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Aparato de inseminación artificial Idetallel.

Características espermáticas
del zángano (Apis Mellifica L.)
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Cátedra de Biok>^?ía, Facultacl cie Veterinari<i de Madrid

INTRODUCCION

La^ ahejas sc>n insectos s^>ci^iles que

han cle,hertad^> el interés del ho^nhrc

desde tiem^os remotos. De ellas se ha
ohtenicl<^ una fuente inagotahle c1e

procluctos, hien conocicia descie la an-
tigiiedacl. I?n un principi^^ se huscaha

la micl y la cera, y y^i nlás adel<inte,
tamhi^n c•I ix>len, la jalea real y I^>s

prop^íle^^s.

La cría cle ahej^is, al i^ual que el res-
to de las especies zootécnicas se en-
frenta a un pr^^hlema de seleccibn cie
razas, i^rohlema genético siempre ac-
tual perc^ má^ clifícil de solucion^ ►r en
este cas<^ ^<^r procedimientos n^itura-
les.

A cliferencia con otras esperies ani-

m^iles en Ias yue es posihle conocer la
rama gene^il^>I;ica cíe amhos pro^;eni-

tores, en el cas^^ cie las ahejas sólo es
posihle ecmtr^^lar, y no de fr^rma senci-

Ila, la proceclencia cíe la reina. Las ca-
racterístiras gen^ticas de los rn^ichos

por el r<^ntrario, son imPosihles cie

controlar clacía Ia forma de fecuncia-

ción y m.íxime cuando son varios zán-
gan^^s l^^s yue intervienen en una r^í-

pula.

La selerción cle la raza, en I<^s cc^l-
menares cn los que se lleva a raho, se

realiza trasladanclo las colmenas con
reinas vírgenes a zonas distintas, 1^^
más lejos posihle de su ubicacibn ha-
hitual, con el fin de evitar los prohle-
mas derivados de la consanguinidaci.

Gracias a las nuevas técnicas de in-
seminación artificial, se consigue evi-
tar estc^s prohlemas, pudiendo elegir
tanto las rein,is como los zánganos.

La utilización cle estas técnicas de
Inseminación Artificial hace que ^id-
yuiera una gran importancia el estudio
previo de las características esperm^íti-
cas de Apis mellifica, a fin de pernlitir-
nos al igual yue sucede en otras espe-
cies anim^iles, el control de una serie
de parámetros que etitán directamente
relacionados con la calidad de semen
y con las raracterísticas de mejoia de
la desrenclencia.

F,n este trahajo se estudian ex^eri-
mental^nente las características esper-
ináticas de Apis mellífica, determin^in-
do su morfología y concentración.

Este estudio se ha Ilevado a caho en
las instalaciones de la Facultad de Ve-
terinaria c1e la Li.C.M. por medio de
cortes histc^lógicos de aparatos genita-
les de z^ínganos y ciel semen recogicío
de ellos.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Organo copulador

El pene del ^uacho cle la aheja melí-
fera está muy atrofiacle^. Tiene sola-
mente dos pares de placas quitinosas
finas, pegadas a la parecí del cuerpo,
yue fc^rman en la parte ventral el ex-
tremo del abdomen, no teniendo nin-
guna relación con la vehiculación clel
esperma.

Dicha vehiculacibn es realizada en-
teramente por el encl^^phallus que se
h^illa en el interior del abdomen. fa
enciophallus es un suco hlando, mem-
hranoso, con vari<^s ahéndices y zonas
velludas. Está inva^inaclo en el ahdo-
nlen como un cied^^ cle ^;uante, siendo
casi igual su lc^ngituci a la de1 ahclc^-
men del zángano. Su extremo est^í am-
pliado y tiene una placa quitinc^sa en
forma cíe coma (hulho). Un largo con-
ducto eyaculador liga el endophallus
con los testículos y l^is glándulas mu-
cos^ts. Dehido a su longituci, los órga-
nos de aco^lamientc^ de los zánganos
tienen la forma de un^^ "S". La parte
inferior de la "S" está fonnada por el
enclophallus, la meclia ^or el conclurto
eyaculador y la superior por los testí-
culos y las glándulas murosas.

