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RESUMEN

La presente investigacion se realizd en la FES Cuautitlin Campo 4 con 12 colmenas tipo
jumbo del proyecto PAPIME PE 203605 “Mejoramiento Integral de la Ensefianza
Apicola”, de las cuales se obtuvieron 200 zanganos con la finalidad de obtener células

espermaticas de Apis mellifera con el objetivo de determinar la morfologia celular y

obtener la morfometria de los espermatozoides, evaluando las siguientes caracteristicas:
longitud del espermatozoide completo, largo del flagelo, longitud de la cabeza, longitud del
acrosoma, largo y ancho del nucleo. Se efectuaron dos muestreos evaluando 100 machos
en cada uno. En el primero de ellos se utiliz6 un microscopio Optico con objetivo 100x
midiendo las estructuras con una escala graduada; en el segundo muestreo se utilizdé un
microscopio de fluorescencia equipado con el programa: “Q Capture Pro” con el cual se
obtuvieron las mediciones de cada una de las estructuras espermaticas. Se efectuaron frotis
del material seminal fijados con metanol al 50%, procediéndose al lavado y después al
proceso de tefiido; previamente, se ensayaron diversas tinciones determinando que la
tincion Dipquick fue la mejor para observar las estructuras espermaticas. Se determind una
longitud espermatica promedio de 240.95 + 13.37 um, la longitud del flagelo fue de 233.32
+ 13.31 um, la longitud de cabeza midi6 7.63 + 0.80 um, longitud del acrosoma 3.01 £ 0.77
um, la longitud del nucleo 4.62 + 0.30 um, el ancho del nacleo 0.69 + 0.10 pum.



1. INTRODUCCION

Los zénganos tienen la exclusiva mision de producir semen y fecundar a la reina; en la
colmena es criado y tolerado s6lo durante la época de cria de reinas. Los zanganos
permanecen en la colmena hasta el octavo dia de vida, sélo entonces inician su vuelo de
orientacion (Wolfgang, 2001). Hacia los dias 9-12 alcanzan su madurez sexual (figura 1),
ello dependera de las condiciones climaticas, asi estaran aptos para poder volar hasta los
puntos de concentracion situados hasta 16 kilémetros de distancia, donde la reina es
fecundada en vuelo (Ward, 1992; Schley, 2001; Mendizabal, 2005; Pierre, 2007), muriendo
el macho en el momento de la copula al desprenderse sus estructuras seminales, sin
embargo se ha determinado que el promedio de vida de los zanganos es de 50 dias (Pierre,
2007; Ward, 1992).

Figura 1. Zangano mayor de 12 dias de edad

Fuente: Wolfgang, 2001

Los zanganos tienen la cantidad méxima de células espermaticas hasta los 8 dias de edad,
pero su esperma en cualquier edad es funcional. La eversion del endophallus vy la
eyaculacion es mejor cuando son mayores de 12 dias.

Los zanganos recién nacidos no son maduros desde el punto de vista sexual. Aunque una
parte de los espermatocitos se transformaron ya en espermatozoides perfectos, su migracion

desde los testiculos hacia la vesicula seminal acaba de comenzar.



La migracion de los espermatozoides comienza a los 2 0 3 dias después de la eclosion. La
formacion del mucus tiene lugar también después de la eclosion, es por esto que puede
provocarse la eversion del endophallus en los zdnganos jovenes, pero sin que estos
eyaculen (Ruttner, 1973).

Entre el 8° y 10° dia de vida se puede obtener semen de color blanquecino, por lo general
mezclado con el mucus adn bastante fluido. Este esperma se coagula enseguida y no sirve
para la inseminacion. El semen maduro de color crema no mezclado con mucus se puede
obtener mediante la eversion artificial, s6lo de zanganos de 12 dias de edad o mayores
(Ruttner, 1973; Mackensen y Tucker, 1989).

En la mayoria de los insectos el aparato reproductor del macho contiene numerosas
glandulas accesorias de origen mesodérmico o ectodérmico y se comunican con los
conductos deferentes o conducto eyaculador, respectivamente (figura 2). En diferentes
grupos de insectos estas glandulas varian considerablemente de tamafio, forma, cantidad y

origen embrioldgico (Lien et al, 2005).

