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VII. Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la exposicion a glifosato de uso agricola
bajo ambientes controlados en la cinética y morfometria de espermatozoides de
zanganos provenientes de colmenas instaladas sobre los 2.200 m.s.n.m.; para ello se
utilizaron 16 zanganos de diferentes lugares: Tarqui, Paute y Cuenca; los tratamientos
a evaluar fueron dosis 1 (0.25%), dosis 2 (0.15%), dosis 3 (0.10%) y dosis 4 (0.05%)
de glifosato. Las variables estudiadas fueron tiempo de muerte, vuelo, caminar,
detenimiento y morfologia espermética (longitud, anchura, area de la cabeza,
perimetro, elongacion, rugosidad, regularidad, volumen, concentracion, vitalidad y
muerte) del zangano. Los resultados obtenidos demuestran-que el lugar de ubicacion
de las colmenas frente a la aplicacion del glifosato no afecta a las variables
analizadas; sin embargo, el tiempo de muerte y tiempo de detenimiento de los
zanganos si se vio afectado bajo las dosis de 0.25, 0.15, 0.10 y 0.05%; de la misma
manera en cuanto al tiempo de vuelo y tiempo de caminar se encontrd diferencia
significativa bajo las dosis de 0.25 y 0.05% de glifosato; y finalmente en cuanto a la
morfologia espermatica de los zanganos si se registré diferencia significativa viéndose
afectados los parametros de vitalidad y muerte espermatica. Se concluye que la
utilizacién de glifosato en la produccion agricola ayuda a controlar las malezas; no
obstante, genera un efecto negativo en el medio ambiente, en este caso afectando a
los insectos benéficos (zanganos) ocasionandoles problemas en la parte reproductiva

y en casos mas severos causandoles la muerte.

Palabras clave: morfologia espermatica, glifosato, zangano, cinética
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VIII. Abstract

The objective of the study was to evaluate the effect of exposure to glyphosate for
agricultural use under controlled environments on the kinetics and morphometry of
spermatozoa from drones from hives installed above 2,200 m.a.s.l. For this purpose,
16 drones from different locations were used: Tarqui, Paute, and Cuenca. The
treatments to be evaluated were dose 1 (0.25%), dose 2 (0.15%), dose 3 (0.10%) and
dose 4 (0.05%) of glyphosate. The variables studied were the drone's time of death,
flight, walking, stopping, and sperm morphology (length, width, head area, perimeter,
elongation, roughness, regularity, volume, concentration, vitality, and death). The
results obtained show that the location of the hives about the application of glyphosate
does not affect the variables analyzed. However, drone’s time of death and time of
stopping were affected under 0.25, 0.15, 0.10, and 0.05% doses; in the same way,
flight time and walking time were significantly different under amounts of 0.25 and
0.05% of glyphosate. Finally, the sperm morphology of the drones was quite different,
being affected by the parameters of sperm vitality and sperm death. The conclusion is
that the use of glyphosate in agricultural production helps control undergrowth;
however, it negatively affects the environment, in this case affecting beneficial insects
(drones), causing problems in the reproductive part and, in more severe cases causing
their death.

Keywords: sperm morphology, glyphosate, drone, kinetics.
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CAPITULO |
1.1.Introduccion

El uso indiscriminado de herbicidas en cultivos agricolas conlleva un riesgo latente
sobre las diferentes poblaciones de insectos de la fauna local. Si bien, los herbicidas
son usados eficientemente por los agricultores para controlar las malas hierbas, sin
embargo, estos productos afectan indirectamente a insectos, acaros, a himenopteros
benéficos que ayudan a la polinizacion como es el caso de la abeja (Apis mellifera).
En Europa se ha determinado que, el uso indiscriminado de glifosato, puede afectar
a diferentes poblaciones de abejas durante la temporada de primavera y verano. Esto
supone una reduccion de la poblacion de abejas obreras en mayor proporcion, y al
resto de individuos de las colmenas (Ej. zanganos y abeja reina). No obstante, en
paises que no poseen una temporalidad marcada en el afio (ej. Venezuela, Colombia,
Ecuador, Perq, etc.) el desarrollo de cultivos de ciclo corto y largo, asi como el uso de
glifosato se da durante todo el afio. En consecuencia, el riesgo latente sobre la

poblacién de insectos benéficos es mayor (Jimenéz et al., 2016).

Por otro lado, en el Ecuador mediante su Constitucion del afio 2008 y su “Programa
Nacional del Buen Vivir y Soberania Alimentaria”, se ha promovido el uso de
herbicidas amigables con el medio ambiente, y en cierta medida, ha restringido
notablemente el uso de glifosato de sello azul, amarillo y rojo. En la actualidad, los
pesticidas de sello verde son vendidos en diferentes comercios agropecuarios para el
control de plagas y enfermedades de los cultivos de ciclo corto, medio y largo.
Organismos gubernamentales como AGROCALIDAD son los encargados de verificar,
regular y controlar el expendio de estos pesticidas en los diferentes comercios
agropecuarios. No obstante, existe un control muy limitado o nulo sobre el uso de esta
herbicida in situ en los cultivos de las diferentes regiones del Ecuador (Jimenéz et al.,
2016).
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La apicultura es una disciplina productiva que ha ganado un importante espacio
entre los productores y practicantes en la region sierra sur del Ecuador. La instalacion
geografica de los apiarios ha sido estratégica para establecer un equilibrio entre las
colonias, fauna, cultivos y el humano. Esto ha generado un menor impacto en riesgos.
Sin embargo, las abejas se movilizan kildbmetros a la redonda para promover la
polinizacién de cultivos locales y, en consecuencia, la produccion de miel en las
colmenas. Ademés, durante la reproduccion, el vuelo nupcial que realizan los
zanganos Yy la abeja reina se desarrolla en el mismo ambiente que puede estar

expuesto a diferentes herbicidas (Jimenéz etal., 2016).
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1.2. Planteamiento del problema