La forma del endophallus se puede
ver mejor cuancio está c<ml^letanlente
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en eversibn (Fig. 1), situación que se

puede obtener presionando ligera-

mente el tórax de un zángano maduro.

Su porción nlás ancha es la base (ves-

tíhulo) de donde salen los dos cuer-

nc>s.

EI siguiente segmento del endopha-
llus es el cervix o cuello, yue es delga-
do y doblado ligeramente hacia arriba,
siguiéndole el hulho. Las placas quiti-
nosas, dobladas tamhién hacia el exte-

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

EI endophallus en eversión es trans-
parente y está lleno de aire y h^molin-
fa. F,n su interior se puede ver el con-
ducto eyaculaclor, clelgado y unifornle,
que durante el proccso de eversión sa-
le de la cavidad ahd<^minal con el en-
clophallus, y se ahre al exterior en su
extremo. Esta es, pues, la abertura ex-
terior de los í)rl;anos de acopl^uniento

del zángano, por lo^ yuc sal^^n ^^l es-
tlerma y el mucus.

Testículos y glándulas mucosas

Los [^stíruk^s tienen forma cwal y de
color cr^^m^l, situ^tclos muy ant^^rior-

mente en ^^I .Ihclomen, ^I un<^ y a<^trc^
lado cíel intestin<^. tion un<^s cuer^os
muy hlanclc^s, espc^njosos, c1e 5-6 ntm

de lont;itucl (en el z^ínganc) rrcií^n na-
cido), yue se componen crrca d^° 200

testiolos (tuhc)s espertnátic<>,). I,<^s ^s-
perinatocitos se d^s^irrollan ^^n I^I linf^l

a partir du lati espermat<^^;cmiati. EI

segnlentc> cle paso descle ^•I trstículo,
se denc>mina vaso clet^rentc. t?n su

porción mcclia, cl vaso ^I^fcrcnte s^

amplia, formanck^ la vesírula s^minal.

Más cau^lalm^nte el vaso clcfcrcntr,
el.ístico y de un cc^lor hl,lncc> I^rillante,
sigue un h^ayec'to ^n fc^rma cle "ti" y se
clhre detipués en el scgn)^nto inferior
cle la 1;l.índula mucosa. Las ^I.ínclulas
Inucosas, iryuiercia y cl^rrcha, cst.ín
unidas f<^rmanclo ^n Ia hartc hc^sterior
un cuerpo en t<^rnl^l cl^ °ll", yu^ es la
parte In<lyc^r y m.ís eviclente ^Ie tc^clo el
^iparato genital cl^l zán^;anc^.

La par^d ckl ronclucto clcf^^r^^ntc Y
de la gl.ínciula muc<na c^t.í fcn•macla

por una musculatur^l muy fu^^rt^°, r<m)-
puesta por clos o treti c^lhas. I l,tri^t la

luz, la parecl está c•uhierta cle una rapa
de células chitelial^s ^tltas, rcm funri<ín
secretora. En la vesícul,l seminal cstas

células procluren un líyuicic^ nuh•itivo
y de suspensibn par.t Ios ^shern)ato-
zoides, y en la gl.ínclula mur<>sa, el

n1UCUti.

Fig. 1. Organo copulador del zángano en eversión
al Eversión hasta el cuello
b) Con un tercio de eversión y con eyaculación
c1 Eversión completa

F.I tuho común c1e la ^I^ínclula nlucc)-
sa y de I,I v^sícula seminal, s^• al^rc en
el extr^lnc^ hifurcaclo ^I^^I ^^<mcluctu

eyacul^ldor, lxn• Ic^ yue el eshern):I y rl
mucus Ile^;an al hulhc^ clcl cnclc^llha-
llus. EI extr^tno clel concluctc^ eyarula-

dor est.í <^hturado por una n)cmhrana
yuitinc^sa, tina, yu^ s^ rcnnhc cn el
Inonl^nto dr I^i cyaculari<ín (Ruttn^^r)

(Fig. 2).

