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RESUMEN

La disponibilidad de recursos florales durante el desarrollo de zanganos y reinas de Apis
mellifera influye significativamente en su capacidad reproductiva. En el primer estudio, se
evalu6 el efecto de dos épocas contrastantes inicio de floracion y escasez floral sobre la
eversion del aparato copulador, la eyaculacion y la calidad espermatica de zanganos.
Durante el periodo de escasez floral se suministro jarabe de azucar y un suplemento
proteico para estimular la cria de zanganos. Aun asi, los resultados mostraron una menor
proporcion de zanganos con eversion (112) y eyaculacion (39), asi como parametros
espermaticos inferiores en comparacion con los obtenidos durante el inicio de la floracion
(270 con eversion, 162 con eyaculacion). Esto sugiere que una nutricion larval deficiente
compromete el desarrollo gonadal y la calidad seminal. En el segundo estudio se analizd la
prolificidad y calidad espermatica de reinas fecundadas naturalmente e inseminadas
instrumentalmente en las mismas temporadas. Se observé una mayor aceptacion larval y
peso de reina al inicio de la floracion, y durante esta época, las reinas fecundadas
naturalmente mostraron mayor rendimiento ovipositorio y motilidad espermatica. En
contraste, en condiciones de escasez, las reinas inseminadas presentaron mayor volumen
seminal y postura, aunque sin diferencias significativas en la calidad del semen
almacenado. En conclusion, los hallazgos indican que la época de floracion favorece la
expresion del potencial reproductivo mediante fecundacion natural, mientras que la
inseminacion instrumental ofrece ventajas bajo condiciones adversas. Esto resalta la
importancia de sincronizar la produccion de reproductores con la disponibilidad de recursos

para optimizar el rendimiento apicola.

Palabras clave: Apis mellifera, zanganos, reinas, floracion, escasez, fecundacion.
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ABSTRACT

The availability of floral resources during the development of drones and queens of Apis
mellifera significantly influences their reproductive capacity. In the first study, the effect of
two contrasting seasonal periods onset of flowering and scarcity flowering was evaluated
on drone copulatory organ eversion, ejaculation, and sperm quality. During the floral dearth
period, sugar syrup and a protein supplement were provided to stimulate drone brood
production. Nevertheless, the results showed a lower proportion of drones with eversion
(112) and ejaculation (39), as well as inferior sperm parameters compared to those obtained
during the onset of flowering (270 with eversion, 162 with ejaculation). These findings
suggest that poor larval nutrition compromises gonadal development and semen quality.
The second study assessed the prolificacy and sperm quality of queens that were naturally
mated or instrumentally inseminated during the same seasonal periods. Higher larval
acceptance and queen body weight were observed at the onset of flowering. During this
period, naturally mated queens exhibited higher oviposition rates and sperm motility. In
contrast, under dearth conditions, instrumentally inseminated queens showed greater stored
semen volume and brood production, although no significant differences were found in the
quality of stored sperm. In conclusion, the findings indicate that the flowering season
enhances reproductive performance through natural mating, while instrumental
insemination provides resilience under adverse conditions. These results underscore the
importance of synchronizing the production of reproductive individuals with resource

availability to optimize beekeeping performance.

Keywords: Apis mellifera, drones, queens, flowering, dearth, mating.
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CAPITULO L. INTRODUCCION GENERAL

1.1 INTRODUCCION

La apicultura es de suma importancia dentro de la agricultura sostenible, formando
parte de los ingresos econdmicos especialmente en el area rural (Argiiello-Najera, 2010),
proporcionado beneficios al ecosistema y favoreciendo la polinizacion de cultivos (Barrios

Rivera, 2012).

La Peninsula de Yucatan se encuentra entre las zonas tropicales mas importantes para
la apicultura (Magana-Magafia et al., 2016) con un ciclo apicola bien marcado en tres
temporadas durante el afo (precosecha, cosecha y postcosecha), y es uno de los principales
exportadores y productores de miel de gran calidad, destinando el 95% de su produccion al
mercado internacional (Castafion-Chavarria, 2009), siendo un producto muy demandado
por las caracteristicas de origen boténico y propiedades de la miel (Giliemes-Ricalde ef al.,

2003).

En Yucatan, los ciclos de cosecha comienzan en noviembre y finalizan en junio,
produciendo en el afio 2018-2019 9,810 toneladas de miel, en el afo 2019-2020 5,529
toneladas y en lo que va del afio 2020-2021 816 toneladas con una disminucion del 85.2%

al afio anterior (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2021).

En las colonias de Apis mellifera, el zangano juega un papel muy importante en la
ecologia, ayudando a mantener el ecosistema estable mediante la diversidad genética a
través de la fecundacion de la reina. Los zdnganos se aparean con una sola reina durante los
vuelos nupciales (Couvillon et al., 2010; Tarpy et al, 2012). El apareamiento multiple
proporciona suficiente esperma para fertilizar el ovulo de la abeja reina a lo largo de su vida
(Cobey, 2007). Por lo tanto, necesita un gran numero de zdnganos fértiles para garantizar el
apareamiento optimo de la reina (Rhodes et al., 2011). No obstante, la cria de zanganos se
da en colonias con abundantes recursos alimenticios (época de floracion), donde, durante
los primeros dias de su vida son alimentados con alimentos ricos en proteinas y
aminoacidos a través de la trofalaxis por las obreras (Goins y Schneider, 2013) asegurando
su pleno crecimiento y desarrollo, dada su masa, las larvas de zdnganos necesitan alimento

con una composicion proteica mas diversa (Winston, 1991).
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Sin embargo, durante el afio existen fenomenos climatologicos que afectan la
variacion de factores ambientales, que disminuyen la diversidad de plantas (Giannini et al.,
2015), los procesos de polinizacion (Agliero et al., 2018; Culley et al., 2002; Kuhlmann et
al., 2012; Schweiger et al., 2010), y por ende la reproduccion de las abejas (Dorado y
Vazquez, 2016). Los factores estacionales influyen en la produccion de zdnganos, incluida
la duracion del dia y la temperatura, el tamafo de las colonias y la disponibilidad de

alimentos (Boes, 2010).

