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INTRODUCCION

Las abejas son insectos sociales que
han despertado el interés del hombre
desde tiempos remotos. De ellas se ha
obtenido una fuente inagotable de
productos, bien conocida desde la an-
tigiiedad. En un principio se buscaba
Ja miel y la cera, y ya mas adelante,
tambi¢n el polen, la jalea real y los
propoleos.

La cria de abejas, al igual que el res-
to de las especies zootécnicas se en-
frenta a un problema de seleccion de
razas, problema genético siempre ac-
tal pero més dificil de solucionar en
este caso por procedimientos natura-
les.

A diferencia con otras especies ani-
males en las que es posible conocer la
rama genealdgica de ambos progeni-
tores, en el caso de las abejas s6lo es
posible controlar, y no de forma senci-
lla, la procedencia de la reina. Las ca-
racteristicas genéticas de los machos
por el contrario, son imposibles de
controlar dada Ja forma de fecunda-
cibn y maxime cuanco son varios zan-
ganos los que intervienen en una co-
pula.

La seleccion de la raza, en los col-
menares en los que se lleva a cabo, se
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realiza trasladando las colmenas con
reinas virgenes a zonas distintas, lo
mis lejos posible de su ubicaciéon ha-
bitual, con el fin de evitar los proble-
mas derivados de la consanguinidacl.

Gracias a las nuevas técnicas de in-
seminacién artificial, se consigue evi-
tar estos problemas, pudiendo elegir
tanto las reinas como los zanganos.

La utilizacién de estas técnicas de
Inseminacion Artificial hace que ad-
quiera una gran importancia el estudio
previo de las caracteristicas espermati-
cas de Apis mellifica, a fin de permitir-
nos al igual que sucede en otras espe-
cies animales, el control de una serie
de parametros que estan directamente
relacionados con la calidad de semen
y con las caracteristicas de mejora de
la descendencia.

En este trabajo se estudian experi-
mentalmente las caracteristicas esper-
maticas de Apis mellifica, determinan-
do su morfologia y concentracion.

Este estudio se ha llevado a cabo en
las instalaciones de la Facultad de Ve-
terinaria de la U.C.M. por medio de
cortes histologicos de aparatos genita-
les de zdnganos y del semen recogido
de ellos.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Organo copulador

El pene del macho de la abeja meli-
fera estd muy atrofiado. Tiene sola-
mente dos pares de placas quitinosas
finas, pegadas a la pared del cuerpo,
que forman en la parte ventral el ex-
tremo del abdomen, no teniendo nin-
guna relacion con la vehiculaciéon del
esperma.

Dicha vehiculacion es realizada en-
teramente por el endophallus que se
halla en el interior del abdomen. El
endophallus es un saco blando, mem-
branoso, con varios apéndices y zonas
velludas. Estd invaginado en el abdo-
men como un dedo de guante, siendo
casi igual su longitud a la del abdo-
men del zingano. Su extremo estd am-
pliado y tiene una placa quitinosa en
forma de coma (bulbo). Un largo con-
ducto eyaculador liga el endophallus
con los testiculos y las glandulas mu-
cosas. Debido a su longitud, los 6rga-
nos ce acoplamiento de los zanganos
tienen la forma de una “S". La parte
inferior de la “S” estd formada por el
endophallus, la media por el conducto
eyaculador y la superior por los testi-
culos y las glandulas mucosas.

La forma del endophallus se puede
ver mejor cuando estd completamente

49



MG

en eversion (Fig. 1), situacion que se
puede obtener presionando ligera-
mente el toérax de un zingano maduro.
Su porciébn mas ancha es la base (ves-
tibulo) de donde salen los dos cuer-
nos.

El siguiente segmento del endopha-
llus es el cervix o cuello, que es delga-
do y doblado ligeramente hacia arriba,
siguiéndole el bulbo. Las placas quiti-
nosas, dobladas también hacia el exte-

rior, se hallan en su parte superior con
los picos orientados anteriormente.

