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RESUMEN

La inseminacién instrumental de reinas de Apis mellifera constituye una herramienta
fundamental para el mejoramiento genético y la sostenibilidad de la apicultura; sin embargo, su
eficiencia depende en gran medida de la calidad del semen recolectado de los zanganos. Uno
de los factores criticos durante la colecta seminal es el grado de eversion del endofalo, el cual
puede presentarse de forma parcial o total y generar variaciones en la calidad espermaética.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la eversion parcial y total del
endofalo sobre la eyaculacion y la calidad espermatica en zanganos (Apis mellifera) criados en
el cantén Salcedo, provincia de Cotopaxi. La investigacion se desarrollé bajo un enfoque
descriptivo y observacional, utilizando zanganos recolectados de un apiario local. La extraccion
del semen se realiz6 mediante estimulacion manual del abdomen, clasificando a los individuos
segun el tipo de eversion alcanzada. Los pardmetros de calidad seminal evaluados incluyeron
motilidad masal, motilidad individual, vigor espermatico.

Los resultados evidenciaron una mayor frecuencia de eversion parcial en comparacion con la
eversion total, lo que sugiere una limitacion fisiolégica de los zanganos bajo las condiciones
ambientales del &rea de estudio. Asimismo, los zdnganos con eversion parcial presentaron un
porcentaje de 63% destacandose mayores porcentajes de motilidad, niveles superiores de vigor
espermatico y menor riesgo de contaminacion con mucus. Por el contrario, la eversion total,
que se presento en el 37% de los casos, se asocid con una disminucion relativa de la calidad
seminal.

Palabras clave: Calidad espermatica, Endéfalo, Eversion, Semen, Zangano
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ABSTRACT

Instrumental insemination of Apis mellifera queens is a fundamental tool for genetic
improvement and sustainability in beekeeping; however, its efficiency depends largely on the
quality of the semen collected from drones. One of the critical factors during semen collection
is the degree of the endophallus, which can be partial or total and cause variations in sperm
quality. The objective of this study was to evaluate the effect of partial and total eversion of
the endophallus on ejaculation and sperm quality in drones (Apis mellifera) raised in the
Salcedo canton, Cotopaxi province. The research was conducted using a descriptive and
observational approach, using drones collected from a local apiary. Semen extraction was
performed by manual stimulation of the abdomen, classifying individuals according to the type
of eversion achieved. The semen quality parameters evaluated included mass motility,
individual motility, and sperm vigor. The results showed a higher frequency of partial versions
compared to total eversion, suggesting a physiological limitation of drones under the
environmental conditions of the study area. Likewise, drones with partial versions had a
percentage of 63%, with higher motility percentages, higher sperm vigor levels, and a lower
risk of mucus contamination. In contrast, total version, which occurred in 37% of cases, was
associated with a relative decrease in semen quality.

KEYWORDS: Sperm quality, Endophallus, Eversion, Semen, Drone
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La inseminacién instrumental de abejas reinas (Apis mellifera) se ha establecido como la
herramienta mas eficaz para el control genético y la mejora de las poblaciones de abejas,
permitiendo la seleccion de rasgos deseables como la mansedumbre y la productividad (1). Sin
embargo, el éxito de estos programas depende de la calidad del semen utilizado. La reina de la
abeja melifera almacena los espermatozoides en su espermateca por un periodo que puede
extenderse hasta cinco afios. Por lo tanto, optimizar los protocolos de recoleccion de semen y
la inseminacion artificial de la reina es fundamental para el desempefio reproductivo de una

colonia productora de miel (2).

Uno de los puntos criticos en el protocolo de inseminacion es la obtencion del semen a través
de la eversion del enddfalo del zangano. Este proceso ocurre en dos etapas: la eversion parcial,
donde se exponen los cuernos del endofalo, y la eversion total, que expone el bulbo seminal y
el semen (3). Existe una variabilidad significativa en la respuesta de los zénganos a la
estimulacion manual, y estudios recientes indican que forzar la eversion total en zanganos que
no estan fisiolégicamente maduros o bajo condiciones de estrés puede resultar en la
contaminacion de la muestra con mucus o en dafios mecanicos a la membrana espermatica (3).
Determinar si la recoleccion en diferentes estados de eversion afecta la integridad celular es

necesario para estandarizar un método que maximice la viabilidad espermatica.

Ademas, la calidad espermatica es altamente sensible a factores ambientales y de manejo.
Pardmetros como la concentracién, movilidad y la integridad de la membrana (viabilidad)
pueden verse alterados por la técnica de manipulacion durante la eyaculacion inducida (4).
Existen protocolos estandarizados en otros paises (5), pero hay un vacio de informacién sobre
como las condiciones locales de la regién andina afectan la fisiologia reproductiva de los
zanganos. El estrés ambiental asociado a la altura y las fluctuaciones térmicas podria influir en
la madurez sexual y la facilidad de eversion, esto significa que los protocolos desarrollados en

otras latitudes no sean 100% aplicables sin una validacion desarrollada localmente (6).

El desarrollo de esta investigacion en el Canton Salcedo, Provincia de Cotopaxi, tiene una
relevancia directa para la apicultura local. Al establecer qué grado de eversion (total o parcial)
garantiza una mejor calidad espermatica bajo las condiciones ambientales especificas de la
Sierra ecuatoriana, este estudio contribuye con informacion para los criadores de abejas reinas
de Salcedo. Este trabajo contribuye con nueva informacion para mejorar las tasas de éxito de la

inseminacidn artificial en Salcedo y contribuir al conocimiento cientifico sobre la fisiologia



reproductiva de Apis mellifera en zonas Andinas, un area poco explorada en la literatura
cientifica actual.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Directos

Estudiante del proyecto investigador previo a la obtencion del titulo de Médico Veterinario.
3.2. Indirectos

Estudiantes, docentes e investigadores de Medicina Veterinaria

Productores Apicolas de la provincia de Cotopaxi.

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

A pesar de que la inseminacién instrumental es la herramienta fundamental para el
mejoramiento genético en Apis mellifera, existe una discrepancia técnica significativa respecto
al protocolo optimo de recoleccion de semen. La literatura cientifica debate si la eversion total
del enddfalo, aunque maximiza el volumen de eyaculado, conlleva un riesgo elevado de
contaminacion con mucus y dafio celular por estrés mecéanico, en comparacion con la eversion
parcial, que podria ofrecer muestras mas limpias pero en menores volimenes (1). Esta falta de
consenso genera incertidumbre sobre qué método garantiza la mayor viabilidad, motilidad y
vigor espermatico, parametros criticos que determinan la longevidad de la reina y, por ende, la
productividad de la colmena. El desconocimiento sobre cdmo el grado de presion y exposicion
durante la eversion afecta la integridad de la membrana espermaética impide estandarizar un

proceso que asegure tasas de fecundacion exitosas.