En la actualidad, el considerable incremento casi exponencial del uso de
herbicidas para la detencion de malezas y padecimientos en las siembras para
obtener un desempefio con los requerimientos en aumento y eficacia sobre todo
en exportacion (Eden, 2020) Sin embargo, estas sustancias llegan a ser toxicas
alterando de tal manera las poblaciones de abejas en un claro dafio colateral
derivado del uso de herbicidas y consecuentemente son indicadores biolégicos de
su efecto nocivo a nivel ecolégico y ambiental, de modo que la interaccion del
herbicida (glifosato) con los zanganos les ocasiona la muerte, de tal manera que
en cantidades enormes pueden producir efectos letales capaces de deteriorar la

salud de la colmena entera (Martin & Arenas, 2018).

Por otra parte, los herbicidas indudablemente representan un alto riesgo para
las abejas en su totalidad. El glifosato actia sobre el sistema nervioso de las
abejas, produciendo de tal manera convulsiones o pardlisis hasta el punto de

ocasionar la muerte (Botias & Sanchez, 2015).
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1.3.Hipotesis

Zanganos expuestos a herbicidas (glifosato) usados en actividades agricolas en la
region sierra sur ecuatoriana aplicada en dosis controladas son afectados en sus
caracteristicas espermaticas basadas en parametros cinéticos y morfometria

estructural.
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1.4. Antecedentes

El glifosato es un herbicida de amplio espectro que se utiliza en la agricultura para
controlar malezas. Desde su comercializacién en 1974, el glifosato se ha convertido
en el més utilizado en el mundo debido a su eficacia y su facilidad de aplicacién, y
gque, ha dado como resultado rendimientos de cultivos considerables, su
uso presenta una serie de inconvenientes ligados al impacto en
los diferentes compartimentos ambientales, principalmente el suelo, repercusiones

por el uso continuado en los cultivos (Tofifo et al., 2020).

Es un compuesto quimico comunmente utilizado en el herbicida no selectivo de
amplio espectro, para matar principalmente plantas no deseadas tales como
gramineas anuales y perennes, especies lefiosas. Este producto estd compuesto
principalmente por surfactantes que posterior a su almacenamiento ayudan a
conservar su calidad y facilitan la mezcla con el agua. La ingestion de glifosato puede
traer consigo una tasa de mortalidad del 3% al 30%, asimismo obtener resultados
clinicos que van desde toxicidad para muchos con nefrotoxicidad, hepatotoxicidad,
efectos gastrointestinales y respiratorios (Campuzano, et al., 2017).

19



1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general

e Evaluar el efecto de la exposicién a glifosato de uso agricola bajo ambientes
controlados en la cinética y morfometria de espermatozoides de zdnganos

provenientes de colmenas instaladas sobre los 2.200 msnm.

1.5.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la aplicacion en zanganos expuestos a glifosato en
diferentes medioambientes controlados.

e Comprobar las caracteristicas del semen de zanganos expuestos a glifosato
frente a zanganos de control.

e Analizar los valores cuantificados con la dosis de glifosato en el esperma.

20



1.6.Justificacion

En la actualidad la apicultura es una actividad muy importante dentro de la
agricultura industrial ya que las abejas son insectos capaces de recoger el polen y
néctar de las plantas, sin embargo, al haber un incremento del uso inadecuado de
productos agroquimicos que afectan directamente a estos insectos causandoles
incoordinacion y paralisis de los miembros, ya sea por contacto o consumo del polen,
néctar o agua contaminada con estos quimicos, también llega a afectar su
comportamiento, reproduccién y estado fisiologico (Cajamarca et al., 2020). Ademas,
Pisa et al., (2015) expresan que estos plaguicidas y herbicidas fueron creados para
combatir malezas, pero indirectamente afectan a insectos benéficos como son las
polinizadores convirtiéndose estos productos en una amenaza para la salud de las

mismas.

Los pesticidas son considerados una de las principales amenazas para los
insectos polinizadores (Apis mellifera) debido a que posterior a su aplicacion se
genera efecto residual tanto en el polen como el néctar de las plantas que fueron
tratadas, ocasionando efectos letales en las abejas (Gonzéalez et al., 2020); asi mismo
Woodcock et al., (2016) detallan un incremento de mortalidad de abejas polinizadoras
convirtiétndose al mismo tiempo en un problema para la conservacion de la
biodiversidad. Por tal razon, la Union Europea restringié la utilizacion de estos
productos quimicos en el afio 2013 con la finalidad de proteger y conservar a estos

insectos importantes como son las abejas (European Commission, 2013).
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CAPITULO I
2. MARCO TEORICO

2.1. Apicultura

La apicultura considerada una actividad productora de miel ha surgido
conjuntamente con la civilizacion, desempefiando papeles importantes como;
alimento, en lo religioso entregado como ofrenda, embalsamiento de cadaveres,
preventivo de enfermedades y principalmente como antiséptico (Gonzalez et al.,
2010). Ademas, esta actividad a nivel mundial es muy importante debido a que
proporciona a la sociedad el edulcorante natural conocida como: la miel (Contreras &
Magafa, 2018).