No obstante, la disponibilidad de fuentes de alimento varia en diferentes estaciones
durante el afio, en una region en particular donde los recursos tienden a ser muy bajos
(periodo de escasez). Por lo tanto, el nivel insuficiente de proteina en la dieta de zdnganos
es un problema, ya que, la espermatogénesis ocurre durante el desarrollo larvario y pupal
hasta que el zangano emerge (Woyke y Skowronek, 1974; Rhodes et al., 2011), lo que
podria tener una significancia en la calidad espermatica (Thomson, 2010), disminuyendo el
volumen del semen y una mayor probabilidad de fracaso en la eyaculacion (Czekonska et
al., 2015) y por ende una disminucién en el porcentaje de éxito en la fecundacion de la
abeja reina (Hayworth ef al., 2009), Por lo que, el ciclo de produccion y reproduccion de la

colonia se puede ver afectado.

En los ultimos anos se han realizado extensas investigaciones sobre las necesidades
nutricionales en colonias y obreras de abejas meliferas (Apis mellifera) (Stevanovic et al.,
2018; Wijayati et al, 2019), a través de formulaciones de dietas con el propdsito de
mantener la fuerza de la colonia, mejorar la supervivencia de la cria y la duracion de la
edad adulta a través de sustitutos y/o suplementos de polen, los cuales se les proporciona a
la colonia durante el verano y la temporada de invierno, dependiendo de la gravedad
durante los periodos de escasez (Saffari ef al., 2004; Kumar ef al., 2013; Kumari y Kumar,

2020).

Sin embargo, la mayor parte de investigaciones importantes para la apicultura sobre
suplementos y/o sustitutos de polen, se ha realizado en paises donde las condiciones
ecoclimaticas, la diversidad floral y la disponibilidad de materia prima son diferentes
(Paray et al., 2021). Por lo tanto, ain sigue vigente la pregunta, sobre como; los nutrientes,
la diversidad y la estabilidad de los recursos florales afectan la reproduccion de la abeja

reina y el zdngano (Hrassnigg y Crailsheim, 2005).
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En vista de lo anterior, se cree que, la disponibilidad de los recursos apibotanicos en
las diferentes épocas del afno repercuten en la diversidad genética de los zadnganos y su
calidad espermatica, la cual a su vez influye negativamente sobre la prolificidad de las
abejas reinas fecundadas. Por lo que, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la
época del ano sobre la calidad seminal, diversidad genética de zanganos (Apis mellifera) y

su impacto en la prolificidad de la abeja reina.

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Importancia de la apicultura en Yucatan

La apicultura se dispersa alrededor de toda la peninsula, donde; los porcentajes de
volumen y calidad de la produccion de miel obtenidos, se debe al crecimiento en el nimero
de colmenas y a la diversidad de flora que se encuentra en la region, de los cuales, las

abejas visitan alrededor de 900 especies de plantas (Ramos-Diaz et al., 2015).

La produccion apicola en el area rural, ha venido generando por muchos afos
autoempleos que benefician a la familia rural y mantiene su arraigo en el campo (Godoy,
1999), siendo una actividad complementaria a otras fuentes de subsistencia como; los

fomentos agricolas, forestales y crianza de animales de traspatio (Echazarreta et al., 1997).

El ciclo de produccion en la peninsula de Yucatan depende en cierta forma de las
condiciones ambientales como; lluvia, frio o calor, los cuales tienen un efecto en la
variacién de factores ambientales que disminuyen la floracion de plantas que usan las
abejas para el desarrollo de su colonia (CONABIO, 2009). La apicultura en la Peninsula de
Yucatan cuenta con tres etapas durante el ciclo de produccion de miel; Precosecha
(octubre-diciembre), Cosecha (enero-mayo) y Postcosecha (junio-septiembre) (Gonzélez-

Acereto y Quezada-Euan, 2010).

La peninsula de Yucatan se encuentra entre las zonas tropicales mas importantes
para la apicultura (Magana-Magafia et al., 2016) y es uno de los principales exportadores y
productores de miel de gran calidad, de los cuales destinan el 95% de su produccioén al
mercado internacional (Europa y Estados Unidos) por sus caracteristicas de origen botanico

y propiedades de la miel (Castafion-Chavarria, 2009).



No obstante, los apicultores de la peninsula de Yucatin han enfrentado
consecuencias en la productividad de sus apiarios (Giiemes-Ricalde et al., 2003), con
problemas relacionados a la aparicion de la abeja africana (Apis mellifera), la presencia del
acaro Varroa destructor, fendmenos climatolégicos como; huracanes, sequias, lluvias
fuertes, inundaciones, entre otros, ademas, de la falta de capacitaciéon y una baja en el

mercado.

En los ultimos afios se ha tenido una disminucion en los ciclos de cosecha,
produciendo en el afio 2018-2019 9,810 toneladas de miel, en el afno 2019-2020 5,529
toneladas y en lo que va del afio 2020-2021 816 toneladas con una disminucion del 85.2%
al afo anterior (SIAP, 2021) sufriendo un gran deterioro y condicionando un mayor nivel

de costos de produccion.
1.2.2 Flora polinifera del estado de Yucatan

El estado de Yucatan cuenta con una diversidad de flora néctar-polinifera debido a
las condiciones climaticas y topograficas de la regioén las cuales permiten una amplia
distribucion y densidad de las mismas, aportando una gran cantidad de néctar y polen
(Jiménez-Reyes y Morales-Rodriguez, 2005). Segin Flores y Vermont, 2011; Villanueva-
Gutiérrez et al. 2009, dentro de la flora mas representativa del estado se encuentran; el
ja'abin (Piscidia piscipula), el ts'iits'ilche (Gymnopodium floribundum), las enredaderas
(Convolvulacea), el Chakaj (Bursera simaruba) y el tahonal (Viguiera dentata). Sin
embargo, Villanueva-Gutiérrez et al. 2009; Cetzal-Ix et al. 2019 mencionan que también se
encuentra presente; el chechem (Metopium brownei), kaa-chunub (Thonina canescens),
sak-piixoy (Trema micrantha), tsalam (Lysiloma latisiliquum), pukte’ (Terminalia buceras),
box kaatsim (Senegalia riparia), chukum (Havardia albicans), tso’otsk’ab (Ipomoea
tuxtlensis), tso’ots aak’ (Merremia aegyptia), solen aak’ (Jacquemontia pentantha), ydax
aak’ (Jacquemontia verticillata), ch’omak (Gouania lupuloides) y xtabentuun (Turbina

corymbosa).
1.2.3 Captura y almacenamiento de polen

Un método sencillo y eficaz para la evaluacion del polen es atrapar bolitas de polen
corbicular de las patas de las abejas que regresan a la colmena por medio de trampas de

polen (Judd et al., 2020). La captura de polen estimula a las abejas forrajeras a recoger mas



polen, aumentando la eficiencia en la polinizacidon de cultivos y por ende en la vegetacion

circundante (Gemeda et al., 2018).