No se han registrado o no se conocen estudios publicados sobre procesos de inseminacion
artificia en la Provincia de Cotopaxi. Es posible que esta ausencia de estudios se deba a la falta
de incentivos para la investigacion y desarrollo tecnolégico, como puede ser la presencia de
financiamiento e inversién competitiva para el desarrollo del sector apicola. Esta problematica
se agrava al considerar el contexto geografico del Canton Salcedo, Provincia de Cotopaxi,
donde las condiciones ambientales altoandinas (bajas temperaturas, menor presion de oxigeno
y radiacion UV) imponen un estrés fisioldgico adicional sobre los zanganos (3). Actualmente,
se carece de informacidn cientifica desarrollada localmente que valide si los zanganos
adaptados a estas condiciones de altura alcanzan la madurez sexual y resistencia fisica
necesarias para soportar la eversion total sin comprometer su calidad seminal. La aplicacion de

protocolos genéricos, desarrollados para otras latitudes y altitudes, sin una validacion local,



podria estar resultando en la recoleccion de semen de baja calidad, limitando el éxito de los

programas de cria y afectando directamente la rentabilidad de los apicultores de la region.

5. OBJETIVOS

5.1. General

e Evaluar el impacto de la eversion parcial o total del endofalo sobre la calidad

espermatica del zangano (Apis mellifera) criados en el cantdn Salcedo, Provincia de

Cotopaxi.

5.2. Especificos

e Analizar los parametros de calidad espermatica (motilidad masal, motilidad individual

y vigor) entre zanganos que han experimentado eversion parcial y total del endofalo.

e Caracterizar el grado de respuesta a la eversion del enddfalo (parcial vs. total) mediante

estimulacion manual en zanganos bajo condiciones altoandinas.

e Determinar la relacion entre el tipo de eversion y los niveles de vigor y motilidad

espermatica para estandarizar el protocolo de colecta local.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS

Tabla 1: Objetivos, actividades y resultados

Objetivo 1

Actividad

Resultado de Ila

actividad

Descripcion de la
actividad (técnicas e

instrumentos)

Analizar los
parametros de calidad
espermatica
(motilidad masal,
motilidad individual
y  vigor)
zanganos

entre
que han
experimentado
eversion parcial vy

total del endéfalo.

Captura en campo Yy

evaluacion
microscopica

semen.

del

Obtencion de las
muestras  seminales
divididas

tratamiento

por
(Grupo
A: Parcial vs. Grupo
B: Total).

Estimulacion manual
del abdomen vy torax
(Técnica de Cobey).
Instrumentos:*
Micro-jeringa,
Solucion
(DMSO o solucion

diluyente

salina).




Caracterizar el grado Captura y Registro de la Técnica:

de respuesta a la estimulacion manual frecuencia de Estimulacion manual
eversion del endéfalo de  zanganos en respuesta (eversion (Técnica de Cobey).
(parcial vs. total) laboratorio. parcial vs. total) bajo

mediante condiciones locales.

estimulacion manual

en zanganos bajo

condiciones

altoandinas.

Determinar la Comparacion de Estandarizacion del Técnica: Frotis con
relacion entre el tipo datos y andlisis de protocolo de colecta tincidn Eosina-
de eversion y los vitalidad mediante local basado en la Nigrosina para
niveles de vigor y tincion diferencial integridad de la diferenciar  células
motilidad membrana. vivas/muertas.
espermatica para Instrumentos: Micro-
estandarizar el jeringas, tubos
protocolo de colecta Eppendorf, DMSO
local.

Fuente: directa

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1 Apicultura

La apicultura se define como la ciencia y el arte de la cria y manejo de las abejas, principalmente
de la especie Apis mellifera, con el fin de aprovechar sus productos y servicios de polinizacion.
En el contexto moderno, ha evolucionado hacia una actividad zootécnica de precision que busca

el mejoramiento genético para incrementar la productividad y resistencia a enfermedades .
7.1.1Miel

La miel es una sustancia producida por abejas a partir del néctar de las plantas o de secreciones
de partes vivas de estas, las cuales las abejas recogen, transforman combinandolas con
sustancias especificas propias, depositan, deshidratan, almacenan y dejan madurar en los

panales (1).



7.1.2 Polen

Es el gametofito masculino de las flores recolectado por las abejas, quienes lo aglutinan con
néctar y enzimas salivares para formar "pan de abeja". Es la principal fuente de proteinas,
lipidos, vitaminas y minerales para la nutricion de la cria y el desarrollo de las glandulas

hipofaringeas en las obreras jovenes (1).
7.1.3 Propoleo

Mezcla resinosa recolectada por las abejas de las yemas de los arboles, flujos de savia u otras
fuentes botanicas. Es utilizado para sellar huecos en la colmena y, debido a sus propiedades

antimicrobianas y antifingicas, sirve como una barrera inmunolégica para la colonia (7).
7.1.4 Jalea real

Secrecién glandular de las abejas obreras jovenes (nodrizas), rica en proteinas y acidos grasos
especificos como el acido 10-hidroxidecanoico (10-HDA). Es el alimento exclusivo de todas
las larvas en sus primeros dias y de la reina durante toda su vida, determinando la casta y la
longevidad de esta dltima (8).

7.1.4 Veneno de abeja (apitoxina)

Liquido incoloro y acido excretado por las glandulas de veneno situadas en el abdomen de las
obreras. Compuesto principalmente por melitina, fosfolipasa A2 y péptidos vasoactivos, actla
como mecanismo de defensa y tiene aplicaciones terapéuticas por sus propiedades
antiinflamatorias (9).

7.2 La colmena

Entendido como el "superorganismo", la colmena es la unidad bioldgica y social compuesta por
tres castas: una reina (hembra fértil), miles de obreras (hembras estériles) y, estacionalmente,
zanganos (machos). Su funcionamiento depende de la homeostasis térmica y la comunicacion

mediante feromonas (10).
7.2.1 Reina

La reina es la unica hembra sexualmente desarrollada y fértil de la colonia, diferenciandose de
las obreras principalmente por su funcidon reproductiva y su desarrollo ontogénico. Su
determinacion como casta real depende exclusivamente de la alimentacidn que recibe durante
su estado larvario; a diferencia de las obreras, la reina es alimentada exclusivamente con jalea

real durante todo su desarrollo, lo que desencadena cascadas hormonales que permiten la



maduracion completa de sus ovarios y define su longevidad (8). Es el individuo méas importante
para la continuidad de la colmena, ya que de ella depende la estructura genética y la

productividad de la poblacion (2).

La funcion bioldgica primaria de la reina es la reproduccion y la transmision de material
genético a las siguientes generaciones. Tras sus vuelos nupciales o mediante la inseminacion
instrumental, la reina tiene la capacidad Unica de almacenar millones de espermatozoides en su
espermateca por un periodo que puede durar varios afios, utilizandolos gradualmente para

fertilizar los huevos (1).

La reina se distingue por tener un abdomen mas alargado que las obreras y los zanganos,
adaptado para albergar ovarios completamente desarrollados capaces de poner miles de huevos
diariamente. A diferencia de las obreras, carece de estructuras para la recoleccion de polen y de

glandulas cereras funcionales, ya que su especializacion es netamente reproductiva (1).

Desde una perspectiva de calidad, una reina superior se caracteriza por un peso corporal
adecuado al nacer y una alta capacidad de almacenamiento de esperma en la espermateca,
factores determinantes para el éxito de los programas de cria y la sostenibilidad de la apicultura
(1). Asimismo, el rendimiento de la colonia esta directamente relacionado con la calidad de la

reina, ya sea inseminada natural o artificialmente (2).
7.2.2 Obrera

Las obreras constituyen la casta mas numerosa de la colmena y son hembras genéticamente
idénticas a la reina, pero fenotipicamente estériles debido a la alimentacion diferencial que
recibieron durante su etapa larval. A diferencia de la reina, sus ovarios estan atrofiados y no
son funcionales bajo condiciones normales de la colonia. Son las encargadas de realizar
practicamente todas las tareas de mantenimiento, defensa y aprovisionamiento necesarias para

la supervivencia del "superorganismo™ (10).