Figura 2. Endophallus y sus partes exteriorizadas
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Endophallus:

Es un saco blando membranoso, con varios apéndices y zonas velludas (Figura 3). Est4
invaginado en el abdomen como el dedo de un guante, siendo casi igual su longitud a la del
abdomen del zangano (Martinez, 2004; Valega, 2007). El largo conducto eyaculador liga al
endophallus con los testiculos y las glandulas mucosas. Debido a su longitud, los 6rganos
de acoplamiento de los zanganos tienen la forma de una “S”: la parte inferior de la “S” esta
formada por el endophallus, la parte media por el conducto eyaculador y la parte superior

por los testiculos y las glandulas mucosas.

Figura 3. Aparato reproductor del macho

Fuente: Lien et al, 2005
MG: glandula mucosa; SV: vesicula seminal; B: bulbo; C: cervix; L: l16bulo; CG: glandula cornual;

V: vestibulo; ED: ducto eyaculdor, testiculos y ducto deferente son removidos

El endophallus se puede ver mejor cuando esta completamente fuera del abdomen,
situacion que se puede obtener empujando ligeramente el térax de un zangano maduro. La
porcion mas ancha del endophallus es la base (vestibulo), de donde salen dos cuernos que

en el zangano maduro son observados de color naranja intenso (figura 4) y en el zangano



inmaduro son observados de color transparente (figura 5) (Valega 2007). Estas carinculas
permiten mantener abierta la vagina de la reina durante el acoplamiento (Ldpez, 1986).
El endophallus en eversion es transparente y esta lleno de aire y hemolinfa. En su interior

se puede observar el conducto eyaculador (Valega, 2007).

Figura 4. Zangano maduro Figura 5. Zangano inmaduro

Fuente: Valega, 2007 Fuente: Valega, 2007

Testiculos:

Son o6rganos pares, ovalados, de color crema, situados muy anteriormente en el abdomen, a
una parte y otra del intestino. Son cuerpos blandos, esponjosos de 5 a 6 milimetros de
longitud en el zangano recién nacido; se componen de cerca de 200 testiolos (tubos
espermaticos) en los cuales se desarrollan los espermatogonios (Ruttner, 1973).

Cada testiculo de Apis mellifera tiene una tunica exterior dentro, donde hay numerosos
tibulos al final de los tubos deferentes, mientras que Apis meliponini solamente tiene

cuatro tabulos pequerios y relativamente gruesos.

Dentro de los tubulos las celdas son organizadas en quistes, envueltas en una pared fina,
que parecen llevar las funciones de secrecion y servir de soporte (Da Crux-Landim et al,
1980).

Vaso deferente:

Sigue un trayecto en forma de “S”, es eldstico y de color blanco brillante, esta formado por
una musculatura muy fuerte, en su porcién mediana el vaso deferente se ensancha

formando la vesicula seminal en forma de botella.



Vesicula seminal:

Es el lugar donde los espermatozoides complementan su estado de maduracion y
permanecen almacenados hasta el momento del acoplamiento (Ruttner, 1973). Estan
conectadas con dos grandes glandulas mucosas que se unen para formar al conducto
eyaculador, que se comunica con el pene o endophallus (Martinez, 2004).

En la vesicula seminal de un adulto se puede observar que el epitelio estd muy plegado
internamente. En los animales jovenes los pliegues son aun mas cerrados debido a la falta
de espermatozoides. Las células son largas y muy angostas, por lo tanto, los ndcleos son
alargados, atestados y movidos en diferentes niveles por lo que se observa un epitelio de
tipo pseudoestratificado. En los adultos los espermatozoides estan distendidos por las
paredes del lumen y empujan las celdas contra la membrana basal.

Las células epiteliales de las vesiculas seminales son muy altas, en forma columnar, casi
filiformes. En las pupas el promedio es de 30 um de alto y 2.5-3 um de ancho; en los
adultos 20 um de alto y 3-5.4 um de ancho. Destaca el largo del lumen formando la
membrana apical, las microvellosidades son mas largas (1-1.5 um) la mayor cantidad se
forma en el estado de pupa (Da Crux-Landim et al, 1969).

Glandulas mucosas:

Son 6rganos pares, situados en el segmento inferior del vaso deferente, estan unidas en la
parte posterior formando un cuerpo en forma de “U”, siendo la parte mayor y més evidente
de todo el aparato genital del zangano. Esta formada por una musculatura fuerte, de 26 3
capas. Hacia el lumen hay una capa de células epiteliales con funcion secretora, estas
segregan una sustancia mucosa que al contacto con el aire se solidifica, este moco es
producido durante los primeros 7 dias de vida como insecto adulto. Tiene como funcion
empujar al semen a través del conducto eyaculador (Chavacan, 2006).

