
volume of 0.8 uL, with a sperm concentration of 2.8 £ 0.43 X 106. In addition,
significance for the morphology variable was expressed, while the motility, membrane
integrity, and viability variables showed no significant differences. The data were
subjected to the Student’s T-test. In conclusion, the post-cryopreservation data of
drone semen revealed limited benefits; however, experimentation with the inclusion of
percentages other than those used in this study is necessary to optimize the results.

Keywords: Apis Mellifera, drone, cryopreservation, sperm morphology.
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INTRODUCCION

En la actualidad, evidenciamos un declive en la poblacion de polinizadores ya sea
silvestres o domésticos y paralelamente una disminucién en las plantas que polinizan,
los descensos registrados son muy significativos, manifestando importantes
repercusiones no solo ecoldgicas, sino también econdmicas, ya que, ponen en riesgo
la seguridad alimentaria y por ende el bienestar humano (Rhodes., 2018).

Los polinizadores, particularmente las abejas, prestan un servicio ecosistémico que
favorece directamente a la produccién agricola y a la fauna silvestre, sin embargo, una
serie de cambios ambientales, el uso irracional de pesticidas y un enfoque de
produccion sin conservacion, ponen en peligro su supervivencia (Potts et al., 2010).

Ademas, para Dumitrescu et al., (2022), ante el imparable crecimiento demografico
a nivel mundial se han intensificado las necesidades alimentarias y bajo estas
condiciones la apicultura se posesiona como un importante potencializador de
alimentos, ya que mediante la polinizacion se puede obtener un mayor rendimiento
agricola de los cultivos, de igual manera.

El futuro de las abejas ha generado gran preocupacion debido a las elevadas
pérdidas de colmenas en todo el mundo, entre las principales causas esta, una
reproducciéon ineficiente, debido a la calidad espermatica, puesto que la reina
almacena esperma por varios anos, por tal motivo realizar una caracterizacién del
semen de zanganos es objetivo prioritario (Yaniz et al., 2013).

De acuerdo a Aizen & Harder., (2009), ante la posibilidad de una crisis productiva
por la disminucidon de polinizacion, se ha despertado un gran interés tanto politico,
econdmico y cientifico, porque, si bien es cierto se han orientado esfuerzos para
mejorar la poblacién de abejas, la demanda actual es mucho mayor debido a la rapida
expansion agricola de cultivos dependientes de polinizadores, por tal motivo, la
poblacion de las abejas deben protegerse, no solo para mejorar el equilibrio ambiental
sino también para mantener la seguridad alimentaria en todo el mundo.

De acuerdo a Dumitrescu et al., (2022), desde el aspecto econdmico y social, la
apicultura con su servicio bioldgico representa una fuente adicional de ingresos que
benefician especialmente a los pobladores mas vulnerables de las zonas rurales que
orientan sus actividades al trabajo en campo.

Para INTAGRI., (2019), el cultivo de arandano es obligatorio incorporar de 6 a 10
colmenas por hectarea para su produccion, esto debido a la posicion invertida que
presenta la flor, ademas, su polen es relativamente pesado y pegajoso, motivo por el
cual dificilmente puede transportarse por la accién del viento y requiere de una
polinizacién imprescindible.

A partir de la década de los afios 1970, se ha trabajado congelando y
descongelando semen de zangano y pese a que, luego de dicho proceso se encontrd
vitalidad y motilidad espermatica, tras la inseminacion de reinas, los resultados
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demostraron mayor presencia de zanganos, evidenciando asi, la deficiencia de
fertilizacion (Wegener & Bienefeld., 2012).

Segun Alcay et al., (2019), la criopreservacion es un proceso biotecnolégico que
paraliza el metabolismo de los espermatozoides, permitiendo almacenarlos por mucho
tiempo, sin embargo, dicha técnica, presenta efectos nocivos que afectan
directamente la calidad espermatica, por ello, actualmente la criopreservacion de
esperma de zanganos se ha logrado, pero sin alcanzar el nivel deseado.

Por ello, Taylor et al., (2009), manifiesta que, el almacenamiento de esperma
durante todo el afio, es un punto clave para poder conservar la diversidad de las
poblaciones que se encuentran en peligro de extincion y a su vez, difundir rasgos
caracteristicos en las colmenas.

El uso de los antioxidantes brinda una significativa importancia para la
criopreservacion de los espermatozoides con respecto a los efectos daninos que se
van a ver expuestos, el efecto de un antioxidante es proveer electrones a otras
moléculas logrando estabilizarlos y evitando asi que se produzcan anomalias en los
componentes lipidicos, proteicos y nucleicos del esperma (Rodriguez-Gutiérrez et al.,
2020).

La jalea real entre sus componentes, poseen proteinas con gran actividad
antioxidante, mas especificamente esta provista de aminoacidos bioactivos como son
cisteina y prolina que proveen una accion favorable para el espermatozoide,
manteniendo la integridad de la membrana, brindando un revestimiento frente al estrés
oxidativo (Abdelnour et al., 2020).

Para Galarza-Alvarez et al., (2022), la inclusion de jalea real al 0,2 % durante el
proceso de criopreservacion de esperma bovino permite mejorar el movimiento de los
espermatozoides, caracteristica que es importante para asegurar una fecundacién
eficaz, del mismo modo, Kaleem et al., (2017), indica que la suplementacion con jalea
real al 1 %, favorece la calidad espermatica post descongelacion.

Con base a lo mencionado anteriormente, se plantea como objetivo de la presente
investigacion, evaluar el efecto de la suplementacion de jalea real en la
criopreservacion de espermatozoides de zangano.

-15 -



OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar el efecto de la suplementacién de jalea real en la criopreservacion de
espermatozoides de zangano.

Objetivos especificos

e Caracterizar la calidad del semen de zangano antes y después de la
criopreservacion.

e Cuantificar la viabilidad y motilidad de los espermatozoides post congelacion.
e Comparar el efecto del uso de la jalea real sobre la calidad espermatica pre y
post congelacién frente a crioprotectores comunes no suplementados.

-16 -



1 CAPITULO 1

MARCO TEORICO
1.1 Apicultura

La apicultura puede conceptualizarse como el arte de criar y manejar abejas, con
la finalidad de producir miel y otros derivados de gran valor biolégico y por tanto
comercial como son la jalea real, el propdleo, el polen y la apitoxina; actualmente la
apicultura esta considerada como ciencia y figura como un pilar fundamental de la
agricultura, ya que contribuye activamente en la conservacién del medio ambiente,
potenciando el rendimiento de los cultivos e impulsando el desarrollo econémico (Katel
et al., 2022). Para Kumar & Yadav., (2021), las practicas apicolas apropiadas generan
ingresos adicionales, por ello, se puede considerar una microempresa que requiere
de preparacién y equipos a fin de obtener un mayor rendimiento.