Proceso de maduración sea^ual

Lc^s rán^;;ln<>s rcri^n naciclos tc^cLtví;l
no son maclurc^s cl^scle rl )^untc^ clc vis-
ta sexual, aunyue partr d^ Ic^s c^)^er-
matocitos sc han transforn).ICI<^ ya en

esperlnatc^roicles perfectc>s. 1?n ^•ste

moment<^ rcmlienra su mi^;racicín cies-
de los testículos h.cria l:1 vesícula ^emi-

nal (13isho^ 1920). Set;ún hurunnoi

50 MUNUO GANADERO 1991-3



MG

Recogida de semen.

(19^^) y Minclt ( l96?) la tnigraci^>n de
los espertnatozoicles comienza ^t los

clos o tres clías ciespués del nacimien-
to. La formación del mucus tiene lugar
tamhién después clc l^t eclosibn. Así se
explirr cl quc puecla, algunas veces,
provocarse la eversi^m del enclopha-
Ilus en los zán^anos jbvenes, ^ero sin

que ey.rculen.

A1 octavo día cle vicla de los zánga-
nos, la vesícula serninal está Ilena cle
espertnatozoicks y el volutnen cle los
testículos vacios, tie reciuce a un cuarto
de w t.rmaño incial. En la vesículn se-

minal, los espermatozoicles sufrcn un
segundo ^roceso de maclur^rción, se fi-

jan con sus cxtremos ^t I.rs c^lulas
gl^u^dulares de Ia ^arecl clonde perma-
necen algunos clías ( l3ishop, 1920).
Mientras t.rn[o, las c^°lulas ^;Ianclulares
evacú.rn su ronteniclo entre los esper-
m^rtozoides clel intcrior cle la vesícula
semirrrL I)e esta ti>rma la vesícula se-
min^rl h^rsa a ser, en lugar cie un ^aco
v^rcío con una harecl ^;lanclul.u' ^;ruesa,

un ,aco Ileno c1e semen con la p^rred
clclgacla. A mcclicla yue m^rclur.rn, la
moviliclacl inclivielual cle los espenna-
tozoides se increment.r.

lln hroceso similar tiene lu^;^tr al
mismo tiempo en las glándulas muco-

sas. Ayuí la s^rreri<ín cle mucus de I.rs
células ^;laclulares empiez.r poco antes
cle la eclosi<ín, hrimrro en la h.rrte cer-
cana a la -r.ona apical cle la ^;Línclula y
clespuís avanzanclo haci^r su h^rrte hu-

sal. Las célul,rs glanclul.u'es ^ráctica-
mente ,tie clisuelven, cle moclo yue a

partir clcl yuinto clí:r cle vicla, lati ^lírn-
dulas muco,as se Ilcnan completa-

mente de mucus líquiclo. F.n esta f.rse
alcanzan la climensión m.íxima de 5,^

Illnl.

Esto, hrocesos que tienen lug^tr en
el interior de los ^ns;anos cle acopl^t-
miento, se reflejan en el clistinto resul-
t^tcio cle la evet;^i<ín hrovocacla ^rrtifi-
cialmente, en los ránganos jcívenes.
Hasta el yuinto o tiex[o clí.r, clel enclo-

phallus en eversión sólo se obtiene
mucus. Este mucus es muy tluicio y no

homogéneo, con grumos hlancos de

mucus tlotando en un líquido acuoso.

F.ntre el octavo y décimo día cle vida
se puede ohtener un esperma cie color

hlanquecino, por lo general mezclado

más o menos con el rnucus, aún h^rs-

tante fluido. Este esperma se coagula

rápidamente y no sirve para la insemi-

nación. F,1 esperma macluro, cle color
crenia amarillento y sin rnezclar con

mucus, se puede obtener mediante la

eversión artificial sólo de z_áng^rnos cie
12 clías de edad, por lo menos (Rut-

tner).

Composición del semen

EI semen está formaclo por clos
comhonentes, clistintos segíin su pro-

ceclencia:

- Los eshermatozoides proceclen-
tes cle los testículos.

- EI líquido de la vesícula semin.rl
y del hulho del endophallus.

Los eshermatozoicles son de Z^0 µm
de longitud (1/4 mm), y cuando están

vivos tienen movimientos serpentean-

tes, mientras que muertos se enrollan

por lo general varios juntos.