El endophallus en eversion es trans-
parente y estd lleno de aire y hemolin-
fa. En su interior se puede ver el con-
ducto eyaculador, delgado y uniforme,
que durante el proceso de eversion sa-
le de la cavidad abdominal con el en-
dophallus, y se abre al exterior en su
extremo. Esta es, pues, la abertura ex-
terior de los organos de acoplamiento

a)

Canal eyaculador

b)

Restos del pene
Canal eyaculador

Vestibulo

Restos del pene

Cuernos

Placas quitinosas,
del bulbo

Bulbo

Placas
quitinosas

Cuernos

Apéndice elastico
Esperma

Cuello

Cuello

Esperma

Mucus

Bulbo

Cusllo

Mucus

Canal Eyaculador

Fig. 1. Organo copulador del zangano en eversion

a) Eversion hasta el cuello

b) Con un tercio de eversion y con eyaculacion

¢) Eversion completa
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del zangano, por los que salen el es-
perma y el mucus.

Testiculos y glandulas mucosas

Los testiculos tienen forma oval y de
color crema, situados muy anterior-
mente en el abdomen, a uno y a otro
lado del intestino. Son unos cuerpos
muy blandos, esponjosos, de 5-6 mm
de longitud (en el zangano recién na-
cido), que se componen cerca de 200
testiolos (tubos espermaticos). Los es-
permatocitos se desarrollan en la linfa
a partir de las espermatogonias. El
segmento de paso desde el testiculo,
se denomina vaso deferente. En su
porcion media, ¢l vaso deferente se
amplia, formando la vesicula seminal.

Mis caudalmente el vaso deferente,
elastico y de un color blanco brillante,
sigue un trayecto en forma de “S™ y se
abre después en el segmento inferior
de la glindula mucosa. Las glindulas
mucosas, izquierda y derecha, estin
unidas formando en la parte posterior
un cuerpo en forma de “U”, que es la
parte mayor y mds evidente de todo el
aparato genital del zangano.

La pared del conducto deferente y
de la glindula mucosa esti formada
por una musculatura muy fuerte, com-
puesta por dos o tres capas. Hacia la
luz, la pared esta cubierta de una capa
de células epiteliales altas, con funcion
secretora. En la vesicula seminal estas
células producen un liquido nutritivo
y de suspension para los espermato-
zoides, y en la glindula mucosa, ¢l
mucus.

El tubo comn de la glindula muco-
sa y de la vesicula seminal, se abre en
el extremo bifurcado del conducto
eyaculador, por lo que ¢l esperma y el
mucus llegan al bulbo del endopha-
llus. El extremo del conducto eyuacula-
dor estd obturado por una membrana
quitinosa, fina, que se rompe en el
momento de la eyaculacion (Ruttner)

(Fig. 2).

Proceso de maduracion sexual

Los zinganos recién nacidos todavia
no son maduros desde ¢l punto de vis-
ta sexual, aunque parte de los esper-
matocitos se han transformado ya en
espermatozoides perfectos. En  este
momento comienza su migracion des-
de los testiculos hacia la vesicula semi-
nal (Bishop 1920). Segin Kurennoi
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(1953) y Mindt (1962) la migracion de
los espermatozoides comienza a 1os
dos o tres dias después del nacimien-
to. La formacion del mucus tiene lugar
también después de la eclosion. Asi se
explica el que pueda, algunas veces,
provocarse la eversion del endopha-
llus en los zanganos jovenes, pero sin
que eyaculen.

Al octavo dia de vida de los zinga-
nos, la vesicula seminal estd llena de
espermatozoides y el volumen de los
testiculos vacios, se reduce a un cuarto
de su tamano incial. En la vesicula se-
minal, los espermatozoides sufren un
segundo proceso de maduracion, se fi-
jan con sus extremos a las células
glandulares de la pared donde perma-
necen algunos dias (Bishop, 1920).
Mientras tanto, las ¢Clulas glandulares
evactan su contenido entre los esper-
matozoides del interior de la vesicula
seminal. De esta forma la vesicula se-
minal pasa a ser, en lugar de un saco
vacio con una pared glandular gruesa,
un saco lleno de semen con la pared
delgada. A medida que maduran, la
movilidad individual de los esperma-
tozoides se incrementa.

Un proceso similar tiene lugar al
mismo tiempo en las glandulas muco-
sas. Aqul la sccrecion de mucus de las
células gladulares empieza poco antes
de la eclosion, primero en la parte cer-
cana a la zona apical de la glindula y
después avanzando hacia su parte ba-
sal. Las cclulas glandulares prictica-
mente se disuelven, de modo que a
partir del quinto dia de vida, las glan-
dulas mucosas se llenan completa-
mente de mucus liquido. En esta fase
alcanzan la dimension maxima de 5.5
mm.