2.2.Abejas

Las abejas son uno de los insectos venenosos mas importantes para el ser
humano debido a su produccién de miel, habitan generalmente en las zonas
tropicales, son ddciles y comunmente pican solo una vez ya que su aguijon que esta
en la parte posterior del insecto se encuentra en conexion con las glandulas del
veneno las mismas que al provocar una picadura se atascan y ocasionan que una
porcion del intestino, el sistema glandular y el saco del veneno se desprendan del
insecto provocando la muerte de la abeja (Pefia et al., 2006)

2.3.Generalidades de las Abejas

La abeja productora de miel, (Apis mellifera) es un insecto social del orden
Himenoptera de la clase Insecta, que corresponde a la familia Apidae. Se diferencian
por tener glandulas de cera situadas en el abdomen, con las que construyen los
panales o colmenas en cuyas celdas se almacena la miel, el polen y donde la reina

coloca sus huevos (Simbafa, 2015).

Cuando surge de una celda la primera reina virgen esta se dirige hacia otras celdas
reales para destruirlas y si en ocasiones nacen mas reinas al mismo tiempo estas
combaten entre si hasta quedar la triunfadora, la que conseguird su madurez sexual
al dia 5 y posteriormente saldra a su vuelo nupcial (vuelos de fertilizacion) con un
promedio de 10 zanganos, dard inicio a la ovoposicion y la colonia de abejas

continuara su ciclo normal (Padilla et al., 2007).
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2.4.Clasificacion taxonomica de la Abeja

Cuadro 1: Clasificacion taxonémica de la abeja
Clasificacion Taxondémica

Reino Animalia
Tipo Arthrépodo
Insecto que tiene respiracién por traquea, tres pares de patas y el
Clase cuerpo dividido en tres zonas: Cabeza, térax y abdomen
Hymenoptero (posee cuatro alas membranosas), metamorfosis

Orden
completa, aparato bucal lamedor y dos pares de alas membranosas.

Sub-orden Apoidea
Familia Apidae
Género Apis
Especie A. mellifera

Fuente: (Jaramillo & Rodriguez, 2012).

2.4.1. La abeja reina o madre

La abeja reina es la madre de toda la colonia y la Unica que fecunda la colmena,
portadora del material hereditario, ademas es la que se encarga de regular y controlar
muchas conductas como: el desarrollo de los ovarios en las abejas obreras, conexion
de la colmena, recoleccion de alimento, cuidado de la cria y la construccién de

panales (Alamilla et al., 2017).
2.4.2. Las obreras

Las abejas obreras son hembras que comprenden casi toda la poblacion y
desempefian un papel importante en la colmena, son el principal elemento productor
y directivo de la colmena. Se las conoce con este nombre debido a que son las que
realizan el trabajo de producir la miel, cera, colectan polen, fabrican panales y

mantienen limpia y en orden la colmena (Choque et al., 2017).

2.4.3. Los zdnganos

El zangano es el insecto masculino del grupo de las abejas, tiene un vuelo
poderoso y rapido, estd dotado de ojos muy desarrollados y de un sistema olfativo

gue le permite detectar a las reinas a gran distancia, puede alejarse mas de nueve
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kilbmetros de su colmena de origen e introducirse en otras colmenas sin ser cazado

por las guardianas (Simbafa, 2015).
2.5.Funciones del zangano

El zdngano un insecto que cumple con varias funciones comenzando
primeramente con la de fecundar a la reina: proceso que sucede de los 12 a 24 dias
de edad, tiempo en el que ya estan capacitados para el apareamiento y tienden a
hacer grandes recorridos para buscar a la reina, durante el vuelo nupcial, donde el
mas fuerte fecundara a la reina y a su vez morira, en segundo lugar, esta la funcion
de producir calor en lugar de las obreras las cuales estan realizando otras actividades
y finalmente la funcidn de repartir el néctar es decir provee a las obreras y contribuye

a la elaboracion de la miel (Quero, 2004).
2.6.Ciclo bioldgico del zangano

El zangano surge a partir de un huevo sin fecundar dando lugar al proceso llamado
partenogénesis que es cuando la reina pone huevos infértiles que dan lugar a los
zanganos, del huevo nace la larva al dia 4, posteriormente esta se desarrolla durante
7 dias, la celdilla es operculada (sellada) al dia 10 y finalmente después de varias

transformaciones el insecto adulto nace al dia nUmero 24 (Polaino, 2006).

2.7.Anatomia del zangano

El cuerpo de la abeja doméstica se divide en el térax y el abdomen, partes que
estan adheridas y se mueven entre si, el esqueleto exterior compuesto de quitina,
gue le da la estabilidad necesaria, protege a los tres grandes partes del cuerpo de
la abeja dividiéndose en; los dos primeros formando cajas rigidas y en el dltimo de
forma extensible. El exoesqueleto, tiene la caracteristica de ser externo y por lo tanto
de crecimiento definitivamente limitante, abriga al anterior blando, a diferencia de los

animales superiores donde los blandos cubren el esqueleto.

e (Cabeza: es unacaja dura con forma de triangulo en donde se ubican los
organos de la vision, antenas y aparato bucal, esta unido al térax por un cuello

membranoso estrecho (Llorente, 2008) como se observa en la Figura 1.
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Figura 1: Cabeza del zangano
Fuente: (Ellis, 2015)