La vida de la obrera se rige por un polietismo temporal, es decir, sus funciones cambian segun
su edad bioldgica. En sus primeros dias actian como nodrizas, produciendo jalea real gracias
al desarrollo de sus glandulas hipofaringeas para alimentar a las larvas y a la reina (8).

Posteriormente, participan en la construccién de panales, limpieza y termorregulacion.

En su etapa mas madura, se convierten en pecoreadoras, encargadas de la recoleccién de
recursos externos. Recolectan néctar y polen, el cual aglutinan con enzimas para formar "pan
de abeja”, la principal fuente proteica de la colonia (1) . También recolectan resinas vegetales

para elaborar propdleo, fundamental para la inmunidad social y el sellado de la colmena (7) .



Ademas, son responsables de la defensa de la colonia mediante el uso de su aguijon y la
inyeccion de apitoxina (9) .

Anatémicamente, la obrera es méas pequefia que el zangano y la reina, pero posee estructuras
altamente especializadas que no estan presentes en las otras castas. Disponen de corbiculas en
sus patas traseras para el transporte de polen y propdleo, asi como glandulas cereras en su
abdomen para la construccion de panales.

Posee un aparato picador asociado a glandulas de veneno, el cual utiliza para proteger los
recursos de la colmena frente a depredadores (9). Su ciclo de vida es corto, variando desde unas
pocas semanas en temporadas de alto flujo de néctar (debido al desgaste fisico del vuelo) hasta
varios meses durante el invierno, cuando su funcion principal es generar calor metabdlico para

proteger a la reina.
7.2.3 El zangano

Es el individuo macho de la colonia, haploide, producto de un huevo no fertilizado
(partenogeénesis). Su funcion bioldgica primaria es transmitir el material genético a una reina
virgen durante el vuelo nupcial. A diferencia de las obreras, los zanganos no poseen estructuras
para la recoleccion de alimento ni aguijén, y su madurez sexual y capacidad de vuelo son

criticas para el éxito reproductivo (10).
7.4 Anatomia del aparato reproductor del Zangano

El sistema reproductor del zdngano es voluminoso en comparacion con su tamafio corporal,
ocupando gran parte del abdomen. Anatdmicamente consta de dos testiculos, dos vasos
deferentes, dos vesiculas seminales, dos glandulas mucosas y el endé6falo o 6rgano copulador
(10).

7.5 Fisiologia del aparato reproductor del macho

La fisiologia reproductiva del zangano (Apis mellifera) se caracteriza por un proceso de
gametogénesis finito y pre-imaginal (3). A diferencia de la mayoria de los vertebrados, la
espermatogénesis (produccion de esperma) se completa casi en su totalidad durante el estadio
de pupa (11). Al momento de la emergencia del adulto, los espermatozoides ya estan formados

en los testiculos (12).

El proceso fisiolégico critico durante la vida adulta del zangano no es la produccién, sino la
migracion y maduracion de estos espermatozoides. Durante los primeros 3 a 6 dias de vida, los

espermatozoides migran desde los testiculos (que posteriormente se atrofian) hacia las vesiculas



seminales. Alli, sufren cambios bioquimicos en su membrana y metabolismo que les otorgan la

capacidad de fertilizacion y movilidad (12).

Finalmente, la fisiologia de la eyaculacion es un proceso mecanico-hidraulico: no depende de
contracciones musculares directas del pene, sino de una contraccion masiva de los musculos
abdominales que eleva la presién de la hemolinfa, forzando la eversion explosiva del end6falo
y la expulsién del semen y el mucus (11).

7.5.1 Testiculos

Organos pares donde ocurre la espermatogénesis durante el estado de pupa. Curiosamente, en
el zangano adulto los testiculos se atrofian y reducen su tamafio drasticamente, ya que la
produccion de esperma finaliza antes de la emergencia del adulto (11)(10) .

7.5.2 VVesiculas seminales

Estructuras donde migran los espermatozoides desde los testiculos durante los primeros dias de
vida del adulto. Aqui se almacenan y maduran los espermatozoides hasta el momento de la
copula o eyaculacion; es el punto donde se encuentra la mayor concentracion de esperma viable
(11)(20) .

7.5.3 Glandulas mucosas

Glandulas accesorias grandes y blancas asociadas a las vesiculas seminales. Secretan una
sustancia espesa (mucus) que, al contacto con el aire 0 agua, se coagula rapidamente. Su funcion
es formar un tapén de apareamiento en la reina tras la copula, pero en inseminacion artificial

representa el principal riesgo de contaminacion (11)(10) .
7.5.4 Canal eyaculador

Conducto muscular que conecta las partes internas con el endéfalo, permitiendo el paso del
semen y el mucus durante el proceso explosivo de la eyaculacion (11)(10) .

7.5.5 Endéfalo (Organo copulador)

Organo membranoso complejo e invaginado dentro del abdomen. Durante la copula, se evierte
hacia afuera mediante presion hemolinfatica. Se divide en vestibulo, cuello, cuernos (cornua) y

bulbo. Su eversion es el mecanismo clave para la transferencia de esperma (10).



10

7.6 Caracteristicas del eyaculado
7.6.1 Colecta del semen

La recoleccion para inseminacion instrumental se basa en la eversion manual del endofalo

mediante presion en el térax y abdomen (1).
7.6.2 La eversion parcial

Etapa inicial de la eversion donde solo se exponen el vestibulo y los cuernos de color
anaranjado. En esta fase, el semen ain no es visible externamente. Algunos autores sugieren

detener la presion aqui y masajear suavemente para evitar la expulsion violenta de mucus (1).
7.6.3 La eversion total

Etapa final donde el bulbo del enddfalo se expone completamente. EI semen aparece en la punta
del bulbo, a menudo sobre una capa de mucus blanco. Aunque facilita la recoleccion de todo el
volumen disponible, conlleva mayor riesgo de contaminacién con mucus, lo cual es letal para

los espermatozoides durante el almacenamiento (1).
7.8 Analisis macroscépico del semen
7.8.1 Semen de zangano

Fluido viscoso de color crema o amarillento compuesto por espermatozoides y plasma seminal.
Un zangano maduro produce entre 8 a 12 millones de espermatozoides en un volumen promedio
de 1.0 a 1.5 microlitros (uL). La alta densidad celular es una caracteristica distintiva en

comparacion con mamiferos (5).

Esta etapa se basa en la inspeccion visual directa de las caracteristicas fisicas de la muestra
contenida en el capilar de vidrio o en la punta del endéfalo evertido (13). Las caracteristicas

fisicas incluyen el volumen, color y pH.
7.8.2 Volumen eyaculado

Cantidad fisica de fluido seminal obtenido, medido generalmente en microlitros (uL) mediante
capilares calibrados. Varia segun la raza, la estacion y la nutricion del zangano durante su etapa
larval (1).