1.2 Lacolmena

Segun Wiese & Salomé., (2020), las abejas de la miel son insectos sociales y viven
en colonias, con una poblacion equilibrada que en condiciones normales presentan
tres castas:1 abeja reina, de 30.000 a 80.000 abejas obreras y algunos cientos de
zanganos, cuyo ciclo de vida se detalla en la figura 1.

Life Cycle of honey bee
| 1
Male Copulation Female
(drone) l (queen)
Unfertilized egg Fertilized egg
v v
Larva Larva
v v
pra Pupa
Adult Adtlt
male Female (worker)
Royal Jelly for 3 days ¢
Other workers One female
l Normal Food l Royal Jelly
Sterile female workers Queen

Fig. 1 Ciclo de vida de la abeja Apis mellifera L.

Fuente: (Kumar & Yadav., 2021)
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1.3 Zangano

La abeja zangano, nace a partir de huevos no fecundados y son considerados los
machos de la colmena, cuya funcién es la de fecundar la reina y aportar calor al nido
de la cria (Lara., 2019). El zangano debe tener la capacidad para alcanzar el punto
focal, y lograr permanecer bastante tiempo, a su vez, encontrar a la reina durante el
vuelo nupcial, combatir con gran cantidad de zanganos para aparearse y entregar el
esperma que la abeja reina, va a almacenar en su espermateca (Metz & Tarpy., 2019),
ademas, es considerado un insecto mondgamo debido a que muere tras desprenderse
de sus genitales y dejarlos insertados en los genitales de la hembra (Klowden., 2013).

Fig. 2 Zangano (Apis mellifera L.)

Fuente: Laboratorio de entomologia de la Universidad Catdlica de Cuenca

1.4 Anatomia del aparato reproductor del macho

Segun Lara., (2019), el sistema reproductor esta desarrollado en la reina y los
zanganos. Jan Swammerdam fue quien describié por primera vez la anatomia
reproductiva del macho de la abeja en 1738, estos 6rganos reproductores estan
formados por un par de testiculos, tubulos y conductos (vasos eferentes, conductos
deferentes y conductos eyaculadores), glandulas sexuales accesorias (vesiculas
seminales y glandulas mucosas) y endofalo (Klein et al., 2021).
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1.5 Fisiologia del aparato reproductor del macho

La anatomofisiologia de las estructuras que conforman al aparato reproductor del
zangano son:

1.5.1 Testiculos

Es un 6rgano compuesto por dos testiculos y numerosos tubulos en los cuales se
producen los espermatozoides desde su inicio hasta su completa maduracion y
traslado hacia la vesicula seminal. La glandula del zangano en sus primeros dias de
vida se ubica en la parte abdominal, al llegar a los 12 dias de vida del zangano los
espermatozoides van a dirigirse hacia la vesicula seminal volviéndolos aptos para
fecundar a la reina (Kapil., 1962).

1.5.2 Vesicula seminal

De la misma manera, esta constituida por dos vesiculas, estas tienen una
formacion de saco largo (fig.3), su principal funcion es de almacenamiento de
espermatozoides maduros que es recibido desde los testiculos hasta lograr la copula
(Guth, 1990).

/
B Ce

B: bulbo del organo copulador; Ba: cuernecillos; Ce: canal eyaculador;
G: glandula mucosa; Br: bolsa rectal; T: testiculos; Vs: vesicula seminal.

Fig. 3 Anatomia interna de abdomen de un zangano joven.

Fuente: (Guth., 1990).
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1.5.3 Glandulas mucosas

Se compone de par de 6rganos accesorios, al unirse hacia la salida de las
vesiculas, estas presentan una mucosidad caracteristica por el cual, al instante de la
eyaculacion ayuda a liberar el semen hacia el exterior por medio del conducto
eyaculador hacia la vagina de la reina (Klein et al., 2021).

1.5.4 Canal eyaculador

Su funcién es de conduccion del material seminal desde las glandulas accesorias
hasta el orificio terminal del pene o endofalo. Cabe recalcar, en el transcurso de la vida
del zangano no hay una unién entre glandulas y lumen del canal, por ende, al
momento de la copula esta conexidon se va a romper por el exceso de contraccion por
lo cual se va a dar la salida por el canal (Bose et al., 2016).

1.5.5 Organo Copulador

Mejor conocido como enddfalo, su forma es tubular alargada, habitualmente esta
traspuesta dentro de la cavidad abdominal, se forma por placas quitinosas. En el
momento de la copula se produce la eversion del pene y por medio de la presion de
la hemolinfa se produce el eyaculado (Barrera., 2004).

1.6 Caracteristicas del eyaculado

1.6.1 Semen de zangano

El semen de las abejas esta conformado por células filiformes que tienen una forma
alargada con presencia de puntas conicas. Las medidas de los espermatozoides
oscilan entre 250y 270 ym de largo y 0,7 ym de ancho y predisponen de una cabeza
pequefa y estrecha. El corddn espermatico posee un axon de 992 microtubulos. Las
células alargadas se ubican entre el axon y derivado mitocondrial (Yaniz et al., 2020).

1.7 Colecta del semen

En abejas, se han descrito dos métodos principales para la recoleccion de semen
basada en cortes de vesiculas seminales e induccién de la eyaculacion. Sin embargo,
en la ultima década, la eyaculacion inducida se ha vuelto el principal método utilizado
para recolectar muestras de semen, que consiste en la recoleccién directa del
endofalo (Cobey et al., 2013)

Para el método de extraccion por eversion manual, se procede a realizar la
estimulaciéon de zanganos con una edad mayor a partir de los 12 dias, haciendo una
ligera presion con los dedos en la cavidad toracica, por lo cual, se va a inducir a la
eversion del enddfalo, logrando que el semen quede expuesto y sea extraido de la
punta del genital (Abdelkader et al., 2014).

El enddéfalo posee una forma esférica pequefa, de coloracién blanca, para la
recoleccion de la muestra de semen se emplea una jeringa de gran capacidad, tras la
aspiracion, se puede determinar la cantidad de semen recogido, para potenciar una
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mayor tasa en la recoleccion de semen se obtiene de zanganos adultos, ya que los
jovenes poseen semen en minimas cantidades, la proporcion seminal puede variar
significativamente, afectando las condiciones de reproduccion (Bratu et al., 2022).

P: restos del pene exterior; B: bulbo; Ba: cuernecillos; Co: cuello;
Pq: placas quitinosas del bulbo; Ce: canal eyaculador;
Ap: apéendices elasticos; M mucus; E: esperma; V: vestibulo

Fig. 4 Eversion del enddéfalo. A: Inicio de eversién, B: eversion parcial, C: eversion total

Fuente: (Guth., 1990).
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1.8 Analisis macroscopico del semen

1.8.1 Volumen eyaculado

Cada zangano puede llegar a producir de 0,5 — 1,3 yL de semen, con un porcentaje
de 7,5 millones de espermatozoides, asi mismo, la calidad y cantidad del material
seminal es de gran importancia para una técnica de inseminacion natural o artificial,
sin embargo, la viabilidad espermatica va a reducir de acuerdo a la edad del zangano
(Czekonska et al., 2013).