Torax: es conocido como el centro locomotor de la abeja, contiene tres
segmentos adoptando los nombres de: prototérax, mesotdrax, metatérax y
ademds existe un segmento adicional llamado propodeo. Cada uno de los
segmentos contienen un par de patas, en el segundo y tercer segmento se
encuentran un par de alas membranosas, ademas, poseen espiraculos por
medio de los cuales se airea para la oxigenacion del térax (Fernandez, 2011)
detallada en la Figura 2.
Puntos de

insercion
de las alas

Esterndn
Segundo par
Primer par de patas

de patas

Tercer par
de patas

Figura 2:Torax del zangano
Fuente: (Ellis, 2015)
Abdomen: tiene una forma rectangular y consta de nueve (anillos) segmentos
retractiles de los cuales solo siete se los puede divisar en el zangano (Figura
3), estos segmentos estan unidos mediante membranas finas de gran

flexibilidad que permite alargar o contraer el abdomen (Llorente, 2008).
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Figura 3: Abdomen del zangano
Fuente: (Matricardi, 2014)

e Patasy alas: las piernas estan conformadas por seis articulaciones que van de
la proximal a la distal: coxa, trocanter, fémur, tibia, tarso y pre tarso, este
altimo tiene 2 clavos laterales, con los que se pueden fijar en superficies
rugosas. Al mismo tiempo, entre las ufias hay un Iébulo llamado arolium o
pulvillus, que les permite alisar superficies como cristales (Ellis, 2015) como se
indica en la Figura 4.

Figura 4: Patas y alas del zdngano
Fuente: (Lara, 2019)

2.8.Anatomia del aparato reproductor del zangano
2.8.1. Testiculos

En el zdngano los testiculos estdn formados por tubos testiculares, son 6rganos
gue durante la etapa de ninfa o0 pupa alcanzan su tamafio maximo, se ubican a los

lados del abdomen donde se enlazan mediante los vasos deferentes con las vesiculas
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seminales y estdn compuestos por cuantiosos foliculos lugar en donde se originan y

maduran los espermatozoides (Llorente, 2008).

2.8.2. Vesiculas seminales

Tienen la forma de un saco largo y sirve de almacenamiento para los
espermatozoides originarios de los testiculos hasta el momento de la cépula, esta
funcion se desarrolla a los 36 dias de edad (SAGARPA, 2013).

2.8.3. Glandulas mucosas y 6rgano copulador

Las glandulas mucosas son Grganos accesorios grandes que estan unidos por
una base hacia la salida de las vesiculas seminales y segregan una sustancia mucosa
gue cuando entra en contacto con el aire 0 el agua se solidifica y forma el
espermatdéforo, el mismo que en el proceso de eyaculacion empuja hacia el exterior
al semen (Castillo , 2019).

El 6rgano copulador es conocido también como endofalo, es una estructura tubular
larga con varios apéndices y areas con vellosidades, se encuentra dentro de la
cavidad abdominal, formado por placas quitinosas, este se encuentra invaginado y se
evagina al momento que se introduce la bolsa copulatriz de la reina, desprendiéndose
asi del zangano una vez que se introduce el semen y que a la final termina

funcionando como un tapén (Llorente, 2008).

2.9.Fisiologia reproductiva del zangano

El aparato reproductor ocupa parte del abdomen del macho, el testiculo esta
compuesto por unos 200 tubos seminiferos, estos tubos seminiferos producen
espermatozoides y se almacena en las vesiculas seminales las mismas que se

comunican con los testiculos a través de los conductos deferentes (Lara, 2019).

2.10. Espermatogénesis en los zanganos

En primera instancia existe una division sin disminucion cromosémica resultando
la eliminacion de una célula enucleada que acaba degenerandose y dandose una
segunda division equitativa del material genético pero desigual del citoplasma
resultando en la degradacion de la célula mas pequefia y en la trasformacion de la

mas grande en un espermatozoide. El segundo sistema propone una divisién sin
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reduccion cromosomica resultando la eliminacion de una célula enucleada que
termina degenerandose y dando una segunda division totalmente ecuacional,
resultando dos espermatozoides y finalmente el tercer sistema expone una primera
division meidtica donde las cromatides hermanas originan espermatocitos idénticos,
en la segunda division las croméatides se distribuye Unicamente a una de las dos
células hijas resultando en la eliminacion de dos células enucleadas y la generacion
de dos espermatozoides, siguiéndose cualquiera de los tres sistemas, el producto
final resulta ser un espermatozoide de zangano (Lago et al., 2020).

2.11. Espermatozoide

El espermatozoide es la célula germinal masculina producida luego del proceso de
division de las espermatogonias, en el zangano ocurre un proceso denominado

reproduccion haplodipldica (Sekiné et al., 2015).

El espermatozoide del zangano cuenta con una longitud de entre 250-270 um, la
cabeza consta de un acrosoma anterior y ndcleo tiene un tamafio de 5um de ancho y
0.3 um de grosor y finalmente la cola abarca dos subunidades mitocondriales

extendidas desde la base del nucleo hasta el final de la cola (Lino et al., 2000).

2.12. Caracteristicas seminales

El semen esta compuesto por los espermatozoides y el liqguido de la vesicula
seminal, en proporcién de 1:1 hasta de 2:1, lo cual le da los distintivos de intensidad
de color y viscosidad. El esperma del zangano tiene un pH de 6,8 a 7 y se mezcla con
cualquier medio acuoso. Por desecacion, los espermatozoides mueren en pocos

minutos, asi como tampoco resisten el enfriamiento (Taylor et al., 2009).