Las metodologias de recoleccion de polen pueden ser utilizadas para conocer el tipo
de forraje utilizado por las abejas, para determinar la cantidad, calidad y taxon de las
especies de plantas con flores. No obstante, el comportamiento de busqueda de polen
dependera en funcion del estado de la colonia en relacion con los niveles de poblacion de

huevos y larvas (Weidenmiiller y Tautz, 2002).

Cabe mencionar, que en base al comportamiento de busqueda de alimento, el
granulo de polen corbicular es predominante por una sola especie de planta (Hill et al.,
1997). Por lo tanto, se puede describir la diversidad de polen clasificando el polen
corbicular por color e informar el nimero de colores detectados (Barth et al., 2009; Stoner

et al., 2019).
1.2.4 Cambio climatico

El cambio climatico puede alterar la sincronia entre los factores ambientales
afectando los periodos de floraciéon de las plantas y polinizacion, influyendo en los
desajustes fenologicos de las abejas, contribuyendo a la perdida de las mismas (Petanidou
et al., 2014). La temperatura y la humedad son un factor crucial en la reproducciéon de las
abejas. Debido a que, las altas y bajas temperaturas y/o humedad afectan la calidad del
semen en zanganos (Koeniger y Koeniger, 2007) y la viabilidad del semen almacenado en
la abeja reina (McAfee et al., 2020). Ademas, de repercutir de igual manera en las crias. Sin
embargo, otro factor que afecta en la reproduccion es el agotamiento de las fuentes de
alimento, el cual causa una desnutricion indirecta inducida por el cambio climatico
(Thomson, 2010). Aunado a lo anterior, el comportamiento de las abejas varia en relacion a

las condiciones climaticas y ambientales (Tapia-Gonzalez et al., 2021).
1.2.5 Generalidades en la reproduccion de las abejas

La reproduccion de las abejas se lleva a efecto cuando existe floracion abundante,
iniciando su postura y fecundando los huevos (reproduccion sexual) que daran origen a
abejas obreras y/o abejas reinas y por (reproduccion asexual) huevos no fecundados por
partenogénesis que daran origen a Zanganos (Guzman-Novoa, 2003). Sin embargo, el

sistema reproductivo de las abejas esta desarrollado solo en la reina y el zdngano.
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1.2.5.1 Ciclo biolégico de la abeja reina

El ciclo biologico de la reina dura aproximadamente tres dias y alrededor de cinco
horas en nacer y empieza el desarrollo larval que dura alrededor de cinco dias y medio.
Posteriormente, la celda es operculada y se desarrolla la etapa de prepupa y pupa hasta que
la reina emerge haciendo un total de 16 dias. Al segundo dia de que emerge la reina
empieza a dar sus primeros vuelos de reconocimiento y entre el séptimo y décimo dia sale a
fecundarse en mas de un vuelo, para posteriormente iniciar con la postura de huevos

(Valega, 2007).
1.2.5.1.1 Anatomia reproductiva de la abeja reina

El aparato reproductor de la reina esta formado por dos ovarios, cada ovario tiene
alrededor de 150 = 180 ovariolas (Page y Peng, 2001) los cuales son tubos largos que
comunican a la vagina y sirven como valvula de cierre. La valvula de cierre vaginal cierra
la comunicacion entre la vagina y el oviducto (Barrera, 2004). La vagina durante la copula
fija el pene del zangano, el cual se desprende en el acto quedando bloqueada la vagina hasta

que otro zangano lo desprende.

Los espermatozoides emigran a los oviductos y posteriormente pasan en la
espermateca (Koeniger et al., 2014). La espermateca es un organo donde se almacena el
esperma de las copulas anteriores, siendo capaz de almacenar y nutrir el semen durante
afios sin perder la viabilidad del esperma (Klowden, 2013). La reina puede llegar a
ovipositar hasta 2 ,000 huevos en un solo dia (Winston et al., 1991). Sin embargo,

disminuye a medida que la reina envejece.
1.2.5.2 Ciclo biologico del zangano

El ciclo bioldgico de los zadnganos dura aproximadamente tres dias en nacer y pasa a
la etapa larval que dura siete dias. Posteriormente la celda es operculada y se convierte en
pupa y prepupa la cual dura aproximadamente 14 dias hasta que nace el zadngano haciendo

un total de 24 dias (Valega, 2007).
1.2.5.2.1 Anatomia reproductiva del zangano

Esta formado por los testiculos donde se originan y maduran los espermatozoides

produciendo hasta 10 millones de espermatozoides los cuales migran a las vesiculas
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seminales donde se almacenan y permanecen durante aproximadamente 13 dias hasta el
momento de la copula. Al final del estadio larvario, la glandula mucosa se desarrolla a
partir de los conductos deferentes el cual conecta los testiculos con las vesiculas seminales

produciendo moco blanco (Koeniger et al., 2014).

Las glandulas cornuales segregan una secrecién color anaranjado que ayuda a
reforzar los signos de apareamiento en el tracto reproductivo de la reina (Colonello y
Hartfelder, 2005). El endofalo o 6rgano copulador es una estructura tubular que se halla
dentro de la cavidad abdominal formada por placas quitinosas, la cuales requieren de una
fuerte contraccion por medio de las paredes del abdomen para producir la eversion del

pene.

1.2.6 Biologia reproductiva y morfoldgica de la abeja reina y el zangano de Apis

mellifera

En la abeja melifera Apis mellifera, la mayoria de los rasgos deseables de una
colonia, como; la productividad, el comportamiento docil y la resistencia a enfermedades,
entre otros., se rigen por medio de la naturaleza de la abeja reina (Ratnieks y Nowogrodzki,
1988). Por lo tanto, la cria de reinas de abejas meliferas es una de las partes importantes en
la apicultura para volver a reinar las colonias, optimizar sus caracteristicas genéticas y

mejorar la produccion de cria y miel (Laidlaw y Page, 1997).