El esperrna se puede diferenci.rr
muy hien del mucus ^or sus colores

am^u-illento y hlanco respectivamente
y por sus estructuras, estando dis^ues-

to el esperma en grupos y el mucus cle

form^r homogénea. Cuanto más eleva-
do sea el contenido de esperm,uozoi-

des, tanto más intenso será el color y

mayor la viscosidad. En el eyacul^rdo
I^r proporción líquido/espermatozoi-

cles varía en volumen desde 1:1, hast.r
1:? se^;ím la temporada (Novak, 1960).

F.1 es^erma del zángano tiene reaccicín
neutra (pH 6'7-7^0) y los cliluyentes re-

clucen la cluración <le la vici^^ de los
espermatozoides (Bishop 19Z0, Iaycox

1960, Taber 1961), su moviliclad se ve
incrementada por las sea-eciones cle lcr

vesícula y del hulho y por l^r secrecicín

ligerarnente alcalina de las ^;lánciulas

de la espermateca, (Flancler:ti 1939) y
ternporalmente por cu^rlquier otro cli-

luyente (Lensky y Sc}iindler 1967). El

tl^U£1 y lA l]erllOllnt2l 1n^1tATl ril[^ICI£l^netl-
te al esperma.

Según Mackensen, Try.rsko y Woy-
ke 1µ1 cle espenna conticne 7,5-9, 4

q^illones de espermatozoidcs. F.l volu-
men del esperma de un zángano e^

Recogida de semen.

por t^rmino medio cle 1,7µ1, perc^ por

lo general en la jeringa cle insemin^r-

rión se introduce solamente uno o co-
mo nláximo 1,Sµl (Woyke 1960).

Woyke (1960) dedujo que para que
I.r espermateca de la reina estuviera

completarnente Ilena el núrnero cie es-

penn.rtozoides dehía ser de 5,28 millo-

nes, y clescuhrib yue una insemina-
ci<ín artitici^rl con h^rsta 6 µl de esper-

ma ase^;ura aproximaclamente hasta

i,? millones cie espermatozoides, lo

yue r^sult^r insuficiente. L?na insemina-
ci^^n con t3-10 µl de etiperrna o cios

insemin:rciones con -+ µl pora cad^r
una, dieron los mismos resultados, ya

que proporcionaron de ^,37 a^,42 mi-

Ilones cle e^perma[ozoide^ en la es^er-

nl^l[ectl .

Mackensen señala cantidades infe-
riores de espermatozoides que lleg.rn

a la es^ermateca. Constat6 que el ^ro-

meclio para l^rs inseminaciones hechas
una sola vez con 8 a 10 µl de esperma

es de 3,16 a ^,32 respectivamente. P^r-

ra 3 innrminaciones con 6 µl cle es-

perma, cletennincí cu^ número de -+.?6

ntillones cle es^ermatozoides. Tant-
hién, ? insemin^rciones con 2 y 3 µ l

cacla un.r, fuéron un poco rnás eficaceti
que las sencill,rs con i3 y 10 µl.

MATERIAL Y METODOS

P^u-a la realizacion cl^ este trahajo
henws utilizado el m.rterial yue a con-
tinuacicín cktallamos:

- l'n aharatc^ de inseminación arti-
t^icial cic rcinas.

- Lu^a estereoscbpica.

- Microscopio hinocular.

- Cám^u•as cle I3^irker.

- Yipet.rs de recuento de hematíes.

- Materictl diverso de lahoratorio.

Par.r establecer las característic.rs
morfolbgicas cle los espermatozoides
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TABLA I

de Apis mellifera, se procedió a la ob-
servación microscópica de extensio-
nes del esperma ohtenido por eyacu-
lación manual y de cortes histológicos.

EI semen recogido para el estudio
morfológico, se ohtuvo utilizando un
aparato de inseminación artificial (Fo-
tos 1 y 2). Los zán^anos se capturaron
en el colmenar y seguidamente se Ile-
v^tron al lahoratorio, cíonde con una
lupa hinocular, y con la microjerin^a
del aparato de inseminación, antes ci-
taclo, sc procedió a la extracción clel
semen.