2.12.1. Concentracion

Se refiere a la cantidad de espermatozoides presentes en el semen por cada
eyaculado el mismo que permite pronosticar la concepcion y los valores han sido
variables siendo el mas reciente de 2.2-3.4 X 10%/uL de espermatozoides en el semen
(Abdelkader et al., 2014).
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2.12.2. Viabilidad

La evaluacién de la viabilidad espermética consiste en la capacidad del
espermatozoide de poder fecundar, siendo una caracteristica importante para
comprobar el éxito reproductivo en especies sexualmente promiscuas y en varios
estudios manifiestan que la viabilidad minima para una mayor fecundacién es del 60-
80% (Maalaps, 2014).

2.12.3. Motilidad

Es la que cumple un papel de suma importancia en el momento de la fertilizacion,
considerada como una herramienta importante para la evaluacion del potencial de la
fertilidad en los machos, la misma que evalla la velocidad y porcentaje de

espermatozoides moviles (Tourmente et al., 2007).

2.13. Glifosato

El glifosato es un herbicida sistémico de amplio espectro que se produce para
controlar malezas. Estudios nuevos manifiestan que el uso cada vez mas intenso de
este herbicida, siendo renovado por la introduccion de cultivos transgénicos ahora
resistentes a glifosato, puede ser la causa de efectos potenciales perjudiciales y
graves afectaciones en la reproduccion de organismos acuaticos, anfibios y aves, asi
como de una grave disminuciéon en la diversidad de insectos, las abejas y otros

polinizadores (Ruiz & Sanchez, 2014).

2.14. Efectos del glifosato en las abejas

El glifosato al estar en contacto con las abejas genera efectos negativos en el
insecto debido a que: altera el comportamiento, disminuye el tamafio de la poblacion,
el aprendizaje olfativo y elemental, retencién de la memoria a corto plazo y altera el
microbiota intestinal haciéndolas susceptibles a enfermedades (Herrera, 2021); por lo
gue afecta la salud de las abejas y su actividad como polinizadoras (Motta et al.,
2018).

El glifosato o también conocido como un herbicida resulta ser altamente toxico
para las abejas ya que causa efectos letales perjudicando principalmente su
crecimiento y por ende la viabilidad de la colonia y ademas reduciendo su capacidad

de polinizar (Eler et al., 2018).
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CAPITULO Il
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.Ubicacién de ensayo

La presente investigacion se realiz6 en la Universidad Catolica de Cuenca, Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias, la misma que esta ubicada en la Provincia del
Azuay, cantdon Cuenca de la region interandina de Ecuador, Tarqui hacienda
Gullanzhapa, situada al suroeste de El Valle y en la hoya del rio Paute, a una altitud
de 2550 metros sobre el nivel del mar y con una temperatura promedio de 15°C
(Figura 5).
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Figura 5: Ubicacién del ensayo
Fuente: (Glogle Maps, 2021)

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Materiales de Campo

e Parrillas para sustentacion de colmenas (bases)
e Bases de metal

e (Camara de cria de colmenas Langstroth

e Tapas

e Entre tapas

e Alimentadores
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Bastidores

Palanca tipo J

Pinzas levanta cuadros
Cepillo para desabejar
Laminas de cera
Ahumador

Cuchillo

Azadon

Cartén

Fosforos

Camara fotografica
Baldes

Libreta de campo

Letreros de identificacion
. Bioldgicos

Colonia de abejas (Apis melifera), zanganos +/- entre 30 a 60 dias.

Alimentacién (Jarabe)

. Equipos y materiales de laboratorio

Equipos de proteccion (velo, overol, guantes, botas).
Computadora

Sistema CASA, SCA®, version 6.4.0
Sonicador (MISONIX®)

Bafio de Maria

Instrumental Schley

Tuberia de succion

Puntas de succion

Microscopio

Plancha termorregulador

Pipetas Pasteur de vidrio

Mechero a gas
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e Tubos Eppendorf
e Puntas de pipetas
e Gradillas

e Porta objetos

e Cubre objetos

3.2.4. Reactivos

e Diluyente Taylor
e Tincion Sperm Blue
e Tincion diff quick

e Yoduro de propilo

3.3.Variables

3.3.1. Variables independientes

e Dosis en base aglifosato (0,25%, 0,15%, 0,10% y al 0,05%).

3.3.2. Variables dependientes

e Exposicion a glifosato (tiempo de muerte, vuelo, caminar y detenimiento).
e Morfologia espermatica (longitud, anchura, area de la cabeza, perimetro,
elongacion, rugosidad, regularidad, volumen, concentracion, vitalidad y

muerte).

3.4.Disefio experimental

El experimento se lo realizd en los meses de agosto del 2021 y enero 2022 en los
cuales se utilizaron zanganos de diferentes localidades: Tarqui, Paute y Cuenca, con
una edad comprendida entre 30 a 60 dias, teniendo en cuenta que en esa edad son
aptos para la fecundacion mismos que fueron distribuidos bajo un disefio
completamente al azar en 4 tratamientos y 3 repeticiones por cada tratamiento con su
diferente dosis de glifosato de sello verde (Glyphosate isopropylamine salt) 480g/L, y

aditivos (c.s.p. 1L).

e T1. Dosis del 0,25%
e T2. Dosis del 0,15%
e T3. Dosis del 0,10%
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e T4. Dosis del 0,05%

Las variables evaluadas en tiempo fueron:

e Muerte
e Vuelo
e Caminar

e Detenimiento

En el cual fueron utilizados 4 zanganos por cada tratamiento en diferente dosis de

aplicacion y medidos parametros ya mencionados.