Esperma:

Esta formado de dos componentes segun su procedencia:

a) Los espermatozoides procedentes de los testiculos, los cuales son filamentos de 250 pum,
que en estado vivo tiene movimientos serpenteantes. Los espermatozoides muertos se
enrollan juntos formando pequefios grupos. El eyaculado se divide en dos fracciones:
fluidos de glandulas y células espermaticas, en una relacion desde 1:1, hasta 1:2.

b) Los espermatozoides procedentes de la vesicula seminal y del endophallus se pueden

diferenciar del mucus por su color amarillento y por su viscosidad (figura 6).



Estan dispuestos en grupos; cuanto mas elevado es el contenido de espermatozoides, mas
intenso sera el color y mayor la viscosidad (Ruttner, 1973).

Figura 6. Semen de Apis mellifera

Fuente: Ruttner, 1973

La cabeza del espermatozoide es una estructura elongada, asimétrica y estd compuesta por
el acrosoma o perforatorium y el nGcleo. El acrosoma forma el complejo acrosomal, en su
extremo apical se encuentra una estructura en forma de tabulo la cual es el apéndice
acicular; posterior a éste, el complejo acrosomal comienza a diferenciarse en una regién
esférica y alongada.

El acrosoma mide 1 pum de longitud por 0.25 um de ancho éste se amplia en su parte
posterior y forma la galea. Posteriormente la forma de la cabeza comienza a tornarse
ovalada para formar el ndcleo (figura 7) (Chavacan, 2006).



Figura 7. Estructura del esperma de Apis mellifera
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El nucleo es grande de forma esférica u ovoide, dependiendo de la edad (figuras 8 y 9).
Generalmente tiende a ser esférico en adultos (Da Crux-Landim et al, 1969). En la parte
posterior del ndcleo se forma una region entre la cabeza y la cola a la cual se le denomina

cuello (Chavacan, 2006).

Figura 8. Ndcleo
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Fuente: Da Crux-Landim et al, 1969

Figura 9. Esperma de Apis mellifera, la flecha indica donde empieza el nucleo
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1.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

e Caracterizar las estructuras que integran al esperma de Apis mellifera

OBJETIVOS PARTICULARES:

e ldentificar las estructuras citologicas del esperma de Apis mellifera utilizando

microscopia optica.

e Evaluar diferentes métodos de tincion para los espermatozoides de Apis mellifera,
seleccionando el més apropiado para la observacion de las estructuras que integran
al esperma.

e Obtener los estimadores estadisticos que caracterizan las siguientes estructuras
espermaticas: longitud del esperma completo, largo del flagelo, longitud de la

cabeza, longitud del acrosoma, largo y ancho del nacleo.



1.2 JUSTIFICACION

En Meéxico no se han efectuado investigaciones relativas a la morfologia espermatica de
Apis mellifera por lo que este estudio pretende dar a conocer mediante microfotografia
Optica las caracteristicas morfologicas y morfométricas de los espermatozoides de los

zanganos y que ello sirva de base para futuros trabajos de investigacion.



2. UBICACION DONDE SE REALIZO LA INVESTIGACION

La presente investigacion se efectud en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
Campo 4, ubicado en el municipio de Cuautitlan lzcalli, Estado de México, en el
Laboratorio de Reproduccion Animal, y en el Centro de Ensefianza Agropecuaria
(Figuras: 10 y 11).

El municipio de Cuautitlan Izcalli tiene una extension territorial de 109.9 km? por lo que
representa el 0.5% de la superficie del estado. La orografia consiste en lomerios suaves
localizados al norte, centro y este que ocupan el 66.66% Yy llanuras con lomerios al sur y
oeste que abarcan el resto del territorio municipal. El clima es templado subhumedo, la
temperatura media anual asciende a 15.6° C media mensual, el promedio anual de la
precipitacion pluvial es de 677.38 mm., en el mes mas lluvioso julio con 136.24 mm., y el
mMAs seco es enero con 5.73 mm.