1.8.2 Color y pH seminal

Para Blum et al., (1962), el semen de zangano presenta un pH de 6,8 - 7,0 y de
acuerdo a Kouas & Adjlane., (2020), exhibe un color caracteristico crema casi
amarillento, de forma homogénea, generalmente su presentacion es compacta, con
forma esférica pequena, claramente se diferencia del mucus blanco (Figura 5a), y a
veces disperso, con un aspecto amorfo (Figura 5b), y segun Bratu et al., (2022),
mientras mas contenido de espermatozoides mas intenso se presentara el color.

A B

Fig. 5 Presentacion del semen (A) eyaculado esférico, (B) eyaculado disperso y amorfo.

Fuente: (Bratu et al., 2022).
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1.9 Analisis microscépico del semen

1.9.1 Concentracién espermatica

Segun Schlins et al., (2003), la concentracién espermatica del semen, permite
determinar la madurez sexual del zangano y se ve influenciada por el tamafio, dado
que los ejemplares mas pequenos producen una menor cantidad de espermatozoides
y oscila entre 2 y 9 millones por pL, sin embargo, dicha concentracion es dependiente
de otros factores, es asi que para Yaniz et al., (2020), el peso corporal, la edad, la
genética, la estacién del afo e inclusive algunas enfermedades pueden alterar de
manera significativa dicha concentracion.

1.9.2 Motilidad espermatica

Para Brito et al., (2016), la evaluacién de la concentracién espermatica es
considerado un componente esencial en la certificacion de la capacidad para la
reproduccion.

Este parametro depende en gran medida de las condiciones del ambiente debido
a la extrema susceptibilidad del semen por ello es necesario protegerlo para realizar
la evaluacion de la motilidad de los espermatozoides, misma que se la puede realizar
con semen puro o diluido como lo manifiesta Taylor et al., (2009),y Alcay et al., (2015)
quienes en su trabajo investigativo emplearon una escala de 0 a 5 para valorar la
motilidad de semen fresco, asignando 0 una motilidad menor de 20% y 5 para en el
caso que la motilidad que supere el 95%, donde 3 es considerada como ideal.

1.9.3 Viabilidad espermatica

La integridad de la membrana plasmatica es el parametro mas evaluado,
determinante en la valoracion de la calidad del esperma, debido a que, al producirse
la perdida de continuidad de esta fina envoltura es considerada incompatible con la
viabilidad del espermatozoide (Yaniz et al., 2013).

La capacidad fecundante de los espermatozoides requiere de una membrana
plasmatica funcional e intacta, debido a que es esencial en el proceso de capacitacion
espermatica, reaccidén acrosémicay union del espermatozoide a la superficie del évulo
(Ramu & Jeyendran., 2013).

Una membrana plasmatica intacta es impermeable al yoduro de propidio (PI), pero
esta sustancia puede atravesar membranas dafadas, unirse al ADN y emitir una
fluorescencia roja brillante en el nucleo de los espermatozoides muertos, siendo el Pl
el fluorocromo mas utilizado para la tincion de espermatozoides muertos (Yaniz et al.,
2020).
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1.9.4 Morfologia del espermatozoide

Morfolégicamente el espermatozoide de zangano cuenta con una estructura
particular, ya que, su cabeza es muy pequefia, cuyo nucleo es cilindrico y alargado,
diferenciandose de otras especies, al cuello se lo describe como una estrecha banda
citoplasmatica, mientras que la cola, es la que proporciona el movimiento, contiene 9
fibrillas y representa hasta un 90% de la longitud total del espermatozoide (Egea De

Prado et al., 1990).

El proceso de criopreservacion involucran factores que pueden ocasionar
alteraciones morfolégicas en los espermatozoides provocando una reduccidn
significativa de la motilidad espermatica, restringiendo asi su funcionalidad vy
comprometiendo su fertilidad (Gulov & Bragina., 2022).

Fig. 6 Estructura del espermatozoide, H: cabeza; N: nucleo; A: regién acrosomal.

Fuente: (Gontarz et al., 2016)
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1.10 Técnicas para la evaluacion de la vitalidad espermatica
1.10.1 Eosina - Nigrosina

Es una técnica de tincidn que permite evaluar la vitalidad del esperma permitiendo
diferenciar entre vivos y muertos ya que, una caracteristica principal del
espermatozoide muerto es la presencia de agujeros y perforaciones de la membrana
volviéndolas permeables frente al colorante (Bjorndahl et al., 2003).

Mientras la nigrosina tiene como funcién aumentar el contraste entre el fondo y las
cabezas de los espermatozoides logrando facilitar su visualizacién, mientras que la
eosina accede unicamente en los espermatozoides muertos tifiéndolos de un rojo
oscuro, entre tanto que los espermas vivos se exhiben blancos (Agarwal et al., 2016).

1.10.2 Test hipoosmoético (HOST)

De acuerdo a Nur et al., (2011), una estrategia alternativa es el uso de soluciones
hipoosmoticas (prueba de hinchazon hipoosmoética, HOST), que también puede
proporcionar informacion valiosa sobre el estado de la membrana plasmatica, dicha
técnica se basa en la evaluacion del enrollamiento de la cola asociado a la
acumulacion de agua en espermatozoides con membranas plasmaticas intactas.

Segun detalla Ramu & Jeyendran., (2013), el test se realiza usando una dilucion
de semen en relacion de 1:10 de solucion hipoosmdtica, incubandose por 30 minutos
aproximadamente a 37°C, para posteriormente ser observadas en el microscopio.

1.10.3 Yoduro de propidio

Es una molécula fluorescente que se une al ADN, pero no logra atravesar células
que contienen una membrana plasmatica intacta. Esta técnica se utiliza para
diferenciar y cuantificar células muertas en donde las membranas se vuelven
permeables (Crowley et al., 2016).