7.8.2 Color y pH seminal

El semen normal presenta un color crema a beige. Un color marrén o grisaceo puede indicar

infeccion o necrosis. ElI pH del semen de abeja es neutro a ligeramente alcalino, de
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aproximadamente 6.8 a- 7.1, parametro critico para mantener la inactividad metabdlica durante

el almacenamiento (1).
7.9 Analisis microscopico del semen
7.9.1 Motilidad masal

Evaluacion subjetiva del movimiento en conjunto de los espermatozoides (efecto de
"remolinos” u "olas™) observada a bajo aumento. Refleja la viabilidad general de la muestra

inmediatamente después de la recoleccion (13).
Clasificacion

e 5 Muy buena (90%)
e 4 Bueno (70-85%)
e 2 Pobre (20-40%)

e 1Muy pobre (10%)
e 0 Muertos (0%)

7.9.2 Motilidad individual

Se define como el porcentaje de células que presentan cualquier tipo de movimiento activo. Los
espermatozoides pueden clasificarse como libremente mdviles (si la cabeza muestra
desplazamiento) o circulares (si la cabeza y la cola se solapan). A diferencia de los mamiferos,

el movimiento del zangano suele ser vibratorio rapido con un patron circular (14).
Clasificacion

e Muy buena (80-100%)
e Bueno(60-70%)

e Regular (40-59%)

e Pobre (<40%)

7.9.3. Concentracion de espermatozoides

Es el namero de celulas espermaticas presentes por unidad de volumen, que en zanganos suele
oscilar entre 2 y 9 millones de espermatozoides por pL. Este pardmetro permite evaluar el
proceso de espermatogénesis y la madurez sexual del individuo. Generalmente, se cuantifica

mediante el uso de una cdmara Neubauer tras una dilucién previa.
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7.9.4 Vigor

Fuerza e intensidad del movimiento individual del flagelo espermético. Un vigor bajo suele

correlacionarse con dafios por estrés térmico o0 manejo brusco durante la eversion (14).
Clasificacion

e 0 Sin movimiento

e 1 Movimiento vibratoria sin desplazamiento
e 2 Movimiento lento poco progresivo

e 3 Movimiento moderado progresivo

e 4 Movimiento rapido y progresivo

e 5 Movimiento rapido y muy progresivo
7.9.5Morfologia espermatica

El espermatozoide de Apis mellifera es una célula larga y filamentosa, con una longitud de 250-
270 pum y un ancho de apenas 0.7 um. Se compone de tres regiones principales: una cabeza
pequefia y estrecha (que incluye el complejo acrosomal y el ndcleo), el centriolo adjunto y un
flagelo extremadamente largo. Segln la caracterizacion morfolégica realizada por Yaniz et al.
(14), los espermatozoides se clasifican en cuatro categorias:

e Espermatozoides normales: Células filamentosas con una regién de la cabeza pequefia y

estrecha, y un flagelo largo sin dobleces abruptos, enrollamientos o roturas.

e Defectos de la cabeza: Incluyen formas anormales (desviaciones de la forma normal) y

acrosomas dafiados, en los cuales se puede distinguir el perforatorium.
e Defectos de la cola: Se subdividen en colas enrolladas, deshilachadas, rotas y dobladas.

e Anomalias multiples: Espermatozoides que presentan cualquier combinacion de los defectos

anteriores.
7.10 Técnicas para la evaluacion de la morfologia espermatica
7.10.1 Eosina — Nigrosina

Técnica de tincion diferencial para evaluar la integridad de la membrana plasmatica. La Eosina
penetra en las células con membranas dafiadas (tifiéndolas de rosa/rojo = muertas), mientras
gue la Nigrosina crea un fondo oscuro de contraste. Las células vivas permanecen incoloras

(blancas) al excluir el colorante. Es una técnica estandar, economica y efectiva para campo (1).
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7.11 Factores que afectan las caracteristicas del semen
7.11.1 Edad y Madurez Sexual

A diferencia de otros animales, el zangano nace con una reserva finita de espermatozoides

producidos durante su etapa de pupa (14).
7.11.2 Factores Ambientales y Climaticos

Las condiciones externas ejercen una presion directa sobre la fisiologia reproductiva del macho.
El estrés térmico puede dafiar la integridad de la membrana espermatica. Temperaturas
extremas durante el vuelo o el transporte afectan negativamente el vigor del flagelo. En zonas
altoandinas, como el cantén Salcedo, la menor presion de oxigeno y las fluctuaciones térmicas

pueden retrasar la madurez sexual y dificultar la eversion completa del endéfalo (14).
7.11.3 Sanidad y Nutricion

El estado de salud de la colonia durante la fase de cria de los zanganos determina la calidad del
semen adulto. Por ejemplo, la presencia de acaros, hongos y nematodos pueden causar estrés
metabolico y contaminacion de las muestras. Por otro lado, dietas deficientes en polen y jalea

real durante el desarrollo larval resulta en zdnganos menos desarrollados (14).
7.11.4 Técnica de Manejo y Extraccion

La manipulacién humana es, un factor importante. Una presion excesiva durante la eversion
puede causar dafio al zangano o contaminacion con mucus. El uso de diluyentes incorrectos o
la exposicion del semana a cambios térmicos puede afectar la motilidad. La técnica de
extraccion requiere destreza para estimular la contraccion de los masculos abdominales del
zangano sin aplicar una fuerza desmedida que comprometa la integridad celular. El protocolo
estandar sugiere sujetar al zangano por el térax y aplicar una presién dorso-ventral suave en el
abdomen para inducir la eversion parcial, seguida de una presion lateral controlada en la base

del abdomen para exponer el bulbo seminal y liberar el semen (1).
7.11 Diluyentes

Son soluciones salinas isotonicas utilizadas para lavar el semen o diluirlo para anélisis y
almacenamiento. EI més comun es la solucion "Kieffer" o "Salina Tris", disefiadas para
mantener el pH y la presion osmotica adecuada para evitar el shock osmético de los
espermatozoides. El uso de un diluyente adecuado cumple funciones criticas para el éxito de la

inseminacion instrumental (1) .
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7.12 Fisiologia del estrés oxidativo en el semen de zangano

El éxito de la inseminacion instrumental y el almacenamiento a largo plazo del semen en la
espermateca de la reina dependen de la capacidad del espermatozoide para mantener su
homeostasis celular frente a factores estresantes exdgenos (15). Uno de los mecanismos mas
deletéreos asociados a la manipulacion ex vivo de los gametos es el estrés oxidativo, definido
como el desequilibrio entre la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y la
capacidad antioxidante del plasma seminal (16,17). A diferencia de los mamiferos, la
membrana plasmatica de los espermatozoides de insectos, incluido Apis mellifera, contiene una
proporcion excepcionalmente alta de &cidos grasos poliinsaturados, lo que los hace altamente
susceptibles a la peroxidacion lipidica (18).

Estudios recientes han demostrado que el estrés mecanico inducido durante la recoleccion de
semen, especificamente la presion abdominal excesiva requerida para lograr la eversion total
del enddfalo, puede desencadenar una cascada de produccién mitocondrial de anion superéxido
y peroxido de hidrogeno (19). Cuando la produccion de ROS excede los mecanismos de defensa
enzimatica (como la superoxido dismutasa y la catalasa presente en el plasma seminal), se
produce un dafio oxidativo irreversible en el axonema, lo que resulta en la pérdida inmediata de

la motilidad y el vigor (20) .