(www.es.wikipedia.org/.../Cuautitlan_(Estado_de México))

Figura 10. Ubicacion de la FES Cuautitlan Campo 4

Fuente: Google Earth

Figura 11. Esquema a escala del interior de la FES-Cuautitlan Campo 4
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biol6gico:

Se utilizaron 12 colmenas tipo jumbo del proyecto PAPIME PE 203605 “Mejoramiento
Integral de la Ensefianza Apicola”, de las cuales se obtuvieron 100 zdnganos maduros tanto
en el primer y el segundo muestreo, extrayendo de ellos el material seminal.

3.2 Material para el manejo apicola de campo:

Equipo de proteccion: overol, chamarra de velo apicola, guantes, botas, gorra, ahumador,
cufa, jaulas para zanganos.

3.3 Material de laboratorio:

Microscopio 6ptico, microscopio de fluorescencia, cubreobjetos, portaobjetos, colorantes,
alcohol metilico, citrato de sodio, agua bidestilada desionizada, jeringa, capilares de vidrio,
toallas de papel, canastilla de tincion, micro pipeta Gilson, puntas para micro pipetas
Gilson (200mcl).



3.4 Metodologia para la obtencién de semen

Se capturaron 100 zanganos maduros en cada uno de los dos muestreos, de los cuales se
obtuvo el material seminal efectuando frotis del mismo; para la eyaculacion y eversion del
endophallus se toma al zangano con los dedos pulgar e indice de la mano izquierda
ejerciéndose una presion ascendente hacia la cabeza y la porcion anterior del torax, una vez
producida la eversion parcial del endophallus se sigue apretando el abdomen y la base del
endophallus hasta exponerlo completamente y empiece a salir el liquido seminal. Para la
toma del semen se succiona con un tubo capilar diluyéndose en una proporcién 1:1 con
agua bidestilada; para evitar la deshidratacion del tejido celular se coloca un tapén de

petrolatum en ambos extremos del tubo (Schley P, 2001).

3.5 Protocolo de tinciones

Se evaluaron cinco tinciones con la finalidad de elegir aquella que permitiera la mejor
observacién de los espermatozoides. Las tinciones utilizadas y el protocolo de las mismas
fueron las siguientes:

1) TINCION DE PAS

Fijacion metanol absoluto al 25, 50, 75%

Acido peryodico de Schiff (PAS)

Modificacion del procedimiento de Mc Manus de AFIP

Solucién écido peryddico al 0.5%
Acido peryodico 0.5¢
Agua destilada 100ml

Solucién de &cido clorhidrico 1N
Acido clorhidrico g.esp.1.19 83.5ml
Agua destilada 916.5ml

Reactivo Schiff de Coleman

Fuisina basica 1.0g
Agua destilada 60°C 200ml
Llevarlo a punto de ebullicion




Dejarlo enfriar y luego agregar

Metabisulfito de potasio 29
Acido clorhidrico 1N 10ml
Dejarlo aclarar durante 24 hrs y luego agregar carbon activado 0.5grs

Agitar durante un minuto, luego filtrarlo a través de papel filtro grueso.
Repetir la filtracion hasta que la solucion aparezca incolora, mantenerlo en refrigeracion.

Solucidén de hematoxilina de mayer (c.9) o Solucion de hematoxilina de harris (c.9)

PROCEDIMIENTO

1) Hidratar hasta llegar al agua destilada.

2) Oxidar en la solucidn de acido peryodico durante 5 minutos.

3) Enjuagar en agua destilada.

4) Colocar en el reactivo de Schiff de Coleman durante 15 minutos.

5) Lavar con agua corriente tibia durante 10 minutos.

6) Contrastar con la solucion de hematoxilina de Mayer durante 15 minutos o la
solucion de hematoxilina de Harris durante 6 minutos.

7) Lavar con agua corriente tibia durante 15 minutos.

8) Deshidratar y aclarar a través del alcohol etilico al 95%, alcohol etilico absoluto y
Xileno, dos cambios, dos minutos cada uno.

9) Montar con un medio resinoso.