Por lo tanto, es necesario evaluar la biologia reproductiva y las caracteristicas
morfoldgicas, ya que, la productividad depende de algunos parametros de calidad
estandarizados en la calidad de la abeja reina los cuales se correlacionan con; el peso a la
emergencia, el numero de ovarioles, el diametro de la espermateca y el numero de
espermatozoides dentro de la espermateca (Kahya et al., 2008; Carreck et al., 2013; Hatjina

et al., 2014).

Por otra parte, la frecuencia de apareamiento de abejas reinas es muy variable,
debido al numero de zdnganos con que se aparea en el vuelo nupcial (Estoup et al., 1994),
lo cual le permite almacenar volimenes variables de espermatozoides para ser utilizados

aleatoriamente en la fertilizacion de 6vulos (Cobey, 2007).

En este sentido, el recuento de espermatozoides almacenados en la espermateca

(Delaney et al., 2011), el volumen y el nimero de espermatozoides viables (Guler y Alpay,
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2005), son importantes de igual manera para establecer el potencial reproductivo de la abeja
reina. Sin embargo, el rendimiento de una colonia de abejas meliferas no solo depende de la
calidad de la reina, sino también de la calidad de los zanganos que se aparean con la reina
(Hatjina et al., 2014; Pettis et al., 2016), debido a que una baja viabilidad de los

espermatozoides genera un bajo rendimiento en la fecundacion de la reina.

Por ello, es fundamental analizar la calidad de los zanganos y los parametros
espermaticos, con el fin de proporcionar una mejora en la produccion y reproduccion, en
contraste con la prevalencia de las duras condiciones ambientales de la region, la alta

temperatura, la baja humedad y los recursos limitados (Al-Sarhan et al., 2019).
1.2.7 Apareamiento en Apis mellifera L.
1.2.7.1 Fecundacion natural

El apareamiento se realiza en las areas de congregacion de zanganos, las cuales se
encuentran con un diametro alrededor de las colonias de 30-200 m. (Baudry et al., 1998).
Los zanganos se retinen en las areas de congregacion en promedio a los 21 dias de edad
(Couvillon et al., 2010) durante primavera y a los 13 dias de edad durante el verano en dias
con condiciones Optimas entre las 14:00 y 16:00 h. (Reyes et al., 2019), esperando la

llegada de algunas reinas virgenes.

Cuando una reina virgen llega al area de congregacion, los zadnganos la persiguen
tratando de copular, formando un enjambre detras de ella, del cual, durante su vuelo nupcial
se aparea consecutivamente con varios zanganos en secuencia rapida (Rhodes et al., 2011).
Durante la copula el zangano introduce irreversiblemente su endofalo en la reina,
transfiriendo su semen al oviducto e inmediatamente cae al suelo para morir (Woyke y

Ruttner, 1958).

Las reinas de Apis mellifera son poliandrosas y se aparean solamente en un periodo
de su vida (Laidlaw y Page, 1984), cuando las condiciones ambientales, como; la
temperatura, el viento y la nubosidad son optimas (Lensky y Demter, 1985), generalmente,
realizan sus primeros vuelos a los 6 dias de edad, en primera instancia realizando vuelos
cortos de orientacion que duran pocos minutos, para, posteriormente realizar el verdadero

vuelo nupcial (N. Koeniger y Koeniger, 2007) que dura aproximadamente 30 min.,



efectuando de uno a dos vuelos de apareamiento (Schliins et al., 2005) y copulando en

promedio con 12-14 zanganos por vuelo (Tarpy et al., 2004).

No obstante, un estudio reciente menciona que el grado de poliandria podria ser
mayor, de tal manera que la reina puede llegar a aparearse aproximadamente con 34-77
zanganos (Withrow y Tarpy, 2018). Por otra parte, la mayor frecuencia de zanganos
durante el apareamiento reduce los efectos potenciales de la endogamia, ademas, de
mejorar indirectamente la aptitud de la colonia a través de un aumento en la diversidad

genética dentro de la colonia (Mattila y Seeley, 2007).

Aunado a lo anterior, al terminar su ultimo vuelo nupcial la reina llega a la colonia y
comienza a almacenar esperma en su espermateca, un Organo especializado en el
almacenamiento de espermatozoides, para, posteriormente comenzar la postura de huevos
(Ellis et al., 2015). Las reinas no se aparean de nuevo después del inicio de la oviposicion

(Schluns et al., 2005).

1.2.7.2 Fecundacion artificial

La inseminacién instrumental es una herramienta que se utiliza para controlar y
mejorar la genética de las abejas meliferas (Maucourt et al., 2023). La técnica garantiza un
control completo en la reproduccion de esta especie. Ademas, de contribuir a mejorar las
actividades de investigacion cientifica y la produccion comercial de abejas reinas (Guillard

y Oldroyd, 2020).

Uno de los avances recientes en la inseminacion instrumental de las abejas meliferas
es la seleccion de muestras espermaticas a través de técnicas de fluorescencia (Kaya y
Uysal, 2023). Ya que permite identificar y seleccionar muestras de mejor calidad,
aumentando las probabilidades de éxito en el proceso de fecundacion y fertilizacion de

abejas reinas.

Las abejas reinas de la especie Apis mellifera L. se aparean una vez en su vida, al
copular con 12 a 14 zdnganos durante el vuelo nupcial (Tarpy et al., 2004). Sin embargo, un
estudio reciente reveld que el grado de poliandria podria ser aun mayor. Que la reina puede
aparearse con 34 o 77 zanganos durante su vuelo de apareamiento (Withrow y Tarpy,

2018).



Los descubrimientos demuestran que el control del apareamiento natural de las
abejas reinas representa un reto. Ya que el nimero de zanganos con los que se aparean
puede variar significativamente, resultando ser un factor que puede impactar en la

diversidad genética de las colonias de abejas.