El primer paso para la extracción es
seleccionar los zánganos maduros se-
xualntente y provocarles la eversión
cíel pene y la eyaculación. Para ello se
sujeta la caheza y el torax del zángano
entre el pulgar y el índice de la m^no
izyuierda, manteniéncíole con la parte
ventral hacia arriha. Si el grado de ma-
durez es elevado, ellos solos eyaculan
mediante una presión suave y reitera-
cía, realizada con el pulgar y el índice
de la mano derecha sobre la parte dor-
sal del ahdomen. Esta operación pro-
voca por lo general la contracción cíe
los músculos ahdominales y una ever-
sión parcial o, algunas veces, más o
menos total cíel pene y la eyaculación.
Si el pene está en eversión sólo par-
cialmentc y el esperma no aparece, se
contprime el ahdomen progresiva-
mc nte, desde la parte dorso-anterior
haci^t la parte ventro-posterior, para
provocar la eversión forzada del pene,
hasta que el espcrma aparece. Sin la
contracción ahdominal la eversión ra-
ras veces se ohtiene. La eversión total
se consiguc por compresión, obte-
niéndose una gran cantidad de esper-
ma. Algunas vcces los z^ínganos eya-

Fig. 2. Aparato reproductor del zángano.

GUADALAJARA MADRID TOTAL

Datos . _____ __ __ 60 40 100
Media . _ 1.963.315,79 3.691.666,67 2.518.857,14
Desv. Típica ._ ±837.122,13 ±639.202,17 ±1.122.990,67
Error Media _ ±137.622,03 ±144.029,29 ±151.424,03
Error Desv. Típica ±96.662,53 ±108.044,88 ±106.589,55
Varianza ___. . 700.773 x 106 408.579 x 106 126.111 x 10'
Mediana _ 1.960.000 3.830.000 2.400.000
Límite Máximo 4.460.000 5.000.000 5.000.000
Límite Mínimo _ 530.000 ?_ 730.000 530.000
Lx(ension 3_930 000 ? ^?7^ 000 ^l ^17(^ OO(1

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

Producida la eyaculación del zánga-
no, se Ileva cerca de la punta de la
jeringa de inseminación, hajo la lupa,
sujetándolo con la mano izquierda. A
l^t jering^t, previamente se le añade
una pequeña porción de solución sali-
na (nunca en contacto con el semen
sino dejando una hurbuja de aire entre
el esperma y la sohición) con el fin de
evitar la desecación del mismo. Si lo
único yue pretendemos es ohtener el
semen para estudiarlo y no para reali-
zar una inseminación artificial tamhién
podría sustituirse esta solución salina
por agua. La superficie del espcrma sc
pone en contacto con la punta de la
jeringa hajo un ángulo aproximado de
45.", aspirando el esperma lentamente
y teniendo cuidado para no mercl^trlo
con el mucus (Fotos 3 y 4).

Para la ohtención de muestras histo-
lógicas, se corta transvet;5almente un
tcrgito ahdominal con unas tijeras fi-
nas. Después se cortan los dos lados
hast^t la extremidad posterior clel ^th-
clomen, se sacan las vesíctilas semina-

les cuicladosamente, y se corta con
precaución ^tllí donde se encuentran

las ^lándulas mucosas. Se colocan en-
cima de un cledo y se pinzan cerca de
la extremidad prcíxima al testículo.

llna ver ohtenida la muestra se in-
troduce en un fijador para su inclusión
en parafina. Posteriormente se realizan
cortes histológicos siguiendo la ticni-
ca de Ham, cuyos pasos funclantcnta-
les esyuematiramos a continuación:

1) t'ijación c1e la muesn-a en forntol
clurantc n-es clías.

2) L^tvado con ^tlcohol de 90".

3) I)eshidratación durante 24 horas
por pases sucesivos en alcoholes de
diferentes graduaciones ascenden[es,
finalizando con alcohol ahsoluto.

4) Introducción en xilol y par^tfina
dur^ultc vari^ts horas una vez cxtraida
la muestra clel alcohol <thsoluto.

S) Finalmente sc dcja en reposo du-
rante 24 horas, en pctrafina fundid,t.