1.10.4 Hoechst

Es un fluorocromo que se une selectivamente al ADN del nucleo del
espermatozoide, ingresa tanto en membranas celulares dafiadas e intactas,
permitiendo que el nucleo se torne azul brillante fluorescente, brindando la facilidad
de conteo en un campo microscopico (Locke et al., 1990). Esta colorante fluorescente
ha sido muy empleado en el andlisis de la viabilidad de los espermatozoides formando
una tincién dual con loduro de propidio, dicha técnica ha sido empleada por Gulov &
Bragina., (2022) y Paillard et al., (2017) para analizar esperma de zanganos fresco y
post congelado.
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1.11 Métodos de conservacion de espermatozoides
1.11.1 Principios de la criopreservacién

La criopreservacion es considerado el método mas conveniente al momento de
conservar células tratar por un largo tiempo, sin embargo, esta técnica depende de un
adecuado proceso de congelacion, almacenamiento y descongelacion, a fin de
minimizar el dafio celular (Parihar et al., 2023)

1.11.2 Semen fresco

El semen fresco de zangano consigue almacenarse a temperaturas sobre el punto
de congelacion por varias semanas y sin perder la viabilidad espermatica, este
material genético puede ser almacenado entre 13°C y 25°C, por ende, se ha visto una
mayor viabilidad del 70-80% cuando se mantiene a 12°C y 16°C por seis semanas
(Paillard et al., 2017), sin embargo para Algay et al. (2015), la vida util del semen fresco
expuesto a temperatura ambiente es reducida a un lapso maximo de dos semanas.

1.11.3 Semen congelado

El congelamiento de semen en Apis Mellifera L, es considerado como herramienta
que se puede aplicar en la apicultura actual, ya que, estudios realizados por Collins
(2004), debaten que, si se consigue mejorar la supervivencia espermatica durante la
conservacion, el semen almacenado aportaria como instrumento valioso para el
apicultor, pues actualmente se menciona que la viabilidad del semen sometido a
dilucién y congelamiento alcanza el 42.6%.

Por su parte Taylor et al., (2009), experimentaron con técnicas comunmente
empleadas en la crioconservacion seminal de especies mamiferas, consiguiendo
mejorar la viabilidad hasta un 68% post descongelacion del semen de zangano (Apis
mellifera L). Altos valores de viabilidad proporcionan una buena perspectiva para la
futura optimizacidén en técnicas de criopreservacion, mejorando el almacenamiento
genético favoreciendo el progreso de genotipos de abejas meliferas (De Araujo Freitas
& Quezada Euan., 2011).

Si bien es cierto, para Ozkavukgu., (2002), el objetivo primordial de la
criopreservacion es mantener la viabilidad y funcionalidad celular a bajas
temperaturas, existen problemas inherentes asociados a las propiedades quimicas,
térmicas y eléctricas, que afectan directamente la estructura celular y, por ende, limitan
su éxito ya que este método presenta periodos criticos para la sobrevida celular.

Durante el proceso de criopreservacion las membranas celulares son las
estructuras que reciben el mayor dafio, si bien es cierto, los productos crio
preservados se deben almacenar a temperaturas desde -133°C (vapores de nitrégeno
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liquido) a -196°C (nitrégeno liquido), las dificultades de la congelacién no derivan de
la permanencia a bajas temperaturas, sino de las técnicas de congelacion y
descongelacion (Avila-Portillo et al., 2006).

1.11.4 Agentes crioprotectores (ACP)

Para Avila-Portillo et al., (2006), los agentes crioprotectores son sustancias
hidrosolubles de baja toxicidad que disminuyen el punto eutéctico de una solucién, el
descenso del punto eutéctico involucra que se alcanzara una concentracion de solutos
a una temperatura menor, de forma que la célula estara mas deshidratada y el
gradiente osmoético al que estara sometido sera menor, por tanto, bioquimicamente es
posible distinguir tres tipos de crioprotectores, los alcoholes (metanol, etanol,
propanol, 1-2 propanediol y glicerol), azucares (glucosa, lactosa, sucrosa, sacarosa)
y el dimetil sulféxido (DMS), asi también, los crioprotectores pueden clasificarse
también en agentes penetrantes y no penetrantes de acuerdo a la permeabilidad
celular.

1.11.5 Diluyentes

La composicion de los diluyentes de semen de crioconservacion mejorados
desempeia un papel clave en el mantenimiento o la mejora de la calidad, actualmente
se han evaluado inmensidad de componentes que se adicionan al diluyente de
congelacion, entre ellos: la leche, glicocola, glicerina, yema de huevo, agua de coco y
lecitina de soya, cuya finalidad es, preservar las caracteristicas funcionales de las
células espermaticas, y conservar el indice de fertilidad apropiado y resguardar de las
lesiones inducidas por el choque térmico (Dadkhah et al., 2016).

1.12 Jalea real

La jalea real es una sustancia secretada por las glandulas hipofaringeas y
mandibulares de las abejas obreras, su apariencia es blanquecina y viscosa, su
consumo es exclusivo de la abeja reina durante todo su ciclo de vida. La jalea real es
considerada un coloide acido, cuyo pH varia entre 3,6 y 4,2, entre los principales
compuestos encontramos en mayor porcentaje 50-70% de agua, 9-18% proteinas, 7-
18% de carbohidratos, 3-8% de acidos grasos y lipidos, 1,5% de minerales (Dumitru
et al., 2022).

1.12.1 Propiedades antioxidantes de la jalea real.

Las principales proteinas de la jalea real poseen una gran actividad antioxidante,
mediante el cual, se ve reflejado el aporte de la separacidon de los radicales libres,
ademas, la estructura de la jalea real, esta provista netamente de aminoacidos
bioactivos especialmente cisteina y prolina también contiene ciertos minerales como:
Ca, K, Mg, Na; asi mismo, de vitaminas: C y E; provee una accion favorable a la
mantencion de la integridad de la membrana brindando un blindaje frente al estrés
oxidativo (Abdelnour et al., 2020).
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Para Coskun et al., (2020), la jalea real posee propiedades bioldgicas tales como
antioxidante, antibacteriana, antialérgica, antitumoral, antiinflamatoria,
antihipertensiva y antienvejecimiento aplicadas principalmente en animales de
experimentacion.
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2 CAPITULO 2
METODOLOGIA
21 Tipo de estudio

El tipo de estudio fue experimental positivista, cuyo disefo investigativo constd de
dos etapas: de campo y de laboratorio; y en donde se empled jalea real como
coadyuvante en concentracion al 1%, para asi evaluar su efectividad antioxidante,
durante el proceso de criopreservacion de semen de zangano, y de esta forma mejorar
la calidad espermatica.