1.2.8 Almacenamiento de espermatozoides en la espermateca y fertilizacion de los

ovulos

Durante el apareamiento, inicamente del 3% al 5% de los espermatozoides por cada
eyaculacion de zangano son almacenados en la espermateca de la abeja reina para la futura
fertilizacion (Schliins et al., 2005). No obstante, una reina puede llegar a almacenar
aproximadamente de 5-6 millones de espermatozoides en su espermateca (Baer, 2005;
Tarpy et al., 2012). La espermateca recibe, mantiene y libera espermatozoides para
fertilizar los 6vulos proporcionando un entorno apropiado con el fin de garantizar la

viabilidad a largo plazo de los espermatozoides (Pascini et al., 2012).

Por otra parte, las reinas son altamente eficientes y fertilizan cada ovulo con una
media de 2 espermatozoides. Sin embargo, las reinas que son inseminadas
instrumentalmente contienen mas semen, lo que les permite almacenar mas
espermatozoides y por ende fertilizan los 6évulos con mas espermatozoides (Baer et al.,
2016). No obstante, los espermatozoides cuando entran a la espermateca pueden enfrentar
una compensacion entre la capacidad competitiva (espermatozoides que nadan rapido) y la
idoneidad para el almacenamiento (espermatozoides longevos que nadan lento) (Orr y Zuk,

2012).

La mezcla bioquimica de secreciones glandulares con espermatozoides almacenados
en la espermateca realiza una serie de funciones nutricionales y protectora que mantienen la
viabilidad de los espermatozoides (Pascini y Martins, 2017). Las reinas apareadas tienen
niveles altos de proteina en la espermateca relacionada con antioxidantes (Gonzélez et al.,
2018), los cuales también se encuentran presentes en el fluido seminal de zanganos

(Gorshkov et al., 2015).

Las enzimas antioxidantes reducen el dafio ocasionado por ROS. La catalasa, el
glutation S-transferasa (GST) y el superoxido dismutasa (SOD) contribuyen a la capacidad

de que una reina pueda almacenar espermatozoides en la espermateca durante varios afios
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sin perder la viabilidad espermatica (Corona y Robinson, 2006). El metabolito glucolitico
gliceraldehido-3-fosfato (GA3P) es un sustrato clave para la supervivencia del esperma de

abeja melifera y en la produccion de energia (Paynter et al., 2017).

1.2.9 Espermatozoide de zangano de Apis mellifera L.

1.2.9.1 Estructura de los espermatozoides

Los espermatozoides de zdnganos son células largas y filamentosas con extremos
coniformes (Lino-Neto et al., 2000), con aproximadamente una longitud de 250-270 pm y
un ancho aproximado de 0.7 um, el cual, consiste de una cabeza pequefia y estrecha de 10
um de largo por 0.4-0.5 pm de ancho (Peng et al., 1993), que se encuentran adjuntos al

centriolo de transicion y el flagelo.

Por otra parte, la cabeza del espermatozoide contiene dos partes; el complejo
acrosomal seguido de un nucleo lineal. El complejo acrosomal se encuentra conformado
por una vesicula acrosomal cubierta de dos capas que recubren el perforatorio hasta el
extremo nuclear anterior, hasta donde es insertada en una fosa profunda (Lino-Neto et al.,

2000), donde, el nucleo lineal es denso y alargado conteniendo una cromatina compacta.

Por otro lado, el flagelo espermatico estd formado por un axonema microtubular que
esta compuesto por dos grandes derivados mitocondriales que son asimétricos en longitud y
diametro situados paralelamente al axonema de todo el flagelo del espermatozoide y dos
cuerpos accesorios con estructuras alargadas ubicadas entre el axonema y cada derivado

mitocondrial.
1.2.9.1.1 Espermatozoides

Los espermatozoides de zangano se producen en los testiculos desde que inicia el
estadio larvario hasta la etapa de desarrollo de las pupas (Hoage y Kessel, 1968).
Posteriormente, los espermatozoides son transportados a través de los testiculos a las
vesiculas seminales aproximadamente de 3 a 8 dias después de la emergencia, donde son

almacenados con liquido seminal hasta la eyaculacion (Collins et al., 2006).

Ademas, Colonello y Hartfelder, (2003) mencionan que, 6 dias después de la
emergencia las glandulas mucosas se llenan de secreciones que consisten en moco y liquido

seminal, donde, se considera que durante ese periodo la eyaculacion no tiene capacidades
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de fertilizacion (Woyke y Jasinski, 1978), por lo que, necesita de unos dias para alcanzar la

madurez sexual y adquirir el potencial de fertilizacion.

Sin embargo, el tiempo que puede alcanzar el zdngano en madurar dependera de la
genética y la colonia en que fueron criados (Rhodes et al., 2011). No obstante, el potencial
y la calidad de los espermatozoides disminuira conforme aumenta la edad de los zanganos

(Hayashi y Satoh, 2019).
1.2.9.2 Evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal

La evaluacion espermatica es muy importante para asegurar que se ha obtenido un
eyaculado de buena calidad, debido a que nos permite estimar el potencial de fertilidad de
cualquier semental, el cual consiste mediante la evaluacion de la concentracion y motilidad
espermatica por medio de la observacion rapida de una alicuota de semen (Cueto et al.,

2016).

Por lo anterior expuesto, se necesita que todo material a ser utilizado para la
recoleccion, debe ser esterilizado y libre de sustancias quimicas que puedan contaminar y
afectar la calidad del eyaculado (Melling y Alder, 2000). Por consiguiente, es necesario que
el material a utilizar se encuentre a 37°C para evitar que los espermatozoides entren en

shock térmico (Watson, 1995).

Para realizar la evaluacion espermatica se necesita colectar el semen y evaluar
varios parametros que pueden ser de caracter macroscopico, como ¢€l; color, aspecto,
volumen (Cebridn et al., 2010) y microscopicos, como la; Concentracion espermatica,
motilidad espermatica, viabilidad, integridad del acrosoma (Ahmad et al., 2014), actividad
mitocondrial e integridad de la membrana plasmadtica de la cola (HOST) (Petrunkina y

Harrison, 2011).
1.2.9.2.1 Colecta de semen

En la recoleccion de semen de zangano se han descrito dos técnicas; la primera es
basada en la diseccion de las vesiculas seminales (VS) y la segunda es mediante la
induccion en la eyaculacion (E). Sin embargo, en los tltimos afios la principal técnica para
la colecta de muestras de semen es la eyaculacion inducida por la aplicacién de presion
sobre el torax y el abdomen del zdngano. El semen se recoge directamente del endofalo

evertido a través de un tubo capilar de vidrio el cual se encuentra conectado a una jeringa.
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Por otra parte, el porcentaje de viabilidad obtenido en la colecta de semen varia
dependiendo la técnica y la edad de los zdnganos. En las VS se han reportado porcentajes
de viabilidad de 98.1; 96.2 y 98.1 % (Genger et al., 2014; Rzymski et al., 2012; Genger y
Kahya, 2011b), mientras que, en la E inducida, Alcay et al (2019); Fisher y Rangel,
(2018); Ciereszko et al. (2017); Rousseau et al. (2015) observaron porcentajes de viabilidad
con (86.8;99.2; 95 y 64.2 %).