Estos procesos que tiecnen lugar en
el interior de los organos de acopla-
miento, se retlejun en el distinto resul-
tado de la eversion provocada artifi-
cialmente, en los zinganos jovenes.
Hasta el quinto o sexto dia, del endo-
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phallus en eversion solo se obtiene
mucus. Este mucus es muy fluido y no
homogéneo, con grumos blancos de
mucus flotando en un liquido acuoso.
Entre el octavo y décimo dia de vida
se puede obtener un esperma de color
blanquecino, por lo general mezclado
mas 0 menos con el mucus, ain bas-
tante fluido. Este esperma se coagula
rapidamente y no sirve para la insemi-
nacion. El esperma maduro, de color
crema amarillento y sin mezclar con
mucus, se puede obtener mediante la
eversion artificial solo de zdnganos de
12 dias de edad, por lo menos (Rut-
ter).

Composicion del semen

El semen estd formado por dos
componentes, distintos segin su pro-
cedencia:

— Los espermatozoides proceden-
tes de los testiculos.

— El liquido de Ja vesicula seminal
y del bulbo del endophallus.

Los espermatozoides son de 250 um
de longitud (174 mm), y cuando estin
VIivOs tienen movimientos serpentean-
tes, mientras que muertos se enrollan
por lo general varios juntos.

El esperma se puede diferenciar
muy bien del mucus por sus colores
amarillento y blanco respectivamente
y por sus estructuras, estando dispues-
to el esperma en grupos y el mucus de
forma homogénea. Cuanto mds eleva-
do sea el contenido de espermatozoi-
des, tanto mds intenso serd el color y
mayor la viscosidad. En el eyaculado
la proporcion  liquido/espermatozoi-
des varia en volumen desde 1:1, hasta
1:2 segln la temporada (Novak, 1960).
El esperma del zingano tiene reaccion
neutra (pH 6'7-7'0) y los diluyentes re-
ducen la duraciéon de la vida de los
espermatozoides (Bishop 1920, Jaycox
1960, Taber 1961), su movilidad se ve
incrementada por las secreciones de la
vesicula y del bulbo y por la secrecion
ligeramente alcalina de las glandulas
de la espermateca, (Flanders 1939) y
temporalmente por cualquier otro di-
luyente (Lensky y Schindler 1967). El
agua y la hemolinfa matan ripidamen-
te al esperma.

Segin Mackensen, Tryasko y Woy-

ke 1ul de esperma contiene 7,5-9, 4

| millones de espermatozoides. EI volu-
I men del esperma de un ziangano e¢s

Recogida de semen.

por término medio de 1,7ul, pero por
lo general en la jeringa de insemina-
cion se introduce solamente uno o co-
mo miximo 1,5u1 (Woyke 1960).

Woyke (1960) dedujo que para que
la espermateca de la reina estuviera
completamente llena el nimero de es-
permatozoides debia ser de 5,28 millo-
nes, y descubrié que una insemina-
cién artificial con hasta 6 u1 de esper-
ma asegura aproximadamente hasta
4,2 millones de espermatozoides, lo
que resulta insuficiente. Una insemina-
cion con 8-10 ul de esperma o dos
inseminaciones con 4 ul pora cada
una, dieron los mismos resultados, ya
que proporcionaron de 5,37 a 5,42 mi-
llones de espermatozoicdes en la esper-
mateca.

Mackensen senala canticades infe-
riores de espermatozoides que llegan
a la espermateca. Constatd que el pro-
medio para las inseminaciones hechas
una sola vez con 8 a 10 ul de esperma
es de 3,16 a 3,32 respectivamente. Pa-
ra 2 inseminaciones con 6 ul de es-
perma, determind un namero de 4,26
millones de  espermatozoides. Tam-
bién, 2 inseminaciones con 2y 3 wl
cada una, fueron un poco mas eficaces
que las sencillas con 8 y 10 w1.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizaciéon de este trabajo
hemos utilizado el material que a con-
tinuacion detallamos:

— Un aparato de inseminaciéon arti-
ficial de reinas.

Lupa estereoscopica.

— Microscopio binocular.

— Camaras de Burker.

Pipetas de recuento de hematies.
— Material diverso de laboratorio.