Tertninado el proceso y mediante
un microtomo de parafina se rcalizan
los cortes convenientes y se procede a
la tinción de los mismos con hentoto-

silina-cosina en solución acuosct. tie-
^;uiclamente se montan en medio solu-
hle cn xilol, se coloc^tn cuhrcohjctos y
se comprintcn fuertcntente, proce-
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Esopermatozoides de Apis mellifera, sin te-
ñir.

cíiéndose a su observación con el mi-
rroscopio bptico.

Para el estudio de la concentrarión
espermática, los z<ínganos se recogie-
ron del colmenar de la Facultad de Ve-
terinaria y dcl de la Excelentísima Di-
putacicín Provincial de Guadalajara.
Las dosis seminales se ohtuvieron a
partir de la reco^ida de un nílmero va-
riahle cíe z.ínl;anos, ya que éstos difie-
ren muchísimo entre ellos en cuanto a
la facilid^td de eyaculación y a la canti-
ciad de esperma que se recoge de
ellos. Algunos no tienen esperma, en
otros la eversibn del pene y la eyacula-
ción no se produce normaltnente
cuando se les estimula artificilamente;
en otros I^t eversión es tan violenta
que el espcrma se proyecta y se pierde
o tamhién huede estallar el pene.

F.I semen recogido para el recuento
de los espermatoz.oides se obtuvo por
el procedimiento descrito anterior-
mente para el estudio morfológico.

Una vc^r ohtenida una cantidad sufi-
riente dc semen, se coloca sobre un
portaohjetos, y mediante una pipeta
de • recuento de hematies se prepara
ron eosina una dilución 1:4.000, nece-
saria para el correcto contaje.

F.I reruento, en la dilución indicada
1:4,000, se realiz6 con una cámara de
I3iirker en la retícula mayor, dada la

cxtraordinaria longitud de los flagelos.
Se ohtuvieron por este tnétodo 100 va-

lores de t•ecuentos, utilizándose la fcír-
tnula:C=l)xVxM.

Como últinlo paso de la experien-
cia, se efectúo, con los valores obteni-

dos, el es[udio estadís[ico de los mis-
mOS.

RESULTADOS

Morfología

l^c^ las ohsetvariones realizaclas se
hucclc: dc^ducir yue los espennatoroi-

des de Apis mellifica, están morfológi-
camente contituidos por una cabeza
pequeña y nluy alargada, semejante a
los espermatozoides de algunos gas-
trbpodos, seguida cíe un largo flagelo
indiferenciado de 250 µ de longitud
no pudiendo distinguirse en éste con
microscopio óptico, el tracto interme-
dio y la cola (Fotos 5 y 6).

Características seminales

El semen posee dos fracciones cíis-
tintas:

- Los espermatozoides, proceden-
tes de los testículos.

- EI líquido de la vesícula seminal
y del bulbo del endophallus.

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

La distribución del esperma y del
mucus, así cotno la cantidad de esper-
tna son variables. A medida que tiene
lugar la eversión del pene aparece
también el espernla, de color crema,
seguido del mucus blanco. Esta varia-
ción del color nos pertnite diferenciar
estas dos partes. Cuanto más elevado
sea el contenido de espermatozoides,
más intenso será el rolor y la viscosi-
cíací.

Recuento de espermatozoides

A partir cie los datos ohtenidos de
los recuentos efectuados, se ha reali-
zado el estudio estadístico correspon-
dicnte, ruyo resultado se expresa en la
Tabla I.

CONCLUSIONES

1. El semen de Apis mellifica tíene
una fracrión espermática y otra muco-
sa.

2. EI volumen de semen eyaculado,
así como la concentraribn espermáti-

ca, varía con el grado de madurez del
zángano y con el propio individuo.

3. Los espermatozoides de Apis me-
llifica poseen una caheza pequeña y

alargada, senlejante a los espermato-
zoides de algunos molusros, seguida

de un larguísimo tlagelo indiferencia-

d0.

4. La concentrarión espermática
media del cyarulado de A^is mellifica
es de 2518.857 esperm./mmj.

Espermatozoide de Apis mellifera teñido
con eosina.
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