En el muestreo para medir la calidad seminal, se utilizaron 14 zadnganos que fueron
divididos en 8 zanganos sin glifosato y 6 zanganos frente a la exposicion del mismo

midiendo asi los siguientes parametros:

e Morfologia (longitud, ancho, area de cabeza, perimetro, elipticidad,
rugosidad, regularidad)

e Volumen espermatico

e Concentracion espermatica

e Vitalidad del esperma

e Muerte del espermatozoide

3.5.Procedimiento

3.5.1. Exposicién de glifosato y supervivencia de zanganos

Los 16 zanganos utilizados de cada lugar; Tarqui, Paute y Cuenca, fueron
colocados en 4 cajas de mantenimiento, con una dimensién de 40 x 40 x 40 cm, fueron
perforadas con orificios de 3mm de didmetro en sus diferentes caras para la

oxigenacion. También se realizé una puerta de entrada y salida para los zanganos.

Se utiliz6 glifosato de sello verde (Glyphosate isopropylamine salt) 480g/L, y
adictivos (c.s.p. 1L), que son manejados en la region, se prepararon 4 dosis
decrecientes de acuerdo a las dosis recomendadas en los prospectos adjuntos en el
producto (Agrahao & Afecor, 2022) Las dosis establecidas fueron realizadas de la

siguiente manera,
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Cuadro 2: Dosis establecidas de Glifosato
Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3 Dosis 4

0,25% 0,15% 0,10% 0,05%

En la cual fueron distribuidas de lo siguiente: primera hasta la cuarta caja de
mantenimiento fueron colocados 4 zanganos en cada una de ellas. Este
procedimiento fue repetido por 4 tratamientos de exposicion a glifosato (Glyphosate
isopropylamine salt) 480g/L y adictivos (c.s.p. 1L), midiendo parametros de valoracion
de supervivencia. En las diferentes exposiciones a glifosato (Glyphosate
isopropylamine salt) 480g/L y adictivos (c.s.p. 1L), se trabaj6 con un timer y se verifico
el tiempo en la que los zanganos muestran el siguiente comportamiento que fue desde
lo mas grave (muerte) hasta movimientos. Se verifico de tal manera el tiempo de

muerte, de vuelo, movimiento al caminar y detenimiento.

3.5.2. Exposicion al glifosato y caracteristicas esperméticas

Se utilizaron 14 zanganos que fueron expuestos a la dosis recomendada en el
paso anterior durante un tiempo de 120 minutos, de ahi se procedio a la recuperacion
de zanganos y se realiz0 la extraccion bajo un estereoscopio, y con una presion digital
en el abdomen provocando de esta manera la eversion completa del endofalo
(aparato reproductor del macho); con una pipeta Pasteur alargada de vidrio utilizando
un mechero a gas se tom6 una minima cantidad de diluyente Taylor y se realizé
punciones en el saco del endofalo para recuperar el semen por capilaridad, el
contenido de cada muestra espermatica fue colocado en tubo Eppendor de 1,5 ml,
luego ser medido en volumen y concentracion. La cinética fue medida en el sistema
CASA, SCA version 6.4.0. para este proposito se utilizé una fraccion del esperma
diluido en diluyente Taylor, de tal manera llevado a porta y cubre objetos; de la
muestra diluido se tom6 5 ml y se colocé en un porta objetos para realizar el frotis; de
igual manera el frotis se dejo secar en una platina térmica y después se sumergio en
la tincion de SperBlue durante 10 minutos, las muestras se extrajeron de la tincién y
se dejaron escurrir por 1 minuto. Posteriormente se lavaron durante 1 0 2 segundos
sumergiendo las muestras tefiidas en agua destilada y se dejaron secar. Las muestras

secas fueron fijjadas usando el medio montaje fluromont y un cubre objeto largo.
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Finalmente se utiliz6 la tincién diff quick para observar la morfologia de los

espermatozoides.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS

4.1.Descripcion de resultados

e Tiempo de muerte

Cuadro 3: Tiempo de muerte de los zanganos
Tiempo de muerte

Cuadro de Anélisis de la Varianza SC tipo Il
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 128320,42 5 25664,08 4,94 0,0387
DOSIS 93768,92 3 31256,31 6,02 0,0306
LUGAR 345515 2 17275,75 3,32 0,1067
Error 31177,83 6 5196,31
Total 159498,25 11

El andlisis de varianza de tiempo de muerte determiné que el lugar de ubicacién
de las colmenas con la aplicacion del glifosato no afecta a las variables analizadas,
no encontrando diferencia significativa con un valor de (p=0,1067); sin embargo, la
dosis de glifosato utlizada en las colmenas afectd (p=0,0306), esto se ve reflejado en
el ADEVA (Cuadro 3) y en la Figura 6, donde se observa que bajo la dosis de 0,25%
los zanganos mueren a 25 minutos, frente al 0,15% que muere a 43 minutos, a 0,10%

mueren a 112 minutos y a 0,05% mueren a los 250 minutos.
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Tiempo de muerte
0,05%
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0,150%

0,25%
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Minutos

Figura 6: Tiempo de muerte de los zanganos
e Tiempo de vuelo

Cuadro 4: Tiempo de vuelo de los zanganos

Tiempo de vuelo

Cuadro de Analisis de la Varianza SC tipo Il
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 1001,83 5 200,37 5,25 0,0338
DOSIS 920,33 3 306,78 8,03 0,016
LUGAR 815 2 40,75 1,07 0,4014
Error 229,127 6 38,19
Total 1231 11