Para establecer las caracteristicas
morfologicas de los espermatozoides
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de Apis mellifera, se procedié a la ob-
servacidn microscopica de extensio-
nes del esperma obtenido por eyacu-
lacién manual y de cortes histologicos.

El semen recogido para el estudio
morfoldgico, se obtuvo utilizando un
aparato de inseminacion artificial (Fo-
tos 1y 2). Los zinganos se capturaron
en el colmenar y seguidamente se lle-
varon al laboratorio, donde con una
lupa binocular, y con la microjeringa
del aparato de inseminacion, antes ci-
tado, se procedid a la extraccidon del
semen.

El primer paso para la extraccion es
seleccionar los zidnganos maduros se-
xualmente y provocarles la eversion
del pene y la eyaculacién. Para ello se
sujeta Ja cabeza y el torax del zangano
entre el pulgar y el indice de la mano
izquierda, manteniéndole con la parte
ventral hacia arriba. Si el grado de ma-
durez es elevado, ellos solos eyaculan
mediante una presion suave y reitera-
da, realizada con el pulgar y el indice
de la mano derecha sobre la parte dor-
sal del abdomen. Esta operacién pro-
voca por lo general la contraccion de
los musculos abdominales y una ever-
sién parcial o, algunas veces, mas o
menos total del pene y la eyaculacion.
Si el pene estd en eversion sb6lo par-
cialmente y el esperma no aparece, se
comprime el abdomen progresiva-
mente, desde la parte dorso-anterior
hacia la parte ventro-posterior, para
provocar la eversion forzada del pene,
hasta que el esperma aparece. Sin la
contraccion abdominal la eversion ra-
ras veces se obtiene. La eversion total
se consigue por compresion, obte-
niéndose una gran cantidad de esper-
ma. Algunas veces los zinganos eya-

TABLA |
GUADALAJARA MADRID TOTAL

Datos 60 40 100
Media 1.963.315,79 3.691.666,67 2518.857,14
Desv. Tipica +837.122,13 +639.202,17 +1.122.990,67
Error Media _ +137.622,03 +144,029,29 +151.424,03
Error Desv. Tipica +96.662,53 +108.044,88 +106.589,55
Varianza 700.773 x 108 408.579 x 108 126.111 x 107
Mediana 1.960.000 3.830.000 2.400,000
Limite Maximo 4.460.000 5.000.000 5.000.000
Limite Minimo 530.000 2.730.000 530.000
Extension 3.930.000 2.270.000 4.470.000

culan mejor si hacen primero ejerci-
cios de vuelo o si se les permite volar
hacia una ventana.

Producida la eyaculacion del zanga-
no, se lleva cerca de la punta de Ja
jeringa de inseminacién, bajo la lupa,
sujetdndolo con la mano izquierda. A
la jeringa, previamente se le anade
una pequena porcion de solucion sali-
na (nunca en contacto con el semen
sino dejando una burbuja de aire entre
el esperma y la solucion) con el fin de
evitar la desecacion del mismo. Si lo
tnico que pretendemos es obtener el
semen para estudiarlo y no para reali-
zar una inseminacion artificial también
podria sustituirse esta solucién salina
por agua. La superficie del esperma se
pone en contacto con la punta de la
jeringa bajo un angulo aproximado de
45.9, aspirando el esperma lentamente
y teniendo cuidado para no mezclarlo
con el mucus (Fotos 3 y 4).

Para la obtenciéon de muestras histo-
[6gicas, se corta transversalmente un
tergito abdominal con unas tijeras fi-
nas. Después se cortan los dos lados
hasta la extremidad posterior del ab-
domen, se sacan las vesiculas semina-
les cuidadosamente, y se corta con
precaucion alli donde se encuentran

las glandulas mucosas. Se colocan en-
cima de un dedo y se pinzan cerca de
la extremidad proxima al testiculo.

Una vez obtenida la muestra se in-
troduce en un fijador para su inclusién
en parafina. Posteriormente se realizan
cortes histoldgicos siguiendo la téeni-
ca de Ham, cuyos pasos fundamenta-
les esquematizamos a continuacion:

1) Fijacion de la muestra en formol
durante tres dias.

2) Lavado con alcohol de 90°.

3) Deshidratacion durante 24 horas
por pases sucesivos en alcoholes de
diferentes graduaciones ascendentes,
finalizando con alcohol absoluto.