2.2 Materiales
2.2.1 Materiales de campo

e Botas

e Traje apicultor

e Ahumador

e Fosforo

e Camara fotografica

e Palanca para manejo de cuadros
e Cepillo para desabejar

e Caja transportar zanganos

2.2.2 Materiales de Laboratorio
2.2.2.1 Biolbgicos

e Semen de zangano
e Jaleareal de abejas
2.2.2.2 Fisicos

e Guantes de examinacién
e Mascarillas

e Cooler
e Rampa de criopreservacion
e Jeringas

e Mechero de alcohol

e Capilares de vidrio

e Catéter de mariposa

e Pipetas

e Puntas de pipetas

e Microscopio

e Estereoscopio

e Microscopio de fluorescencia
e Refrigeradora

e Camara de neubauer
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e Cubreobjetos

e Portaobjetos

e Termo agua

e Bafo Maria

e Pinzas

e Tijera

¢ Platina térmica

e Tanque criogénico
e Nitrogeno liquido
e Suero fisiolégico
e Tubos eppendorf
e Pajuelas de 0,25
e Sellador pajuelas

2.2.3 Materiales quimicos

e Diluyente DMSO

e Yema de huevo

e Tincion Eosina Nigrosina
e Testde HOST

e Yoduro de propidio

e Hoechst

2.3 Variables

2.3.1 Variables independientes

e 1% Jaleareal

2.3.2 Variable de inclusiéon
e Volumen
2.3.3 Variables intervinientes

e Epoca del afio (invierno, abril — mayo)
2.3.4 Variable Dependiente

¢ Morfologia espermatica

¢ Motilidad (escala 1-5)

¢ Vitalidad (%)
¢ Integridad de la membrana (%)
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2.4 Area de estudio

La presente investigacion se realizd en el apiario del sefior Hipadlito Alberca que se
encuentra ubicado en la parroquia de Sinincay, perteneciente al canton Cuenca de la
provincia del Azuay a 6 km del casco urbano, a una altura de 2685 m s.n.m., con
presencia de dos pisos climaticos frio andino y templado interandino, el mismo que
predomina en las zonas pobladas, con una temperatura media anual que varia en
base a las areas con las zonas mas bajas alcanzando un rango de 14°C a 16°C y
posee una pluviosidad promedio de 950 a 1000 milimetros (PDOT GAD Sinincay.,
2020).
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Fig. 7 Mapa geografico de la parroquia Sinincay

Fuente: PDOT GAD Sinincay., (2020)

2.5 Diseino del Experimento

El disefio de esta investigacion estuvo orientado a determinar los beneficios de la
inclusién de jalea real como crioprotector en la congelacion de semen de zangano
para lo cual, se empled diluyentes suplementados con 1% jalea y un diluyente
comercial a base de TCG (tris, acido citrico, glucosa) mas yema de huevo y DMSO,
para la evaluacién de la calidad seminal post descongelacion.

Se empled un disefo completamente al azar basandose en los dos tratamientos

antes mencionados, con 4 repeticiones y la unidad experimental fueron 10 pajuelas
de 0,25cc tanto para control como jalea.
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2.6 Universo de estudio

Se procedio a trabajar con zanganos durante un periodo de dos meses (abril y
mayo) del ano 2023, para lo cual se emplearon 396 ejemplares machos
pertenecientes a la especie Apis mellifera L.

2.7 Procedimiento

Procedimiento de campo
Etapa 1.

Se inicié identificando el conjunto de colmenas que conforma el apiario en
compafia de su propietario, se determind que la raza a trabajar corresponde a la
especie Apis del género mellifera L, y la forma adecuada de manejo de cada colmena,
manteniendo el bienestar animal (H. Alberca, comunicacion personal, 24 de abril de
2023).

Etapa 2.

La captura de zanganos se realizé dos dias por semana, a partir de las 10 de la
mafana, evitando las primeras horas de la mahana a fin de mantener abrigada la
colmena como lo recomienda Agrocalidad., (2015). El proceso de captura y transporte
se lo realizo por 8 veces.

Las muestras fueron tomadas al azar sin considerar tamarfio o edad y directamente
del interior de diferentes colmenas para ser transportados en una caja previamente
disefiada, cuyas medidas eran 30 cm de largo por 15 cm ancho y 15 cm de fondo,
debidamente adecuada para conservar la temperatura, que permitid garantizar la
supervivencia durante el traslado al laboratorio que tardaba de 30 minutos
aproximadamente.

2.8 Procedimiento de laboratorio

Etapa 1. Proceso de eversion del endéfalo.

Se colocé al zangano entre los dedos pulgar e indice, de la mano menos diestra
colocandolo en posicion invertida, con ayuda de la otra mano se aplico presion sobre
la cabeza con lo cual se lograba la eversion parcial del endéfalo y se apreciaba un
endurecimiento involuntario y sin dejar de presionar el abdomen se deslizaban los
dedos hacia abajo suavemente provocando la eversion completa.

Posteriormente se recogié la muestra seminal directamente del enddéfalo, durante
todo este proceso se mantuvo las condiciones sanitarias apropiadas como lo detalla
Cobey et al., (2013).

Cabe recalcar que, para la extraccién y colecta del semen se debe realizar en un
tiempo no mayor a dos horas post captura, ya que se evidencidé una notable pérdida
de zanganos, comprometiendo la extraccion seminal.
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Fig. 8 Eversion total del endofalo

Etapa 2. Recoleccion semen

Para la recoleccion del material seminal se utilizé un capilar de vidrio con capacidad
de 100 ul, extendido con la ayuda de un mechero de alcohol el cual estuvo conectado
a una jeringa colectora de 5 ml por medio de un catéter mariposa modificado (figura
9), el procedimiento se realizé con la ayuda de un estereoscopio Nikon SMZ800N
(Japon), lo que facilitd diferenciar la porcion de muestra seminal del mucus logrando
realizar una correcta extraccion.

oL

. . | M’J NJ \‘L .

Fig. 9 Equipo casero adaptado para la colecta de semen
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Cabe recalcar que al momento de la colecta se debe evitar aspirar mucus, ya que,
esto dificulta el proceso y sella el equipo, provocando una obstruccion del capilar
evitando la aspiracion de la muestra.

Fig. 10 Diferenciacion entre semen (b) y mucus (a)

Fig. 11 Colecta del semen observado a través del estereoscopio.
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Etapa 3. Extraccion de las muestras.

Una vez extraida la muestra, se procedié a colocar en tubos Eppendorf de 1,5 ml,
previo al inicio de la extraccion, se llevd a cabo un registro de la colecta de semen,
obteniendo los datos de los individuos que proporcionaron una muestra valida, con la
informacion recopilada se procedié a determinar la eficiencia de la colecta.

Durante el transcurso de la colecta se evidencid que no todos los zanganos
capturados eyacularon, como lo manifiesta Stefan., (2013), por tal motivo fue
necesario disponer de un mayor numero de poblacion, para favorecer dicho proceso.

Etapa 4. Determinacion de la concentracion espermatica.

Para este proceso fue necesario realizar una dilucion, debido a que el volumen era
proporcionalmente pequefio y a su vez se encontraba con una elevada concentracion
de espermatica.

Para lo cual se empled la siguiente formula:

. _ (1cuadrado) (1000 mm3\ [/ 1ml
N° de espermatozoides/pl = x( giam:;; 0) ( “Z:m ) (10013111) (FA)(50)

Donde:

X = Promedio de espermatozoides.