Ademas, Czekonska et al. (2015); Rhodes et al. (2011); Rousseau y Giovenazzo,
(2016); Rousseau et al. (2015) demostraron que el porcentaje de viabilidad varia
dependiendo de la edad de los zanganos (a los 15 dias 80; 21 dias 52.8; 25 dias 67.6 y a los
35 dias 87.8 %). Sin embargo, Rhodes ef al. (2011), menciona que los resultados de

viabilidad pueden ser variables dependiendo la linea genética y condicion de la cria.

1.2.9.2.2 Evaluacion macroscopica

1.2.9.2.2.1 Volumen de semen

Para determinar el volumen de semen se puede utilizar una jeringa de precision y/o
midiendo la longitud almacenada del tubo capilar. Los zanganos producen
aproximadamente 1 pL. de semen con una variacion de entre 0.1 y 2.4 pL (Kairo et al.,

2016; Czekonska et al., 2013; Genger y Kahya, 2011; Rhodes et al., 2011).

No obstante, existen factores que influyen en el volumen del semen por cada
zangano, dentro de los cuales se han mencionado; el efecto de la edad, peso corporal, linea

genética y/o la linea de reproduccion y la estacion (Genger y Kahya, 2011a).

1.2.9.2.3 Evaluacion microscopica

1.2.9.2.3.1 Concentracion de espermatozoides

La concentracion espermatica es uno de los pardmetros mas estudiados en la calidad
del semen de zangano, ya que, permite tener una vision sobre el proceso de

espermatogénesis y la madurez sexual de los zdnganos (Rhodes et al., 2011).

La concentracion de espermatozoides del semen de zangano oscila entre 2 y 9
millones de espermatozoides por pL. No obstante, Genger y Firatli, (2005); Phiancharoen et
al. (2004); Schliins et al. (2003) observaron que en semen extraido de las VS la

concentracion espermatica varia en zanganos de 11 a 12 dias de edad con un promedio de
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7.6 a 12.0 millones de espermatozoides. Por otra parte, la produccion de esperma aumenta

en la época de otono especialmente en zanganos de 21 dias de edad (Rhodes et al., 2011).

Aunado a lo anterior, la evaluacion de concentracion espermatica también se utiliza
para evaluar la calidad reproductiva de la abeja reina, a través, del conteo de numero de

espermatozoides almacenados en la espermateca (Brutscher et al., 2019; Tarpy et al., 2012).
1.2.9.2.3.2 Motilidad espermatica

La motilidad de los espermatozoides es uno de los parametros mas utilizados para
evaluar la calidad espermatica. En la abeja melifera la motilidad se basa de acuerdo al
porcentaje estimado subjetivamente de células modviles (Dadkhah et al., 2016; Alcay et al.,
2015) en una escala de 1-4 grados, donde; 4 indica mas de un 50% de espermatozoides con
movimiento circular y progresivo, 3 indica mas de un 50% con movimiento vibratorio,
circular y progresivo, 2 indica mas del 50 % con movimiento vibratorio, 1 indica menos del

50% con movimiento vibratorio y 0 sin movimiento (Locke y Peng, 1993).

Los espermatozoides de Apis mellifera se clasifican como espermatozoides moviles
si presentan algin tipo de movimiento activo, libremente moéviles si la cabeza del
espermatozoide muestra desplazamientos y espermatozoides circulares si la cabeza y la

cola de los espermatozoides se superponen (Yaniz et al., 2019).

Cabe mencionar, que el patrén de doble movimiento helicoidal de espermatozoides en
insectos es una adaptacion al movimiento que se genera dentro de los conductos estrechos
generando una onda axonémica que actua contra la pared del conducto en lugar de tener un
fluido circundante, lo que conlleva a un movimiento de arrastre en lugar de nadar, lo que

conlleva a una vibracion (Werner y Simmons, 2008).
1.2.9.2.3.3 Viabilidad de los espermatozoides

La integridad de la membrana plasmatica es uno de los pardmetros mas utilizados
para el andlisis de semen de Apis mellifera, considerandose que, para evaluar el estado de
la plasmalema se basa en la permeabilidad de las membranas dafiadas en base a diferentes

sondas fluorescentes (Chaimanee et al., 2016; Wegener et al., 2014).
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El fluorocromo mas utilizado para tefiir espermatozoides muertos es el yoduro de
propidio (PI), el cual pasa a través de las membranas dafiadas y se une al ADN emitiendo

una fluorescencia roja en el nicleo de los espermatozoides (Silva y Gadella, 2006).

El PI se combina con otro fluorocromo para ver los espermatozoides vivos, como;
SYBR14, el cual traspasa las membranas plasmaticas intactas de los espermatozoides vivos
uniéndose al ADN emitiendo una fluorescencia de color verde en el nucleo del

espermatozoide (Christensen et al., 2004).
1.2.9.2.3.4 Integridad del acrosoma

En el proceso de postura, la abeja reina libera una cantidad minima de espermatozoides
de la espermateca, que ingresan al ovulo a través de la micropyles donde; la reaccion del
acrosoma libera enzimas liticas que optimizan la penetracion de la membrana vitelina para
fertilizar el ovulo. La integridad del acrosoma se analiza por medio de una citometria de
flujo, mediante el uso de una lecitina conjugada al Isotiocianato de Fluorescencia (FITC)

(Prathalingam et al., 2006).

En Apis mellifera generalmente, se utiliza la tincion de lecitina de PSA (Pisum sativum
agglutinin), que es una proteina de origen vegetal, la cual se une especificamente a las
glucoproteinas que se encuentran en la matriz del acrosoma del espermatozoide (Nagy et

al.,, 2003).