Mas critico aln es el dafio al ADN. La cromatina del espermatozoide de abeja es compacta,
pero el estrés oxidativo puede inducir fragmentacion de cadena simple y doble, una patologia
gue no siempre afecta la motilidad inicial pero que resulta en "muerte embrionaria tardia™ tras
la fecundacion (21). Investigaciones realizadas por Rangel y Fisher (22) sugieren que los
protocolos de extraccién agresivos reducen la actividad de las enzimas antioxidantes
enddgenas. Asimismo, se ha reportado que la contaminacién con fluidos no espermaticos (como
el mucus, frecuente en la eversion forzada) introduce iones metalicos que catalizan reacciones

de Fenton, exacerbando la produccion de radicales hidroxilos altamente toxicos (22,23).

Por tanto, la preservacion de la integridad antioxidante del eyaculado es fundamental. El uso de
técnicas de eversion parcial, que minimizan el trauma tisular y la mezcla de fluidos, ha sido
correlacionado con una menor generacion de marcadores de estrés oxidativo (24). La adicién
de antioxidantes exdgenos en los diluyentes ha mostrado resultados prometedores para mitigar
estos dafios (25), pero la estrategia primaria debe ser siempre la prevencion del dafio mecanico
durante la fase de coleccion (26).
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7.13 Impacto de la altitud y factores ambientales en la reproduccion de himendpteros

La biologia reproductiva de Apis mellifera es altamente sensible a las variables climéticas y
geograficas (27). En regiones de alta montafia como los Andes, los zanganos enfrentan desafios
fisioldgicos distintos a los de sus contrapartes en zonas bajas, derivados principalmente de la
hipoxia hipobérica, la radiacion ultravioleta y las fluctuaciones térmicas extremas (28) . La
espermatogénesis, que ocurre durante la etapa pupal, puede verse comprometida por el estrés
térmico acumulado; temperaturas de desarrollo por debajo de los 32°C, comunes en colmenas
de altura con termorregulacion deficiente, se han vinculado a una reduccidn en el conteo total

de espermatozoides y a un incremento en las anomalias morfoldgicas (29,30).

La altitud impone ademas una limitante bioenergética. La baja presion parcial de oxigeno exige
una mayor eficiencia metabodlica para el vuelo nupcial. Estudios en fisiologia de insectos
indican que la hipoxia limita la capacidad oxidativa de los musculos de vuelo, reduciendo el
tiempo y la distancia que los zanganos pueden recorrer para alcanzar las Areas de Congregacion
de Zénganos (DCA) (31,32). Esto hace que la monta natural sea menos eficiente en zonas
altoandinas, justificando la necesidad de implementar programas de inseminacion instrumental

adaptados localmente (33).

Ademas, existe evidencia sobre la adaptacion de ecotipos locales. Investigaciones gendémicas
en abejas de montafia han identificado seleccion positiva en genes relacionados con la
fosforilacion oxidativa y la resistencia a la radiacion UV (34,35). Sin embargo, esta adaptacion
tiene un costo bioldgico: la plasticidad fenotipica puede priorizar la supervivencia individual
sobre la inversion reproductiva masiva (36). Esto explicaria por qué los zanganos de altura
podrian presentar volimenes de eyaculado menores o una respuesta mas lenta a la estimulacién

mecénica en comparacion con lineas comerciales seleccionadas en climas templados (37).

El estrés abidtico también afecta la maduracidén sexual post-emergencia. La migraciéon de
espermatozoides a las vesiculas seminales puede retrasarse en climas frios, lo que significa que
la edad cronologica del zangano no siempre coincide con su madurez fisioldgica (38). Por
consiguiente, forzar la eversion total en zanganos que fisiolégicamente estdn conservando
energia o cuya maduracion es tardia debido al frio ambiental, contraviene su biologia adaptativa

y resulta en muestras de baja calidad (39).
7.14 Marcadores moleculares avanzados de calidad seminal

Tradicionalmente, la calidad del semen de zangano se ha evaluado mediante parametros

macroscopicos y microscépicos basicos como el volumen, la concentracion y la motilidad. Sin
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embargo, estos indicadores clasicos no siempre predicen con exactitud la capacidad fertilizante
real ni la longevidad del esperma en la espermateca (40). La andrologia moderna de insectos ha
incorporado marcadores moleculares que revelan dafios subcelulares “invisibles” a la
microscopia éptica convencional, los cuales son particularmente relevantes cuando se evaltan

técnicas de manipulacion fisica (41).

Uno de los pardmetros mas criticos es la integridad del acrosoma. En Apis mellifera, el
complejo acrosomal es esencial para la penetracion del corion del huevo. Dafios sutiles en la
membrana acrosomal, detectables mediante lectinas fluorescentes (como PNA-FITC), pueden
ocurrir debido a la presidn mecanica excesiva durante la eversion total, incapacitando al

espermatozoide para la fertilizacion a pesar de que este mantenga su motilidad (42,43).

Otro marcador avanzado es el Potencial de Membrana Mitocondrial. Las mitocondrias en el
derivado mitocondrial del espermatozoide suministran la energia ATP necesaria para el
movimiento flagelar. EI uso de sondas fluorocrométicas como JC-1 ha permitido determinar
que poblaciones de espermatozoides sometidas a estrés fisico pueden mantener la membrana
plasmatica intacta (viables segun tincion Eosina-Nigrosina) pero haber perdido su potencial

mitocondrial, lo que los condena a una inmovilidad futura inminente (44,45).

Finalmente, la estructura de la cromatina es el determinante Gltimo de la seguridad genética.
Ensayos como el SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) o TUNEL han revelado que el
semen de zangano es susceptible a la fragmentacion del ADN inducida por el manejo (46). Se
ha observado una correlacion negativa entre el grado de manipulacién del abdomen y la
integridad del ADN (47). Ademas, la expresion de marcadores de apoptosis (como
fosfatidilserina externa detectada con Anexina V) aumenta significativamente en muestras
contaminadas con mucus o sometidas a shock osmoético (48,49). La aplicacion tedrica de estos
conocimientos sugiere que la técnica de eversion parcial, al ser menos invasiva, preserva mejor
la arquitectura molecular del gameto, asegurando no solo la fecundacion, sino el desarrollo

viable de la cria de obreras (50,51).
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8. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

Hipétesis nula (Ho)

No hay diferencia entre la eversion parcial y total sobre la calidad espermaética de los zanganos.
Hipotesis alternativa (Ha)

La eversion total del enddfalo resulta en una mejor calidad espermatica en comparacion con la

eversion parcial.
9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL
9.1. Metodologia

La investigacion emplea un enfoque descriptivo y observacional. Se basa en la aplicacién de
técnicas de reproduccién asistida y evaluacion microscépica para comparar los efectos de la

manipulacion fisica sobre la calidad espermatica.
9.2. Ubicacion

El estudio se llevo a cabo en el apiario del Sr. Octavio Crespo, ubicado en el canton Salcedo,
parroquia San Miguel, provincia de Cotopaxi. Los analisis especializados se realizaron en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién del Campus Salache de la Universidad

Técnica de Cotopaxi (Figura 1).
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Figura 1. Localizacién del lugar de estudio. Fuente: Google Earth
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9.3. Situacion Geografica

El cantdn salcedo se encuentra ubicado al sur-oriente de la provincia de Cotopaxi, se extiende
desde la cordillera occidental, hasta los paramos de la cordillera Central, con un largo de50km,

mientras que su ancho apenas tiene un promedio de 10km.