FA = Factor de dilucion, en este caso 1/2000.
Etapa 5. Caracterizacién del semen fresco.

En esta fase se analiz6 la motilidad masal de una muestra sin dilucion, la cual fue
obtenida de un zangano, la forma de evaluacion fue subjetiva, basados en una escala
de 0 a 5 como lo detalla Avalos Rodriguez et al., (2018).

Posteriormente se preparo una dilucion en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. donde se
coloc6 10 uL de semen diluido y 50 uL de test de HOST, la muestra se homogeneizé
de manera suave durante un minuto, seguidamente se dejoé incubar a 35°C en la
platina termorreguladora por un tiempo de 40 minutos, cumplido el tiempo se elaboré
un frotis con lo que se evalué la integridad de la membrana de los espermatozoides.

Asi mismo, se realizé una preparacion en un tubo Eppendorf, donde, se coloco 10
UL de semen diluido y 10 uL de la tincion de Eosina-Nigrosina y se procedié a
homogeneizar por un minuto, con lo cual se realizé un frotis para determinar la
morfologia espermatica.

Los frotis fueron evaluados independientemente bajo un microscopio con lente de
40X, y se registraron los datos obtenidos.
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Etapa 6. Crio preservacion del semen.

Para realizar el proceso de criopreservacion se prepard los dos grupos
experimentales en tubos Eppendorf, 1 control (diluyente — crioprotector — y muestra
seminal), 2 jalea (diluyente — crioprotector — muestra seminal y jalea real en
concentracion del 1%), los contenidos de los tubos Eppendorf se colocaron en pajillas
de 0,25 cc, posteriormente se sellaba con polvo en su extremo.

Como primer paso para el proceso de congelacién, se procedié a colocar las
pajillas en una rampa de criopreservacion y posteriormente se disminuyo la
temperatura, partiendo de 19°C (ambiente) hasta 5°C colocando en una nevera por
un lapso de tiempo de 2 horas, transcurrido ese tiempo, se introdujo la rampa incluidas
las pajillas en un cooler para someterlas a vapores de nitrégeno por un tiempo de 12
minutos y finalmente se sumergieron las pajillas en nitrégeno liquido hasta alcanzar
temperaturas de -196°C, quedando almacenadas en un termo de criopreservacion
(Figura 12).

Curva de congelacidon de semen de zanganos

50
19 37

2 horas
-50
Enfriamiento lento

30 segundos .
100 12 minutos -90 Vapores de nitrogeno

e Enfriamiento rapido

Temperatura

Descongelacion rapida
-150

-200 ¢ -196

-250

Fig. 12 Curva de congelacion de semen de zangano

Fuente: Elaboracién propia

Etapa 7. Proceso de descongelacion.

La descongelacion se realizé de manera individual, sumergiendo cada pajilla en un
termo de agua a temperatura de 37°C en un lapso de tiempo de 30 segundos, luego
de ello, se retird y seco, seguidamente se cortaron los dos extremos de la pajilla y se
depositd su contenido en un tubo Eppendorf debidamente rotulado.
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Para el analisis se utilizé6 un microscopio ZEISS Primostar 3 (China), con lente de
40x de aumento, que era conectado a una pantalla de procesador para lograr agilitar
las visualizaciones de las muestras, una vez realizado este proceso, se preparo las
muestras para ser analizadas y evaluadas, en base a parametros de motilidad,
viabilidad, morfologia e integridad de la membrana.

Etapa 8. Motilidad post descongelamiento

Para la evaluacion de este parametro se deposité 5 yL de muestra descongelada
de jalea y de control, sobre un portaobjetos, luego se coloco un cubreobjetos para su
respectivo analisis, para este proceso se tomd en consideracion una escala del 1 al 5,
donde el valor inferior era considerado sin movimiento y el mayor fue considerado
movimiento 6ptimo.

Fig. 13 Placa de motilidad masal vista al microscopio con lente de 40x.

Etapa 9. Integridad de la membrana post descongelamiento

Para el analisis de esta prueba empleamos una preparacion que consistié en
colocar 10 uL de la muestra post descongelada y 50 uL del test de HOST en un tubo
Eppendorf de 1,5 ml, se homogeneizo6 la muestra y se procedié a dejar incubar a 35°C
en una platina termorreguladora por un tiempo de minimo de 40 minutos, para el
analisis se coloco parte de la muestra en un portaobjetos y se realizé un frotis para
observarlo al microscopio Olimpus BX51(Japén), empleando un lente de 40x, este
proceso se realizo para los dos grupos experimentales (jalea y control).
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Fig. 14 Placa de frotis con test de HOST vista al microscopio lente de 40x.

Etapa 10. Morfologia post descongelamiento

Para valorar la variable de morfologia espermatica se preparé una muestra de 10
uL y manejamos la tincion de Eosina-nigrosina en una medida de 10 yL, colocandolos
en un tubo Eppendorf, se homogeneizd y se dejé reposar por un tiempo de 5 minutos.
Una vez concluido este tiempo se colocé una muestra sobre un portaobjetos
realizando un frotis, posteriormente se analizé en el microscopio, se realizd con los
dos grupos experimentales.

Fig.15 Frotis de espermatozoides con tincidon de eosina-nigrosina vista al microscopio lente de 40x.

a) espermatozoide sin alteracion morfolégica (normal), b) espermatozoide con alteracion ( cola doble

o fragmentada).
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Etapa 11. Viabilidad espermatica post descongelamiento.

La diferenciacion de espermatozoides vivos y muertos se evalud utilizando el
protocolo de tincién fluorescente dual, el cual consistié en preparar la muestra en un
tubo Eppendorf, colocando 25 yL de muestra seminal y agregando 1 uL de Yoduro de
propidio dejando que actue por 3 minutos, para luego adicionar 5 uL de tincidn
Hoechst, para el andlisis se realiz6 un frotis con la preparacion, tanto para jalea como
para control y después se observo utilizando un microscopio fluorescente.

Fig. 16 Placa con tincion dual Yoduro de Propidio y Hoechst vista al microscopio fluorescente.

2.9 Analisis Estadistico

Para el analisis de las variables dependientes del semen pre congelado se utilizo
la prueba de analisis de varianza con el programa estadistico INFOSTAT, donde se
correlacionaron los datos correspondientes a cada repeticion.

Para el analisis del semen post descongelamiento de los datos obtenidos se
sometieron a la prueba ADEVA (p<0,05) del programa estadistico INFOSTAT, mientras
que para la valoracion del vigor se empled la prueba Kruskal Wallis (p<0,05) debido a
que los valores no son parameétricos.
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2.10 Cuadros Estadisticos

Cuadro 1. Morfologia espermatica (Eosina-Nigrosina)

Tratamiento n Media (%)
Control 16 87,56 £ 3,79
Jalea 16 90,69 £ 2,52
Valor T -2,74
Valor p 0,010

El Cuadro 1 evidencia la comparacion de la Eosina — Nigrosina, respecto a la
morfologia normal y anormal, donde la suplementacién de jalea 90,69 + 2,52% genera
un porcentaje mayor frente al control 87,56 + 3,79% con un valor de significancia de

(p<0,010).