Con el fluorocromo PSA, los acrosomas intactos emiten una fluorescencia alta de color
verde y los que emiten fluorescencia mas baja o en parches de color verde son considerados

danados (Alcay et al., 2019).
1.2.9.2.3.5 Actividad mitocondrial

Las mitocondrias son esenciales en la regulacion de la funcion y la vida util de los
espermatozoides, aportandoles energia para llevar a cabo diferentes funciones, obteniendo
ATP a través de las vias de fosforilacién glucolitica y oxidativa (Moscatelli et al., 2017),
proporcionandole sustratos de energia primaria para el movimiento de los espermatozoides

(Dolnik et al., 2019).

Para evaluar la funcionalidad de la mitocondria se utiliza el fluorocromo JC-1, el cual,

ayuda a diferenciar la actividad respiratoria alta y la actividad respiratoria baja de los
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espermatozoides (Martinez-Pastor et al., 2004), penetrando en el interior de las
mitocondrias formando agregados intramitocondriales que me emiten fluorescencia de
color naranja, al contrario, cuando no forma agregados emite una fluorescencia color verde

(Celeghini et al., 2010).
1.2.9.2.3.6 Integridad de la membrana plasmatica de la cola (HOST)

La prueba de permeabilidad HOST es una técnica que se utiliza para evaluar el
enrollamiento de la cola, la cual se encuentra asociada a la acumulacién de agua en las

membranas plasmaticas intactas de los espermatozoides (Alcay et al., 2019).

Esta prueba es esencial, debido a que, el metabolismo espermatico es necesario para
la fecundacion, ayudando en el transporte y reconocimiento de las moléculas, mediante
funciones que permiten la adaptacion metabolica del espermatozoide al medio circulante,

proporcionandole un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito (Guillén et al.,

2009).

El espermatozoide al exponerse a la solucion (HOST) debido a que la célula esta
funcionalmente intacta al penetrar el agua se hincha, lo que provoca una curvatura en el
flagelo de las células con una membrana integra, mientras que los espermatozoides dafados
no presentan cambios en la forma del flagelo. Pero, para que esta respuesta produzca un
efecto, la membrana plasmatica del espermatozoide debe de estar integra y funcionando

correctamente con sus mecanismos para el intercambio de fluidos (Pratap et al., 2000).

1.2.10 Control y calidad de abejas reina

1.2.10.1 Produccion de abejas reina

La produccion estandar de reinas de calidad se lleva a cabo en condiciones
controladas a través del empleo de métodos modernos. El método Doolittle es el método
estandar méas empleado en la cria de reinas (Biichler et al, 2013), el cual tiene, varias
ventajas sobre otros, entre los cuales estan; la planificacion para producir un estandar
promedio de reinas utilizando larvas de la misma edad a través de una aplicacion facil y

practica, teniendo todas las etapas bajo control.
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1.2.10.1.1 Método Doolittle

Consiste en transferir larvas con menos de un dia de nacidas a unas cupulas que
simulan las celdas reales donde se cria la reina, estas pueden ser de cera y van adheridas a
unos listones con jalea real los cuales se encuentran en un bastidor porta ctipulas (Maddoni
et al., 2015). Posteriormente al traslarve se ubica una colonia huérfana (sin reina) provista
de abejas jovenes reforzando las colonias con cuadros de crias operculadas con el propoésito
de mantener una poblacidon con nodrizas abundantes. Para determinar la fecundidad de la

reina es necesario evaluar la oviposicion.
1.2.10.2 Valoracion reproductiva de abejas reina
1.2.10.2.1 Evaluacion de fecundidad (nimero de huevos por dia)

Para evaluar la fertilidad de la abeja reina se necesita un periodo de veinticuatro
horas ya sea una vez, cuando la puesta de huevos estd en su punto maximo o varias veces
durante el periodo productivo. En la época de floracion la reina debe poner mas de 2,000
huevos en un periodo de 24 horas (Delaplane et al., 2013). Sin embargo, Montesinos,
(2018) menciona que la postura diaria de la reina varia en la época de escaza floracion. Por

lo cual, se le asume una escala de tres niveles de postura diaria promedio (cuadro 1).

Cuadro 1. Escala de postura en época de escasa floracion

Escala Postura Huevos
1 Poca 225 -449
2 Regular 450 - 899
3 Abundante >900

Fuente: Pierre y le Conte, (2007)
1.2.10.2.2 Postura, cria abierta, cria operculada y solidez de cria

Se calcula las variables de oviposicion para ver la calidad reproductiva de la reina y
valorar si ha sido fecundada y determinar si es viable. Para calcular los parametros de

oviposicion se emplea un marco de cuadros con una dimension de 5x5 cm.

Para analizar la postura se elige un bastidor de la parte central de la colmena,

teniendo en cuenta que la reina empieza su postura del centro hacia los laterales (Delaplane
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et al., 2013). Posteriormente, mediante los parametros mencionados por Pierre y le Conte,
(2007) se cuenta el nimero de huevos ovipositados por la reina, realizando la estimacion de

postura en una escala de 1-3 agrupando los huevos menores de 3 dias.

Para la estimacion de cria abierta se realiza un conteo de larvas después de tres dias
de haber eclosionado el huevo, realizando una inspeccion previa, con la cual se buscara
utilizar Unicamente las larvas sanas, con un color nacarado. Para la estimacion de cria
operculada se divide el nimero de huevos puestos al inicio entre el nimero de celdas
operculadas. La solidez de cria se expresa por el porcentaje de celdas de obreras vacias en
un parche de cria de un area determinada, tomando en cuenta que el nivel aceptable de

celdas vacias suele ser inferior al 10% (Delaplane et al., 2013).
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1.3 HIPOTESIS

La disponibilidad de los recursos apibotanicos en las diferentes épocas del afo
repercuten en la diversidad genética de los zanganos y su calidad espermatica, la cual a su

vez reduce un 15% la prolificidad de las abejas reinas fecundadas.

19



14 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la época del afio sobre la calidad seminal, diversidad genética

de zanganos (Apis mellifera) y su impacto en la prolificidad de la abeja reina.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la calidad seminal de la espermateca en abejas reinas fecundadas natural e
instrumentalmente en diferentes épocas del afio.

2. Establecer la diversidad genética del semen almacenado en la espermateca de reinas
fecundadas naturalmente en diferentes épocas del afio mediante la identificacion de
multiple paternidad.