9.4 Limites

Norte: Los cantones de Pujili y Latacunga (Belisario Quevedo).
Sur: Los cantones de Ambato y Pillaro (Provincia de Tungurahua).
Este: La Cordillera de los Andes (Provincia del Napo)

Oeste: El cantdn Pujili Parroquia de Angamarca, (Provincia de Cotopaxi).
9.5 Coordenadas

Latitud: -1.043602

Longitud: -78.590737

9.6. Clima

14 °C en promedio.

9.7. Instalaciones, Materiales y Equipos

9.7.1 Instalaciones

. Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion de la Universidad Técnica de
Cotopaxi (Campus Salache )

9.7.2. Materiales de oficina

. Computadora

. Calculadora

. Resma de papel

. Internet (Horas)

. Copias

. Lapiz, marcadores y esferograficos

. Memory Flash
9.7.3. Materiales fisicos 0 de campo

. Caja transportadora



9.7.4. Equipos y materiales de laboratorio

Guantes de manejo
Traje de apicultor
Botas

Ahumador

Careta o velo
Faosforo

Palanca para mover los cuadros

Cepillo para desabejar

Mascarilla

Cofia

Calefactor
Microscopio
Portaobjetos
Cubreobjetos
Jeringas de insulina
Placa Térmica
Tubos Eppendorf
Catéter mariposa
Pinzas

Tijeras

Suero fisioldgico

9.7.5. Materiales quimicos

Diluyente (DMSO)

Tincion (eosina-nigrosina)

9.7.6. Materiales biologicos

Semen de zangano

9.8. Poblacion de Estudio
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La poblacion de estudio estuvo constituida por 500 zanganos de la especie Apis mellifera en un

periodo de tiempo de dos meses (Abril- Mayo 2025). Los individuos fueron seleccionados de

las colmenas del apiario ubicado en el cantdn Salcedo. Para el proceso experimental, se realizo
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la captura de los machos de forma aleatoria, sin aplicar criterios de exclusion por tamafio o edad
aparente, recolectandolos directamente de los cuadros de la colmena en compafiia del
propietario del apiario para asegurar un manejo técnico adecuado que preservara el bienestar

de la colonia.

Las muestras bioldgicas consisten en el material seminal obtenido de estos individuos. Se
determiné que el proceso de captura y transporte se realizaria dos dias por semana, iniciando a
las 14:00, mediante seis jornadas de muestreo. Para garantizar la supervivencia de los zanganos
y la integridad del semen durante el traslado hacia el laboratorio, los individuos fueron
movilizados en una caja transportadora debidamente adecuada para conservar la temperatura

interna.
9.9. Tipo de investigacion

La presente investigacion se definio como un estudio de tipo descriptivo y observacional,
enfocado en la caracterizacion de los efectos mecénicos de la eversion sobre la fisiologia
reproductiva de los insectos. El disefio permitio detallar las variaciones en la calidad seminal
sin manipular variables ambientales, centrandose en la respuesta bioldgica ante dos técnicas de

extraccion distintas.
10.Procedimiento

El desarrollo practico de la investigacion se estructurd en etapas secuenciales que abarcaron
desde el manejo en el apiario hasta el analisis especializado en laboratorio.

10.1. Manejo de Campo y Captura

Se identificaron inicialmente las colmenas que conformaban el apiario. El proceso de captura
se efectud dos dias por semana, a partir de las 14:00, completando un total de seis jornadas de
muestreo. Los zanganos fueron transportados en una caja disefiada especificamente para
conservar la temperatura estable, lo cual garantizo la supervivencia de los individuos durante

el traslado al laboratorio.
10.2. Protocolo de Laboratorio y Extraccion Seminal

Una vez en el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccidn, se adecuo el ambiente a una

temperatura de 34 °C. El procedimiento de extraccidn se ejecutd de la siguiente manera:

1. Eversidn del Endofalo: Se coloc6 al zangano entre los dedos pulgar e indice, aplicando
presion en el abdomen para lograr la eversion parcial. Posteriormente, se deslizaron los

dedos hacia abajo suavemente para provocar la eversion total del bulbo seminal.
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2. Recoleccion: EI semen se recolectd mediante el uso de una micro-jeringa, teniendo
especial cuidado en evitar la aspiracion de mucus para no obstruir el instrumental ni
contaminar la muestra.

3. Registro y Conservacion: Las muestras validas se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5

ml con una dilucion de DMSO para su posterior evaluacion.
10.3. Evaluacion de la Calidad Seminal

Se analizaron de forma cualitativa parametros como la motilidad masal, el vigor y la vitalidad.
Para el vigor espermatico, se utilizd una escala ordinal de 0 a 5 basada en la rapidez del
movimiento progresivo observado al microscopio. Finalmente, se realiz6 un frotis empleando
la tincion de Eosina-Nigrosina, lo que permitié diferenciar, bajo el microscopio, las células

vivas de aquellas que presentaban dafios en su membrana.

Motilidad (Masal e Individual) y Vigor: Se depositd una gota de semen diluido sobre un
portaobjetos precalentado a 37 °C. Mediante observacién microscopica a 10x y 40x, se estimo
el porcentaje de movimiento en masa (olas), el porcentaje de espermatozoides con movimiento
individual progresivo y se asigno una calificacion de vigor en una escala de 0 a 5 segun la fuerza

e intensidad del batido flagelar.

Morfologia y Vitalidad: Se realizé un frotis mezclando una gota de semen con el colorante vital
Eosina-Nigrosina. Tras secar la muestra, se observé bajo objetivo de inmersion (100x) para
contar y clasificar los espermatozoides, determinando el porcentaje de formas
normales/anormales y diferenciando las células vivas (blancas/incoloras) de las muertas

(tefiidas de rosa).
11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
11.1 Eficiencia de la colecta

La eficiencia en la recoleccion de semen estuvo ligada a la capacidad de respuesta fisiologica
de los zanganos a la estimulacion manual en las condiciones climaticas de Salcedo. Segun los
datos observados en la Figura 1, se obtuvo una frecuencia significativamente mayor de eversion

parcial (315 individuos) en comparacion con la eversion total (185 individuos).
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11.2 Caracterizacion de la muestra

Tabla 2: Distribucion de muestras por tipo de eversion

Tipo de Eversion Numero Porcentaje
Parcial 315 63%

Total 185 37%

Total 500 100%

Fuente: Directa

La mayoria de las muestras (63%) corresponden a eversion parcial, esta diferencia sugiere que,
bajo las condiciones de manejo y clima local (14 °C promedio), una proporcion considerable
de los zanganos no alcanza la eversion total de manera espontanea o sencilla. Como se
menciona en la literatura (1), forzar la eversion total en individuos que no presentan una
respuesta inmediata puede incrementar el riesgo de contaminacion con mucus, un factor critico

observado en la préctica (Anexo 9) y que puede comprometer la viabilidad de la muestra.
11.3 Estadisticos descriptivos

Tabla 3: Calidad promedio del semen

Desviacién

Parametro Media ) Mediana Minimo Maximo
Estandar

Motilidad masal

83.28 11.05 90.00 30.00 90.00
(%)
Motilidad
o 76.45 12.94 65.00 50.00 90.00
individual (%)
Morfologia (%) 86.22 6.06 90.00 67.00 90.00
Vigor (1-5) 4.16 0.88 4.00 2.00 5.00
Puntuacion

81.98 7.91 81.67 49.00 90.00
compuesta

Fuente: Directa
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Los valores promedio son altos en todos los parametros motilidad en masa distribucion

negativamente sesgada (-3.28) con concentracion en valores altos, morfologia también presenta

sesgo negativo (-1.86) y vigor predominante: 84% de las muestras tienen vigor 4 o 5. Al

correlacionar estos datos con el método de extraccion, se evidencia que la eversion parcial no

solo es mas frecuente, sino que también mantiene niveles en una mayor cantidad de muestras.