4) Introduccion en xilol y parafina
durante varias horas una vez extraida
la muestra del alcohol absoluto.

5) Finalmente se deja en reposo du-
rante 24 horas, en parafina fundida.

Terminado ¢l proceso y mediante
un microtomo de parafina se realizan
los cortes convenientes y se procede a
la tincidon de los mismos con hemoto-
silina-eosina en solucidn acuosa. Se-
guidamente se montan en medio solu-
ble en xilol, s¢ colocan cubreobhjetos y
se comprimen  fuertemente, proce-

Pene

Testiculo

Glandulas mucosas

Enganche

Semen y mucus

Bulbo

Fig. 2. Aparato reproductor del zangano.
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Esopermatozoides de Apis mellifera, sin te-
fAir.

diéndose a su observacion con el mi-
Croscopio Optico.

Para el estudio de la concentraciéon
espermitica, los zanganos se recogie-
ron del colmenar de la Facultad de Ve-
terinaria y del de la Excelentisima Di-
putacion Provincial de Guadalajara.
Las dosis seminales se obtuvieron a
partir de la recogida de un nimero va-
riable de zanganos, ya que éstos difie-
ren muchisimo entre ellos en cuanto a
la facilidad de eyaculacién y a la canti-
dad de esperma que se recoge de
ellos. Algunos no tienen esperma, en
otros la eversion del pene y la eyacula-
cion no se produce normalmente
cuando se les estimula artificilamente;
en otros la eversion es tan violenta
que el esperma sc proyecta y se pierde
o también puede estallar el pene.

El semen recogido para el recuento
de los espermatozoides se obtuvo por
el procedimiento descrito anterior-
mente para el estudio morfologico.

Una vez obtenida una cantidad sufi-
ciente de semen, se coloca sobre un
portaobjetos, y mediante una pipeta
de recuento de hematies se prepara
con eosina una dilucién 1:4.000, nece-
saria para el correcto contaje.

El recuento, en la dilucion indicada
1:4,000, se realizd con una camara de
Birker en la reticula mayor, dada la
extraordinaria longitud de los flagelos.
Se obtuvieron por este método 100 va-
lores de recuentos, utilizindose la for-
mula: C=D x V x M.

Como Gltimo paso de la experien-
cia, se efectdo, con los valores obteni-
dos, el estudio estadistico de los mis-
mos.

RESULTADOS
Morfologia

De las observaciones realizadas se
puede deducir que los espermatozoi-
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des de Apis mellifica, estan morfologi-
camente contituidos por una cabeza
pequena y muy alargada, semejante a
los espermatozoides de algunos gas-
tropodos, seguida de un largo flagelo
indiferenciado de 250 w de longitud
no pudiendo distinguirse en éste con
microscopio Optico, el tracto interme-
dio y la cola (Fotos 5 y 6).

Caracteristicas seminales

El semen posee dos fracciones dis-
tintas:

— Los espermatozoides, proceden-
tes de los testiculos.

— El liquido de la vesicula seminal
y del bulbo del endophallus.

Los espermatozoides tienen movi-
miento ondulatorio, y muertos se en-
rollan por lo general varios juntos.

La distribucion del esperma y del
mucus, asi como la cantidad de esper-
ma son variables. A medida que tiene
lugar Ja eversion del pene aparece
también el esperma, de color crema,
seguido del mucus blanco. Esta varia-
cion del color nos permite diferenciar
estas dos partes. Cuanto mas elevado
sea el contenido de espermatozoides,
mas intenso serd el color y la viscosi-
dad.

Recuento de espermatozoides

A partir de los datos obtenidos de
los recuentos efectuados, se ha reali-
zado el estudio estadistico correspon-
diente, cuyo resultado se expresa en la
Tabla I.

CONCLUSIONES

1. El semen de Apis mellifica tiene
una fraccién espermitica y otra muco-
sa.

2. El volumen de semen eyaculado,
ast como la concentracidén espermati-
ca, varia con el grado de madurez del
zangano y con el propio individuo.

3. Los espermatozoides de Apis me-
llifica poseen una cabeza pequena y
alargada, semejante a los espermato-
zoides de algunos moluscos, seguida
de un larguisimo flagelo indiferencia-
do.

4. La concentracion  espermitica
media del eyaculado de Apis mellifica
es de 2.518.857 esperm./mm?.

Espermatozoide de Apis mellifera tenido
con eosina.
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