El Cuadro 4, refleja que tiempo de vuelo , el lugar de ubicacion de las colmenas
con la aplicacion del glifosato, no determina diferencia significativa con un valor de
(p=0,401), mientras tanto,se exhibe que en dosis de utilizacion de glifosato se
comprueba diferencia;(p=0,016), dando a conocer en la Figura 7, que la dosis 0,25%
los zanganos vuelan a 2,33 minutos estadisticamente diferente al 0,05% que vuela a
los 25,33 minutos, tanto a 0,15% y 0,10% los tiempos de vuelo no reflejan diferencia

estadistica.
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Tiempo de vuelo
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Figura 7: Tiempo de vuelo de los zanganos
e Tiempo de caminar

Cuadro 5: Tiempo de caminar de los zanganos
Tiempo de caminar

Cuadro de Analisis de la Varianza SC tipo lll
F.V. SC Gl CM F  p-valor
Modelo 104603,67 5 20920,73 4,64 0,0442
DOSIS 75069,67 3 25023,22 5,56 0,0363
LUGAR 29534 2 14767 3,28 0,1091
Error  27027,33 6 4504,56
Total 131631 11

El Cuadro 5, se observa que el analisis de varianza de tiempo de caminar no
resgistra diferencia significativa en lugar de establecimiento de las colmenas con la
aplicacién del herbicida con valor de (p=0,1091);sin embargo, refleja en la tabla que
en la dosis de utilizacion del herbicida muestra diferencia significativa (p=0,0363).
Se observa en la Figura 8, que bajo la dosis de 0,25% el tiempo de caminar de los
zaganos es de 19,67 minutos frente a 0,05% que caminan por el lapso de 218,33
minutos. Tanto a 0,15% y 0,10% los tiempos de vuelo no difieren estadisticamente

frente a 0,25 y 0,05%.
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Figura 8: Tiempo de caminar

e Tiempo de detenimiento

Cuadro 6: Tiempo de detenimiento de los zdnganos
Tiempo de detenimiento

Cuadro de Anélisis de la Varianza SC tipo Il
F.V. SC Gl CM F  p-valor
Modelo 93,42 5 18,68 1,29 0,3774
DOSIS 44,92 3 14,97 1,03 0,442
LUGAR 485 2 2425 1,68 0,2641
Error 86,83 6 14,47
Total 180,25 11

El Cuadro 6, se estima el tiempo de detenimiento, se observa que no hay
diferencia significativa en el lugar de ubicacion de las colmenas con utilizacion de
glifosato con un valor (p=0,2641), sin embargo en porcentajes de dosis con utilizacion
del glifosato se encuentra diferencia significativa con valor de (p=0,0442). En la
figura 9, se observa que a dosis de 0,25% se detienen a los 3 minutos, 0,15% a los
2,67; observandose diferencias del 0,10% a los 7 minutos y al 0,05% a los 6,33

minutos.
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Figura 9: Tiempo de detenimiento de los zanganos
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e Calidad espermética de los zanganos

Cuadro 7: Calidad espermética de los zdnganos

Calidad espermatica

Clasificacion

Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento

Tratamiento

Variable
Longitud
Anchura
Cabeza

Perimetro

Elipticidad

Elongacion
Rugosidad
Regularidad
Volumen
Concentracion
Vitalidad

Muerte

(CON)n
6

6

(SIN)n
8

8

o

(00}

[o¢]

[o¢]

(CON)
7,02 (1,35)
0,97 (0,16)
6,37 (0,94)
11,13 (1,19)
5,99 (0,52)
0,64 (0,08)
0,64 (0,11)
0,74 (0,07)
0,44 (0,08)

5,9 (3,77)

43 (3,90)

(SIN)
6,99 (1,07)
1,27 (0,33)
7,3(0,77)
11,65 (0,84)
5,95 (0,94)
0,71 (0,11)
0,72 (0,17)
0,76 (0,08)
0,45 (0,11)
7,1 (4,32)

76 (9,93)

57,17 (4,17) 24,88 (9,01)

p-valor
0,9627
0,0574
0,0641
0,3605
0,9222
0,2003
0,363
0,6019
0,7812
0,5983
< 0,0001

< 0,0001

En el Cuadro 7, exhibe que, las variables de longitud, anchura, cabeza, perimetro,

elipticidad, elongacién, rugosidad, regularidad, volumen, y concentracion de las

células espermaticas de zanganos bajo estudio (con y sin glifosato) no existe

diferencia significativa (p>0.05) segun la prueba T de student; mientras que las

variables de vitalidad y muerte espermatica registraron diferencia significativa (p<

0,0001).
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4.2.Discusion

En el presente estudio ante la exposicion de los zanganos a glifosato en niveles
de 0.25, 0.15, 0.10 y 0.05% se demostr6 que, en las diferentes variables estudiadas
como; tiempo de muerte, de vuelo, de caminar, de detenimiento y morfologia
espermatica (vitalidad y muerte) se reporta diferencia significativa. Para la variable de
tiempo de muerte se reporta que con la inclusién del 0.25, 0.15, 0.10 y 0.05% de
glifosato se obtuvo un tiempo de muerte de 25, 43, 112, 250 minutos respectivamente,
al igual que Abraham et al., (2018) en su estudio utilizaron herbicidas a base de
glifosato (360g) rociado en las plantas, obteniendo como resultado que al momento
de entrar en contacto las abejas con las plantas tenian una muerte inmediata; de la
misma manera Zhu et al., (2017) utilizaron la mezcla de varios pesticidas entre ellos
el glifosato obteniendo una mortalidad del 100%; sin embargo Diaz (2015) quien en
su investigacion manejo el oxifluorofeno y glifosato en las abejas, alcanzando una

mortalidad a las 48 horas posterior a la aplicacion.