10) Montar en alcohol acido y deshidratar

RESULTADO DE LA REACCION:

Glucdgeno, mucina y algunas membranas basales de rojo a purpura
Hongos de rojo a purpura
Nucleos azul
Glicoproteinas rosa

Nota: La muestra control que debe considerarse en el reactivo de Schiff no lleva un tiempo
especifico ya que puede transcurrir 15 minutos o mas y esta muestra control se tifie de rosa,
de esta forma se determina que el reactivo funciona correctamente en la muestra en
cuestion. (Bob Mills et al, 1995)



2) METODO DE HEMATOXILINA-EOSINA (hematoxilina de Harris-eosina

alcohdlica)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Material bioldgico fijado con metanol 25%, 50% y 75%

Hidratar la muestra hasta llegar al agua destilada

Tefir con hematoxilina de Harris de 1-3 minutos

Lavar con agua corriente

Lavar con agua destilada para detener el viraje

Deshidratar con alcoholes de 50° y 70°, por tres minutos en cada uno

Tefir con eosina alcoholica de 1-3 minutos

Deshidratar con alcoholes de 96° (2 cambios) y absoluto durante 5 minutos en cada
alcohol

Cubrir con balsamo de Canada o resina

PREPARACION DEL COLORANTE

Hematoxilina de Harris

Hematoxilina (Merck) 1.0g

Oxido rojo de mercurio 0.5g

Sulfato de aluminio y

Amonio o potasio (alumbre) 20g
Alcohol etilico absoluto 10cc
Agua destilada 200cc

Disolver la hematoxilina en alcohol absoluto, calentando al bafio maria y tapando; en otro

recipiente disolver el alumbre en 100cc de agua destilada; se mezclan las dos soluciones y

se afladen los 100cc del agua restante. Se hierve la mezcla lo mas réapido posible, y se

agrega cuidadosamente el 6xido rojo de mercurio (puede explotar) hasta que tome un color

rojo purpura; en seguida se enfria con hielo a bafio maria y se filtra 10 veces. Se le agregan

de 3 a 5 gotas de acido acético por cada 10cc de solucion.

Nota: Debe filtrarse cada vez que se vaya a usar y debe guardarse en frasco &mbar



Eosina alcohdlica

Eosina azulosa 1.0g
Orange G 1.0g
Alcohol de 70° 100cc

Se mezcla todo en frio y se filtra. No debe prepararse demasiado porque las soluciones de
mucho tiempo se alteran. Filtrar cada vez que se use.

Nota: EI método combinado de hematoxilina-eosina puede hacerse también utilizando otros
tipos de hematoxilina, como la Ehrlich, de Delafield, etc; variando el tiempo de tefiido o la
dilucion del colorante para que el tefiido sea mas lento y controlable, mediante pruebas. Si
la coloracidn de la hematoxilina es excesiva puede rebajarse con alcohol o agua acidulada
(unas gotas de acido clorhidrico en 100cc de agua destilada o alcohol de 96°) y enjuagar
abundantemente en agua una vez obtenida la coloracion deseada.

La eosina puede ser alcoholica o acuosa (se prepara de la misma manera, sustituyendo el
alcohol por agua destilada). Cuando se utiliza la eosina acuosa se elimina el paso 6 y el

paso 8. Se deshidrata desde alcoholes 50, 70°.

RESULTADO DE LA REACCION:

Nucleos azul a morado

Citoplasma rosa a rojo
(Elvira E et al, 1982).

3) METODO COLORACION DE NUCLEQOS CON DAPI

1. Fijar las células en paraformaldehido 4% en PBS por 5 minutos.
Lavar con PBS dos veces.
Permeabilizar con triton X-100 (0.5% en PBS) por 5 minutos.
Lavar con PBS dos veces.
Bloquear con albdmina sérica bovina (1% en PBS) por 20 minutos.
Lavar con PBS dos veces.

Lavar con PBS, dos veces y una vez con agua bidestilada (lavado final).

© N o g B~ D

Montar con solucion de montaje Ultra Cruz TM For Fluorescente with DAPI (Santa
Cruz Biotecnology).
9. Cubrir con un cubreobjetos.



10.  Sellar los bordes con barniz de ufias.
11.  Dejar secar por 5 minutos en oscuridad.
12.  Observar al microscopio de fluorescencia.