11.4 Comparacion entre tipos de eversion

Tabla 4: Diferencias significativas entre eversiones

Parametro Evers_ic')n Parcial Evers_ién Total Prueb,a _ p-
(MediatDE) (MediatDE) Estadistica valor
Mottidad 85.8+5.73 79.0 + 15.7 pann MY <0.0001
Mortlidad 785+ 125 73.0£13.0 DA WRIY <0001
Morfologia 86.0 + 6.60 86.6 + 5.01 AT 0.8495
Vigor 437+ 0,54 3.81+1.19 e VIRIY <0001
Cpsr?]guuﬁf’a” 83.4 + 5.90 795+ 10.0 \'\/"Vagng'g’l’%t”ey <0.0001

Fuente: directa

Eversion Parcial superior presenta valores significativamente mas altos en motilidad masal (6.8

puntos porcentuales mayores), motilidad individual (5.5 puntos porcentuales mayores), vigor

(0.56 puntos mayores), puntuacién compuesta (3.9 puntos mayores), morfologia similar no hay

diferencias significativas entre tipos de eversidn, mayor variabilidad en eversién total, mayor

desviacidn estandar en todos los parametros
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Figura 2. Relacion entre puntuacion compuesta y vigor.

Fuente: directa
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11.5 Distribucion del vigor

T

Puntuackin compuesta

Tabla 5: Frecuencia de vigor por tipo de eversion
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Tipo_eversion
= Parcial

Eversién

Eversién

Vigor Parcial Total Total

2 0 (0%) 40 (21.6%) 40 (8%)

3 10 (3.2%) 30 (16.2%) 40 (8%)

4 180 (57.1%) 40 (21.6%) 220 (44%)

5 125 (39.7%) 75 (40.5%) 200 (40%)
Total 315 (100%) 185 (100%) 50000%)

El vigor, evaluado en una escala de 0 a 5, refleja la intensidad del movimiento flagelar

individual. Los resultados de la tabla 4 (frecuencia de vigor por tipo de eversion) muestran una

tendencia clara eversion parcial concentrada en alta calidad: 96.8% con vigor >4, en la eversion
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total, aunque los niveles 4 y 5 siguen siendo los mas altos tiene muestras de baja calidad: 21.6%
con vigor 2 (ausente en parcial). Estos hallazgos sugieren que el manejo fisico menos agresivo
de la eversion parcial favorece una mayor energia metabolica en los espermatozoides. La
presencia de movimientos vigorosos (Vigor 4) y ondas rapidas (Vigor 5) en la mayoria de las
muestras de eversion parcial indica que este método es Optimo para asegurar que los

espermatozoides tengan la fuerza necesaria para migrar hacia la espermética de la reina tras la
inseminacion.

1081

H_=

? 5 | 5
Vigar

Tipo_eversion

Frecuentcia

Figura 3. Distribucién de vigor por tipo de eversion.
Fuente: directa

12. Discusion de los resultados

Una comparacion entre los hallazgos de la tesis y los valores de referencia de la literatura se
presentan en la Tabla 6.



Tabla 6: Los resultados del presente trabajo con literatura de referencia
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Parametro  Resultado Resultado Referencia Interpretacion
Evaluado Tesis Tesis Externa del Contraste
(eversion (eversion Contrastante
parcial) total)
Motilidad 85.8% 79.0% Geznf;er %thya La tesis confirma
Masal (~510)%9[?z:15a € erp[()ji_[jicamente dIa
- pérdida e
eyacul'ac'on viabilidad  por
completa. estrés mecanico
predicha por
Gencer & Kahya
(52).
Exito de 63% 37% Rou§seau etal. La falla en lograr
Eversion (eversién (eversion 1(=5|?i)' Alta tasg’de eversion total no
parcial) total) rsar?uzrll g;]/ersmn es inmadurez,
. sino una
zanganos limitacion
maguros. biomecénica
comun
exacerbada por la
altitud.
Vigor 4.37 3.81 gzl)lllns (2004) La manipulacion
(Escala 1- " . adicional  para
5) Mampulamgn forzar la eversion
f:gglsl'g: dre UCC total dafia la
' maquinaria
mitocondrial del
esperma.
Riesgo Bajo Alto W°¥ke (2010) La eversion
Mucus (55): Mucus parcial funciona

altera el ambiente
espermatico.

como técnica
aséptica superior
al evitar la

expulsion y
mezcla del
mucus.

Fuente: directa



27

Se determino que la eversion parcial del end6falo preserva significativamente mejor la calidad
espermatica, obteniendo una motilidad masal del 85.8% y un vigor promedio de 4.37,
superando estadisticamente a la eversion total, la cual presentd una disminucion en la calidad

debido al estrés mecanico asociado a la manipulacion.

La caracterizacion de la respuesta a la estimulacién manual bajo las condiciones altoandinas de
Salcedo evidencié que la eversion parcial es la respuesta fisioldgica predominante (63%),
mientras que la eversion total fue menos frecuente (37%) y mas dificil de inducir, sugiriendo
que las condiciones ambientales locales limitan la facilidad de exposicion completa del 6rgano

copulador.

Se establecid una relacion directa entre el tipo de eversion y la integridad celular, concluyendo
que para estandarizar el protocolo de colecta en la zona, se debe limitar la manipulacién hasta
la fase de eversion parcial. Este método demostrd ser el mas eficiente para obtener dosis

seminales con alto vigor y libres de contaminacién por mucus.

Los resultados, que demuestran una calidad espermaética superior en la eversion parcial,
contrastan con ciertos protocolos estandarizados de cria intensiva descritos por Cobey y
Bienkowska (1), quienes generalmente describen la eversion total como el paso final necesario
para maximizar el volumen de la dosis. Sin embargo, este estudio evidencia que, bajo las
condiciones locales, la busqueda de ese volumen adicional a través de la eversion total conlleva
un costo inaceptable en términos de estrés mecéanico y contaminacion. Esto corrobora lo
sugerido por Yaniz et al. (13), quienes advierten que la manipulacion brusca es un factor
determinante en la reduccién del vigor espermatico, confirmando que en el contexto de Salcedo,
la técnica debe priorizar la integridad de la membrana (garantizada en la fase parcial) por
encima de la cantidad total de eyaculado.