Por otro lado, en cuanto a la variable del tiempo de vuelo del zangano se encontré
diferencia significativa con la inclusién del 0.25 y 0.05% de glifosato obteniendo
tiempos de 2.33 y 25.33 minutos correspondientemente; datos que se relacionan con
Balbuena et al., (2015) quienes utilizaron el glifosato como alimento para las abejas
con la inclusién de 10 mg, obteniendo como resultado un incremento en el tiempo que
las abejas ocuparon para poder retornar a su colmena en comparacién de los otros
tratamientos; de la misma manera Straub et al., (2021) detallan en su estudio al utilizar
tiametoxam, clotianidina afect6 en su actividad de vuelo durante tres dias provocando
efectos subletales en lo que respecta al comportamiento de las abejas macho, sin
embargo, Delkash S. et al., (2020) indican que al utilizar el glifosato a razon de 0,12

y 0,24 mgL -1 no obtuvo ningun efecto sobre el movimiento de la abeja.

Por otra parte, referente a la variable del tiempo de caminar se obtuvo diferencia
significativa con la inclusion del 0.25 y 0.05% obteniendo valores de 19.67 y 218.33
minutos consecuentemente; datos similares expresan Luo et al., (2021) quienes
emplearon el glifosato en las abejas (zdnganos) obteniendo como resultado la
afectacion tanto en la capacidad de aprendizaje olfativo como en la capacidad de

caminar.
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De igual forma, en relacién con la variable de tiempo de detenimiento se evidencio
diferencia significativa entre todas las dosis de inclusion empleadas (0.25, 0.15, 0.10,
y 0.05%); al igual que Farina et al., (2019) quienes expresan que el glifosato afecta
directamente de forma negativa las habilidades sensoriales y cognitivas de la abeja;
sin embargo Delkash et al., (2020) en su investigacion compararon el glifosato ante
otros pesticidas obteniendo como resultado que el glifosato no ejerce efecto negativo

en cuanto al detenimiento o movimiento de las abejas.

Finalmente, con relacion a la calidad espermatica de los zanganos en el presente
estudio se evidencid que en gran parte de los parametros no obtuvieron diferencia
significativa, sin embargo, en lo que respecta a la vitalidad y la muerte del
espermatozoide si se vio afectado; datos que son apoyados Gonzalez et al., (2018)
quienes emplearon un herbicida (glufosinato) en ratones a razén de 5, 7.5 y 10
mg/kg/d, obteniendo como resultado que ejercio alteraciones sobre los parametros de

calidad espermatica,
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4.3.Conclusiones

e Se determiné que la inclusion del 0,25 y 0,5% no influye sobre los parametros
de tiempos en dosis de glifosato, ocasionando de tal manera la muerte de los
zanganos, aunque se vean reflejados las diferencias en minutos.

e Con la dosis de 0,25% de glifosato en zdnganos que fueron sometidos para
medir calidad espermatica frente a zanganos que fueron expuestos como
control se puede verificar que no influye dentro de morfologia; sin embrago, se
ve reflejado que hay diferencia en vitalidad y muerte de los espermatozoides
de los zanganos.

e Se cuantificé a 6 zadnganos que fueron expuestos a glifosatos con dosis de
0,25% y medidos vitalidad y muerte.

e De todos estos parametros estudiados concluyo que los herbicidas, (glifosatos)
Glyfocor, son parte perjudicial para el medio ambiente sobre todo a los
zanganos afecta directamente a la reproduccion, de la misma manera incita a

la poblacion humana un déficit de alimento.
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4.4.Recomendaciones

Mantener un habitat adecuado para la supervivencia de las abejas, evitando
los herbicidas sistémicos, lo que hacen que todas las partes de la planta
incluyendo néctar y polen sean toxicos para las abejas.

Incentivar a entidades como son, Agrosad, Agrocalidad, Bayer, etc., a la
disminucién de herbicidas a controlar las plantaciones, huertos entre otros
cultivos, con productos organicos que no afectaran en los polinizadores con la

toxicidad del producto.
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X.  ANEXOS
e Recaudacion y traslado de los zdnganos
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e Aplicacion del producto quimico (glifosato) a los zanganos

| E Glyrocor,

HERBICIDA AGRICOLA

CONCENTRADO SOLUBLE (5t
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e Utilizacion de la toincion de Tincién diff quick y Sperm Blue
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e Utilizacion del Sistema CASA, SCA®, version 6.4.0

Fresco (7/3/2022 10:43.34)

Volumen (mL): 0,50
Dilucion 10

1240%)

Velociiad otal ) MmL Mmuesta
Rapidos ] 0,00 0.00 0,00
Medios I 0 0.00 0,00 0,00
e & ) 0,00 0,00 0,00
Inmévites (IM) a4 100,00 3.07 154
Velocidad y progresividad fotal mL Mimues!
Rapido progresivo ) 0,00 0,00 0,00
Medio progresivo 0 0.00 0,00 0,00
Noprogresiva 0 0,00 0,00 0,00
Inmovi 4 100,00 3.07 1.54

Progresividad Velocidad Velocidad y progs

L
IR
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