(Bob Mills et al, 1995; Elvira E et al, 1982).
4) TINCION DE GIEMSA
1. Fijar los frotis en alcohol metilico, durante 5 minutos.
2. Cubrir los frotis con la solucion de Wright, de 1 a 3 minutos.
3. Agregar agua destilada con una solucion amortiguadora de fosfato a pH 6.5, durante 10
minutos. Esto se hace para diluir el colorante, es recomendable afiadir 2cc por cada frotis.
4. Lavar con agua destilada o con solucion buffer, hasta que los frotis tomen un color rosa.
En caso de que los resultados no sean buenos volver a empezar la tincion con el colorante,
o con el colorante diluido, segun la intensidad de color que se quiera dar.
5. Secar al aire o deshidratar si se prefiere

6. Cubrir con balsamo de Canada o con resina o también dejarlo sin cubrir.

RESULTADOS

Eritrocitos rojo amarillento
Neutrdfilos:

Nucleo rojo oscuro

Granulos lila

Citoplasma sosa palido
Eosinofilos:

Nucleo rojo oscuro

Gréanulos rojo

Citoplasma rosa palido

Basofilos:

Nucleo purpura o azul oscuro
Gréanulos pUrpura 0scuro o negros
Linfocitos:

Nucleo purpura oscuro

Citoplasma

azul cielo



Monolitos:

Ndcleo azul
Citoplasma azul cielo
Plaquetas violeta o purpura

Preparacion del colorante
Colorante Wright:

Wright en polvo 0.3g
Fosfato de Sodio 1.8¢
Fosfato de Potasio monobaésico 1.29
Metanol 100cc

(Bob Mills et al, 1995; Elvira E et al, 1982).

5) TINCION DE DIPQUICK
La solucion consta de una solucion fijadora y dos soluciones colorantes amortiguadores,
cuyos componentes dan por resultado una tincién clésica de tipo Romanowsky que permite

diferenciar la célula espermatica en 15 segundos.

Esta solucion también puede ser utilizada para tefiir células que por su morfologia y
composicion fisicoguimicas, necesitan dos colorantes de contraste para poder identificar las
diferentes estructuras celulares y asi reconocer procesos patoldgicos. Los tres frascos

permiten la inmersion directa de los portaobjetos.

REACTIVOS:
Solucién fijadora 1 x 100ml
Hemocolorante 1 1 x 100ml

(Reactivo de coloracion rojo)
Hemocolorante 2 1 x 100ml

(Reactivo de coloracién azul)



PROCEDIMIENTO:

1. Hacer un frotis de células esperméticas y secarlo al aire.

2. Sumergir el frotis en la solucion fijadora 5 veces durante un segundo cada vez, dejar
escurrir el excedente.

3. Sumergir el frotis en el hemocolorante uno, 5 veces durante un segundo cada vez,
dejar escurrir el excedente.

4. Sumergir el frotis en el hemocolorante dos, 5 veces durante un segundo cada vez,
dejar escurrir el excedente.

5. Lavar con agua destilada y dejar secar.

6. Observar al microscopio.

(Gradwohl & Jarett, 1986).

En base a la observacion de las estructuras espermaticas se determind que el colorante que
mejor las tifie fue el de Dipquick.

En el primer muestreo se utilizd un microscopio 6ptico con un objetivo 100x evaludndose
las siguientes caracteristicas: longitud del esperma completo, largo del flagelo, longitud de
cabeza, longitud del acrosoma, largo y ancho del nucleo.

En el segundo muestreo se utiliz6 un microscopio de fluorescencia equipado con el
programa: “Q Capture Pro” con el cual se obtuvieron las mediciones de cada una de las

estructuras espermaticas.

3.6 Metodologia estadistica.

En el apiario se efectu6 un muestreo aleatorio simple para colectar los zdnganos maduros
de las 20 colmenas, colectandolos en la entrada de la colmena; el semen extraido de ellos se
mezclé para efectuar las diluciones correspondientes con la tincién Dipquick, haciendo 80
frotis en cada muestreo, en los cuales se midieron 100 espermatozoides que representan un
muestreo aleatorio de los gametos.

Cada variable se caracterizd de acuerdo a los siguientes estimadores estadisticos: media,
desviacién estandar, coeficiente de variacion, error estandar, intervalo de confianza y

limites de confianza superior e inferior. (Carmona, 2002).



Para obtener los limites de confianza se utilizo la siguiente expresion:

X+ Zon (SAD) >u> X -Zyp (SAD)
Donde:
X = representa la media de la muestra
Z=1.96
a/2=0.05
(S/\ n) = error estandar de la media

K = representa la media poblacional

Se obtuvo el coeficiente de correlacion y el coeficiente de determinacion entre las variables
estudiadas. (Wayne, 2002)



4. RESULTADOS

De todas las tinciones efectuadas para observar las estructuras espermaticas la que mejor
permitié su visualizacion fue la de Dipquick; por lo que ésta se utiliz6 en ambos muestreos.
En las fotografias siguientes se muestra las estructuras espermaticas tal y como se

visualizaron con las diversas tinciones utilizadas.

e En las figuras 12-16 se muestran microfotografias con la tincion de HE.