Cuadro 2. HOST (Permeabilidad de la membrana)

Tratamiento n Media (%)
Control 16 88,31 + 3,93
Jalea 16 90,25 + 3,57
Valor T -1,46
Valor p 0,154

El cuadro 2 indica los resultados obtenidos del test de HOST referente a la
permeabilidad de la membrana donde no existe una diferencia significativa entre los
dos tratamientos (p=0,154).

Cuadro 3. Evaluacion Viabilidad espermatica (Yoduro Propidio/Hoechst)

Tratamiento n Media (%)
Control 16 40.88 + 10,08
Jalea 16 37,13+ 11,96
Valor T 0,96
Valor p 0,345

El cuadro 3 registra el porcentaje de espermatozoides muertos obtenidos mediante
tincion fluorescente (Yoduro de Propidio), donde no existe diferencia significativa
(p=0,345) entre control y jalea.
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Cuadro 4. Evaluacion de la Motilidad individual

Tratamiento n Media (%)
Control 16 46,56 £ 16,80
Jalea 16 40,63 £ 23,23
Valor T 0,83
Valor p 0,414

El cuadro 4 detalla la evaluacion de la motilidad espermatica post descongelacion
donde los resultados tanto para control y jalea no son significativos (p=0,414).

Cuadro 5. Evaluacion del Vigor

Tratamiento n Media (1-5) Mediana
Control 16 2,47 £ 0,69 3
Jalea 16 2,44+ 1,03 2
Valor H 2,75
Valor p 0,082

El cuadro 5 representa los resultados obtenidos del vigor espermatico post
descongelacion entre control y jalea, por lo que el analisis demostré que no se

evidencia diferencia significativa (p=0,082).
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CAPITULO 3
3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS
Cuadro 6. Eficiencia de la colecta
Zanganos Zanganos que volumen total uL/
capturados eyacularon % (uL) zangano
122 55 248 41,25 0,75
76 28 26,4 14 0,5
91 26 18,4 39 1,5
107 43 20,8 215 0,5
Total 396 152 115,75
Promedio 99,0 38,0 38,4 28,9 0,8
D.E 19,9 13,6 3,6 13,3 0,5

El cuadro 6, indica el numero total de zanganos manipulados en la investigacion
(396), para la extraccion de semen de los cuales se obtuvo una muestra valida de 152
especimenes, alcanzando un rendimiento de 115,75 pyL de volumen total con un
promedio de 38,4 * 3,6% cuyo promedio individual de eyaculado por zangano de 0,8
+ 0,5 pL.

Cuadro 7. Resumen Estadistico

congelacion

Pre
Control

Jalea Valor p

Motilidad Masal (1-5)

2,88 + 0,25

Concentracién (X10%/uL)

2,8 +0 ,43

Integridad de la
membrana %

90,00 +1,41

Morfologia normal %

93,00 +2,452

Vigor (1-5)

2,97 +0,69

2,44 1,03 0,097

Funcionalidad de la
membrana post
congelacion %

40,88 +10,08

37,13 +11,96 0,345

Motilidad Individual %

46,56 +16,80

40,63 £23,23 0,414

Morfologia post
congelacion %

87,56 +3,79%

90,69 +2,52° 0,010

Integridad de la
membrana post
congelacion %

88,31 +3,93

90,25 £3,57 0,154

El cuadro 7 expresa una recopilacion de todos los datos conseguidos a partir del
analisis de las variables, donde unicamente se evidencio una diferencia significativa
en la morfologia del control 87,56 £ 3,79 frente a Jalea 90,69 t+ 2,52 con un valor
p<0,010, frente a un valor de la pre congelacién inicial 93,00 + 2,45.
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Morfologia del espermatozoide
94,0%
93,0%
92,0%
91,0%
90,0%
89,0%
88,0%
87,0%
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85,0%

84,0%
Precongelacion Control Jalea

Fig. 17 La morfologia normal de los espermatozoides empieza con un valor 93,03% en pre
congelacién, disminuyendo en el control con un valor de 87,5%, mientras que, con jalea se evidencia

un notable descenso de anormalidades con un valor de 90,6% de morfologia normal.

3.2 DISCUSION

La valoracion morfologica posterior al analisis de la tincidon de eosina nigrosina
aplicada a los espermatozoides, evidencié anormalidades morfolégicas tales como:
colas fragmentadas, divididas y enrolladas, datos que coinciden con Bratu et al.,
(2022), quienes manifiestan los mismos hallazgos y con las principales anomalias
detalladas por Lodesani et al., (2004), posiblemente el aumento de las alteraciones en
su morfologia, se relacionan con el proceso de criopreservacion.

Se captur6 396 zanganos que representd el 100%, de los cuales 152
proporcionaron una muestra viable (38.4%), contrasta con Rousseau., (2015), quien
indicé que la proporcion de semen depende en gran medida de la edad, tamario del
zangano y la fortaleza de la colmena, por tal motivo, su investigacion abarcé un total
de 472 zanganos, pero solamente el 55,3% produjeron semen suficiente para la
evaluacion, al respecto, Seitz et al., (2016), manifiesta que uno de los principales
factores que debilitan a la colmena, es la estacién invernal, ya que restringe el
alimento, haciéndoles susceptibles a la infestacién de acaros (Varroa), entre tanto
Rhodes et al., (2011), obtuvo hasta un 75% de zanganos que proporcionaron semen,
dato que no concuerda con nuestro estudio, probablemente, debido a que emplearon
zanganos con edad y tamafio estandarizado y en una época del afo favorable,
diferente a la de este estudio.
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El volumen promedio obtenido de eyaculado por zangano dio como resultado 0,8
uL y una concentracion de 2,8 + 0.43 X 106. Para Czekonska et al., (2013), el volumen
de semen eyaculado por zangano varia entre 0.5 pL y 1,3 pL, con un promedio de 7.5
millones de espermatozoides por uL y tienden a disminuir con la edad, en tanto que
Taylor et al., (2009), obtuvo un volumen de eyaculado por zangano de 1 pL con una
concentracion promedio de 8,8 + 0.98 X 10° de espermatozoides, aproximandose a
los resultados de concentracion espermatica de 7,39 X 10° alcanzados por Metz &
Tarpy., (2019), en su estudio sobre Senescencia reproductiva en zanganos de la abeja
de miel. Estos datos no coinciden con nuestros resultados, debido a que el disefio de
la muestra fue al azar, sin considerar el tamafo y edad del zangano, que segun
Mazeed & Mohanny., (2010), son indicadores claves en la determinacion de las
caracteristicas del eyaculado.