3. Comparar la prolificidad de las reinas fecundadas naturalmente e inseminadas
instrumentalmente en diferentes épocas del afio.

4. Determinar el efecto de la diversidad del polen y la composicion del pan de abeja en
diferentes épocas del afio sobre los parametros reproductivos de la abeja reina y el

zangano.
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.5.1 Diagrama del Procedimiento

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
Campo experimental Mococha, Mérida, Yucatan

- 5 colmenas por tratamiento:
- (T|lg~) con alimento

Animales 10 colmenas (reinas fecundadas naturalmente) - (T[T'e~) sin alimento
de estudio 10 kolmenas (reinas fecundadas instrumentalmente) -  (T|lp1) con alimento

- (T[T'rr) sin alimento

{ J
f
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l - Lluvia
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Simple summary: In the Yucatan peninsula, the availability and diversity of
plants as food sources for bees varies throughout the year which impacts the
drones diet during the larval phase, compromising the development of their re-
productive organs. We evaluated the eversion of the copulatory apparatus, ejacu-
lation and sperm quality of drones bred during the flowering shortage period
(November-December) and flowering onset (January-February). It was observed
that during the flowering period, more drones had a full eversion of the copulato-
ry apparatus, with better ejaculation and sperm quality, than those bread during

the period of flowering shortage.

Abstract: Insufficient protein intake during the larval phase of drones affects the
development of reproductive organs and spermatogenesis. In this study, repro-
ductive parameters such as the eversion capacity of the copulatory apparatus,
ejaculation and sperm quality of drones were evaluated during the period of scar-
city and flowering. To stimulate drone breeding during the scarcity flowering pe-
riod, 1 L of sugar syrup was supplied weekly to the hives along with a protein
supplement made of 20% pollen and 80% brewer’s yeast. During this period and
the onset of flowering, 800 drones were collected (200 per month). At the onset
of flowering, 270 drones showed eversion of the copulatory apparatus, of which

162 ejaculated, compared to the lean period where 112 drones showed eversion
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of the copulatory apparatus, and 39 drones ejaculated. Sperm parameters such as
volume, concentration, motility, viability, acrosome integrity and mitochondrial
activity were higher compared to the period of scarcity. In conclusion, we ob-
served a greater number of drones with eversion of the copulatory apparatus and
ejaculation, as well as a better sperm quality with the drones bred during the pe-

riod of onset of flowering.

Keywords: Apis mellifera; drones; copulatory apparatus; sperm parameters; se-

men
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Queen bee (Apis mellifera L.) production using grafting method and non-

grafting system

What is already known on this topic?
The standards for queen rearing have primarily been based on studies conducted

with European bees. These standards establish quality parameters that have been
widely employed in apiculture; however, they do not necessarily reflect the

characteristics of Africanized bees, which predominate in certain regions.

What this study adds on this topic?

This study proves that significant differences exist between European and
Africanized bees regarding the parameters used to classify queen quality. This
underscores the need to optimize and adapt the selection and rearing criteria to local
conditions, potentially improving the efficiency and success of queen production in

regions where Africanized bees are predominant.

ABSTRACT

Currently, most beekeepers replace queens artificially by employing selection and
genetic improvement through methods (grafting) or systems (non-grafting) to
achieve higher yield and productivity in colonies. However, there is a lack of
information regarding the acceptance and oviposition rates of queens reared by both
methods in the tropical region. The study aimed to evaluate the effect of queen bee
rearing methods, non-grafting (Nicot), and grafting (Doolittle) on the reproductive
phenotypic characteristics of Apis mellifera L. A completely randomized design was
used to evaluate six colonies with two rearing methods for queen bee production
with three replicates per method from October to December 2024. Colonies were
supplemented with 1 L of sugar syrup and 50 g of a protein supplement in paste
form. The results showed that the Doolittle method was superior (P<0.001) in larval
acceptance, queen cell size, emerged queens, weight and laying, compared to
the Nicot system. In conclusion, the Doolittle method proved more effective in
queen bee rearing, optimizing parameters such as weight and larval
acceptance. These findings underscore the importance of adapting beekeeping
strategies to environmental conditions, including implementing supplemental

feeding to ensure productivity and quality in queen bee rearing.

Keywords: Apis mellifera, queen bees, queen rearing, Doolittle method, Nicot

system.
https://mc04.manuscriptcentral.com/actavet
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RESUMEN

La capacidad reproductiva de las reinas de Apis mellifera estd determinada por su tasa de
oviposicion y la calidad del semen almacenado en la espermateca, pardmetros influenciados
tanto por el método de fecundacién como por la disponibilidad de recursos florales. En este
estudio se evalud la produccion de reinas, productividad ovipositoria, desarrollo ontogénico
de la cria y la calidad espermatica del semen almacenado en espermatecas de reinas
fecundadas naturalmente e inseminadas instrumentalmente, en dos temporadas contrastantes
(escasez vs floracion). Se utilizd6 un disefio factorial 2x2, con 24 reinas (n=6 por
tratamiento), criadas mediante el método Doolittle a partir de larvas de 2448 h. Se evalud la
aceptacion de larvas, longitud de celda real, porcentaje de emergencia y peso al nacer. El
rendimiento reproductivo se registré durante seis semanas utilizando marcos de acetato de
5x5cm. La calidad espermatica fue evaluada mediante diseccion de espermatecas,
determinando el volumen, la motilidad (microscopia de contraste de fases), la viabilidad, la
integridad del acrosoma y la actividad mitocondrial (microscopia de fluorescencia). Los
resultados mostraron una mayor aceptacion larval y peso de la reina al inicio de la floracion
(P<0.001). En condiciones de escasez floral, las reinas inseminadas mostraron mayor
postura y volumen seminal que las fecundadas naturalmente (P <0.05), sin diferencias en

calidad espermadtica. Por el contrario, durante la floracion, las reinas fecundadas naturalmente
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exhibieron mayor motilidad espermética y rendimiento ovipositorio (P <0.05). Estos
hallazgos demuestran que la fecundacion natural optimiza el rendimiento en épocas
favorables, mientras que la inseminacion instrumental garantiza resiliencia en condiciones

adversas.

Palabras clave: Apis mellifera, fecundacion, espermateca, floracion, oviposicion.
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