La dificultad observada para lograr la eversion total espontanea (presente solo en el 37% de la
muestra) difiere de las tasas de éxito reportadas en estudios realizados a nivel del mar o en
condiciones controladas. Esta limitacion fisiologica se alinea con las investigaciones de Zhao
et al. y McAfee et al. (3), quienes establecen que los factores de estrés ambiental afectan
directamente la capacidad reproductiva del zangano. No obstante, nuestro trabajo aporta una
distincion especifica: identifica a las condiciones altoandinas no solo como un factor de estrés
térmico, sino como una limitante fisica para la mecanica de la eyaculacion, sugiriendo que los
protocolos importados de otras latitudes deben ser adaptados para evitar forzar una fisiologia

gue ya se encuentra comprometida por el entorno.



28

Se concluye que la técnica de recoleccion de semen mediante eversion parcial es
biolégicamente superior para poblaciones de z&nganos Apis mellifera en entornos de alta
montafia. Los zanganos sometidos a eversion parcial mantuvieron una motilidad masal del
85.8% y un vigor de 4.37, superando estadisticamente a la eversion total que registré un 79.0%
y 3.81 respectivamente. Este hallazgo corrobora empiricamente los estudios de Genger y Kahya
(52), quienes demostraron que la viabilidad espermética desciende aproximadamente un 10%

tras la eyaculacion completa debido al estrés mecanico en el tracto reproductivo.

La dificultad para lograr la eversion total explosiva es consistente con los hallazgos de
Czekonska et al. (56), quienes reportaron que los zanganos desarrollados bajo temperaturas
subdptimas (comunes en el clima frio de Salcedo) presentan dificultades mecanicas para la
eversion. Ademas, estudios recientes de McAfee et al. (6) sugieren que el estrés térmico y la
posible hipoxia durante el desarrollo pupal limitan la capacidad neuromuscular necesaria para
la eyaculacion completa. Por lo tanto, forzar la eversion total en estos ecotipos genera un dafio

iatrogénico innecesario.

La técnica de Eversion Parcial demostro ser un método aséptico eficaz, funcionando como un
filtro bioldgico que minimiza la contaminacién con mucus. Las muestras de eversion parcial
presentaron una morfologia normal superior (86.22%) y ausencia de aglutinacién. Esto valida
las advertencias de Woyke (55) y Collins (54), quienes establecen que el contacto del semen
con el mucus altera irreversiblemente el pH y la presion osmotica, induciendo mortalidad

espermatica durante el almacenamiento.

Se determina que los protocolos estandar de inseminacion instrumental disefiados para la
industria comercial, como los propuestos por Cobey (57), que priorizan el volumen mediante
la eversion total, son contraproducentes para la region Andina ecuatoriana. Si bien la eversion
total maximiza la cantidad de semen recolectado, en condiciones de estrés ambiental se debe
priorizar la integridad celular. Pettis et al. (58) identificaron que la viabilidad espermatica es el
factor nimero uno en el fallo prematuro de reinas. Por tanto, para asegurar la sostenibilidad de
la apicultura local, se debe adoptar el protocolo de eversion parcial, aceptando un menor

volumen por zangano a cambio de una mayor longevidad de la reina.

Los resultados sugieren la existencia de un ecotipo de altura en Salcedo con caracteristicas
fisioldgicas distintivas. La resistencia a la eversion total y la alta calidad espermatica en
condiciones de baja temperatura podrian estar vinculadas a adaptaciones gendémicas similares
a las encontradas por Wallberg et al. (59) y Whitfield et al. (60) en abejas de montafia, lo que

justifica un manejo diferenciado de estos recursos zoogenéticos.
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12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS
12.1 Impactos técnicos

El estudio permite estandarizar un protocolo de recoleccién validado localmente para el Canton
Salcedo. Los resultados influyen directamente en la técnica de manejo al demostrar que, bajo
condiciones altoandinas, se debe priorizar la calidad sobre el volumen; es decir, el técnico debe

detener la estimulacion en la fase de eversion parcial en lugar de forzar la eversion total.

Esta modificacion en el protocolo técnico minimiza el estrés mecanico sobre el abdomen del
zangano Yy reduce drasticamente la incidencia de contaminacion con mucus, un factor critico
que compromete la viabilidad de la dosis inseminante. En consecuencia, la adopcién de este
criterio mejora la eficiencia del proceso de inseminacion artificial, asegurando la obtencion de
muestras con mayor motilidad y vigor flagelar, indispensables para la migracién exitosa de los

espermatozoides hacia la espermateca de la reina
12.2 Impactos sociales

La tecnificacion de la apicultura local fortalece el tejido productivo de la provincia de Cotopaxi.
Al mejorar la calidad de las reinas producidas, los apicultores incrementan su rentabilidad y
disminuyen la dependencia de material genético importado. Ademas, el proyecto fomenta la
formacion de profesionales locales (como la autora) con capacidades especializadas en
biotecnologia reproductiva

12.3Impactos ambientales

Una inseminacién exitosa produce colmenas mas fuertes y resilientes. El impacto ambiental
mas significativo es el fortalecimiento del servicio de polinizacién en la regién. Abejas mas
sanas y populosas aseguran la reproduccion de la flora nativa y la productividad de los cultivos
locales, contribuyendo directamente a la conservacion de la biodiversidad y la seguridad

alimentaria en los ecosistemas andinos.
13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
13.1. Conclusiones

Conclusion 1: Se determiné que existen diferencias significativas en los parametros de calidad
espermatica segun el tipo de manipulaciéon. Los zanganos sometidos a eversion parcial
presentaron una motilidad masal superior (85.8%) y una mejor motilidad individual (78.5%) en
comparacion con la eversion total (79.0% y 73.0% respectivamente), demostrando que la

técnica parcial preserva mejor la funcionalidad espermatica.
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Conclusion 2: Se caracterizo la respuesta fisiolégica de los zanganos bajo las condiciones
altoandinas del cantdon Salcedo, identificando que la eversion parcial es la respuesta
predominante con una frecuencia del 63%, frente a un 37% de eversion total. Esto evidencia
una limitacion biologica local para lograr la exposicion completa del endo6falo sin aplicar una

fuerza excesiva.

Conclusion 3: Se establecié una relacion directa entre el grado de eversion y el vigor
espermatico. El 96.8% de las muestras obtenidas por eversion parcial mantuvieron niveles de
vigor alto (4 y 5), mientras que la eversion total incrementd la aparicion de muestras de baja
calidad (vigor 2). Por tanto, se define a la eversion parcial como el método idéneo para la
estandarizacion del protocolo local.

En conclusidn, la eversion parcial del endofalo tiene un impacto positivo y superior sobre la
calidad espermaética del zangano (Apis mellifera) en el canton Salcedo. Esta técnica minimiza
el estrés mecéanico y el riesgo de contaminacion, resultando en dosis seminales de mayor

viabilidad en comparacion con la eversion total forzada.
13.2. Recomendaciones

Seleccionar zanganos en edad Optima de madurez sexual para los procedimientos de recoleccion

seminal, evitando individuos inmaduros que puedan afectar los resultados.

Implementar protocolos estandarizados de manejo y manipulacion de los zanganos antes y
durante la recoleccidn del semen, con el fin de reducir el estrés y evitar dafios en el aparato

reproductor.

Desarrollar futuras investigaciones que evallen el impacto de factores ambientales, genéticos
y estacionales sobre la eversion del endo6falo y la calidad seminal, con el fin de optimizar los

programas de reproduccion y mejoramiento genético en Apis mellifera.
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