Las discusiones de las siguientes variables citan a diferentes especies,
relacionadas estrechamente al analisis espermatico, debido a que la informacién en
la especie Apis mellifera L. es limitada.

Para Avalos Rodriguez et al., (2018) la motilidad masal se valora con una escala
del 0 al 5 de manera subjetiva y es definida como el movimiento en remolinos, datos
que son corroborados por Al-Lawati et al., (2009), en su estudio llamado
“Characteristics of the spermathecal contents of old and young honeybee Queens”,
con base a esta teoria, esta investigacion obtuvo una motilidad masal de 2,88 £ 0,25
datos que se aproximan a Capel., (2011), quien valoré con 3 la motilidad masal de
semen de zangano, posiblemente estos no son tan favorables, debido a las
caracteristicas seminales (alta concentracion espermatica) del zangano.

Segun Gul et al., (2022), la criopreservacion y por ende la fertilidad exitosa de
esperma de abeja melifera es posible alcanzarla cuando se emplea un protocolo de
congelacion espermatica conjuntamente con un antioxidante apropiado, es asi que
usar prolina en dosis de 50 mM(mmol), mejora significativamente la motilidad,
viabilidad e incluso el porcentaje de espermatozoides con membrana intacta,
potenciando la fertilidad espermatica, sin embargo, para lograr éxito en la
criopreservacion con antioxidantes es dependiente de la dosis del antioxidante
escogido.

En esta investigacion se obtuvo como resultado de motilidad individual para el
tratamiento 1 (sin jalea) un porcentaje de 46,56 + 16,80 %, mientras que para
tratamiento 2 (con jalea real) se alcanzé un porcentaje de 40,63 + 23,23, estos datos
se aproximan al estudio de Saberivand et al., (2022), quienes experimentaron con una
suplementacion de jalea real al 1% en la criopreservacion de esperma ovino,
determinando un valor de motilidad espermatica de 42.60 * 6,48, sin embargo, este
estudio evalu6 diversas concentraciones de jalea, concluyendo que al suplementar
con un 2% mejora los parametros de motilidad.
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En tanto que, para Loeza-Concha et al., (2019), en su estudio de criopreservacién
de esperma de zangano con adicion de yema de huevo, obtuvieron una motilidad del
50% concluyendo que, el proceso de congelacion reduce significativamente la
motilidad espermatica, ademas, en cuanto a los parametros de viabilidad e integridad
de membrana determinaron un 59,10% y un 84, 35% respectivamente, datos que son
superiores a los obtenidos en este estudio, pero, inferiores a los reportados por Nur et
al.,, (2011), es asi que, en base a los datos obtenidos por diferentes autores
probablemente, la adicion de diferentes suplementos juegan un papel importante en
el éxito de la criopreservacion espermatica de zangano.

Por otra parte Alcay et al., (2016), evalu6 este mismo parametro en caprinos
describiendo valares de motilidad de 57,67 + 2,58 , no obstante, el porcentaje en su
disefio experimental incluy6 0,75 % de jalea real manifestando existen beneficios de
la jalea real en concentraciones mayores a 0,5 %, sin embargo, Galarza-Alvarez et al.,
(2022), resalta que la inclusién de jalea real 0,2 % mejora la cinematica de los
espermatozoides de bovino.

En cuanto a viabilidad espermatica los resultados obtenidos fueron 40,88 + 10,08
para tratamiento 1 (sin jalea) y 37,13 £ 11, 96 para tratamiento 2 (con jalea real), en
tanto que Kaleem et al., (2017), coincide con el nivel de suplementacion de nuestra
investigacion, sin embargo, los resultados obtenidos divergen, ya que obtuvo 53,60 +
0,80 de viabilidad, por otro lado, Shahzad et al., (2016), alcanz6 un valor de 67.0 + 3,8
para este parametro, no obstante, el porcentaje de inclusién de jalea real que manejo
fue del 0,1 %. Con base a lo antes mencionado, se propone investigar la dosis mas
idénea, para potenciar los beneficios antioxidantes de la jalea real dependiendo de la
especie.

Esta investigacién no demostré efectos favorables de la jalea real al 1%, sobre la
criopreservacion de espermatozoides de zangano, sin embargo, para Kaleem et al.,
(2017), los parametros estructurales y funcionales del esperma mejoran la calidad
durante la criopreservacion, con una suplementacion de jalea real del 1%, asi también,
para Moradi et al.,, (2013), la jalea real provee efectos protectores debido a su
propiedad antioxidante, sin embargo, es necesario estimar las concentraciones de
suplementacion mas idéneas, ademas es preciso verificar la autenticidad de la jalea
real ya que es muy susceptible a perder sus propiedades.
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4 CONCLUSIONES

La evaluacion del efecto de la suplementacion de la jalea real al 1 % no demostro
un efecto significativo sobre las caracteristicas funcionales de los espermatozoides de
zangano durante el proceso de criopreservacion.

Las caracteristicas de morfologia espermatica presentan un porcentaje reducido
de anomalias (7%), sin embargo, se incrementan durante el proceso de
criopreservacion, mientras que, el promedio de volumen eyaculado (0,8 uL) y la
concentracion de 2,8 £0,43X10° se encuentran dentro de los rangos admisibles.

Los parametros de viabilidad y motilidad no evidenciaron beneficios post
congelacion con la incorporacion de jalea real, sin embargo, el porcentaje de dafos a
la integridad de la membrana presenta una leve disminucién, aun asi, no demuestra
una diferencia significativa.

Finalmente, se concluye que la suplementacion de jalea real al 1% a los
crioprotectores no representa un beneficio relevante en la calidad espermatica frente
a crioprotectores no suplementados.
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5 RECOMENDACIONES

Replicar el estudio con nuevos porcentajes de inclusion de jalea real, como
suplemento a los crioprotectores y tomando en consideracion una época del afo
diferente al invierno.

Estandarizar la muestra experimental en base a parametros de edad para mejorar
la eficiencia de la colecta.

Estudiar el comportamiento reproductivo de esta regién en comparacién con otros
continentes.

Tener en cuenta el tiempo transcurrido entre la captura y extraccion de la muestra
seminal, para evitar pérdidas por muerte.
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7 ANEXOS

Anexo 2. Captura y traslado de los zanganos.
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Anexo 3. Andlisis de semen fresco

Anexo 4. Proceso de empajillado las muestras para la crio preservaciéon
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Anexo 5. Colocacion de las pajuelas para la criopreservacion

Anexo 6. Camara de criogenizacion con las muestras.
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Anexo 7. Analisis post descongelacion de las muestras espermaticas
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