Figura 12. Tincion HE




Figura 13. Tincién HE

Figura 14. Tincién HE




Figura 15. Tincién HE

Figura 16. Tincion HE




e EnlaFigura 17 se muestra microfotofrafia con tincion de Giemsa.

Figura 17. Tincion de GIEMSA

e En las Figuras 18-19 se muestran microfotografias con tincion de PAS.

Figura 18. Tincion de PAS




Figura 19. Tincion de PAS
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e En las Figuras 20-21 se muestran microfotografias con tincion de DAPI.

Figura 20. Tincién de DAPI

2
—
L e—

NUCLEO




Figura 21. Tincién de DAPI

e En las Figuras 22-23 se muestran microfotografias con tincion de DAPI y

Contraste de fase.

Figura 22. Tincion de DAPI y Contraste de fase
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Figura 23. Tincion de DAPI y Contraste de fase
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En las Figuras 24-25 se muestran microfotografias con tincién de Dipquick.

Figura 24. Tincion de Dipquick
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Figura 25. Tincién de Dipquick
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e En las Figuras 26-28 se muestran microfotografias con tinciones de Dipquick y PAS

vistas en el microscopio de fluorescencia.

Figura 26. Tincion de Dipquick con microscopio de fluorescencia

Figura 27. Tincién de PAS con microscopio de fluorescencia



Figura 28. Tincidn de PAS con microscopio de fluorescencia




e En la figura 29 se muestra microfotografia que representa el tren de tincion

Dipquick.

Figura 29. Tren de tincion Dipquick

e En lafigura 30 se muestra microfotografia que representa la medida espermatica de
Apis mellifera en microscopio éptico con regleta

Figura 30. Medida espermatica de Apis mellifera




e Enlafigura 31 se muestra microfotografia de fluorescencia que representa las

medidas del nicleo y acrosoma con el programa Q Capture Pro

Figura 31. Medidas de nucleo y acrosoma con el programa Q Capture Pro




e El tamafio del esperma en el primer muestreo tuvo una media de 193.09 + 9.6 um,

con limites de confianza entre 195 um y 191 um; los estimadores estadisticos se

presentan en el cuadro 1; observandose una variacion de 17.23% en el acrosoma

seguida por un coeficiente de variacion en el nicleo de 11.07%; el coeficiente de

variacion, tanto del flagelo como del esperma completo fue de 5%.

Cuadro 1. Estimadores estadisticos que caracterizan cada variable estudiada en el primer muestreo.

Longitud del | Longitud del | Longitud de | Longitud del | Longitud del Ancho del
esperma Flagelo la Cabeza Acrosoma Ndcleo (UM) | ndcleo (M)
completo (Hm) (Hm) (Hm)
(Lm)
Tamafio de 100 100 100 100 100 100
muestra
Media 193.09 185.02 8.07 3.54 3.54 1.46
Desviacion 9.59 9.20 0.87 0.61 0.50 0.24
estandar
Coeficiente 4.96 4.97 10.89 17.23 11.07 16.69
de variacion
Error 0.95 0.92 0.08 0.06 0.05 0.02
estandar
Z 1.96 1.96 1.96 1.96 1.96 1.96
Intervalo de 1.88 1.80 0.17 0.11 0.09 0.04
confianza
Limite de 194.97 186.82 8.24 3.65 4.62 1.51
confianza
superior
Limite de 191.20 183.21 7.89 3.42 4.43 141
confianza
inferior
Valor 215 207 10 5 5 2.1
maximo
Valor 180 170 7 3 4 1.07

minimo




e El tamafio del esperma en el segundo muestreo tuvo una media de 240.95 + 13.37

pm, con limites de confianza entre 243.57 um y 238.33 um; los estimadores

estadisticos se presentan en el cuadro 2; observandose una variacion de 25.47% en

el acrosoma seguida por un coeficiente de variacion en el ancho del nucleo de

15.97%; el coeficiente de variacion, tanto del flagelo como del esperma completo
fue de 5.6%.

Cuadro 2. Estimadores estadisticos que caracterizan cada variable estudiada en el segundo muestreo

Longitud del | Longitud del | Longitud de | Longitud del | Longitud del | Ancho del
esperma Flagelo la Cabeza Acrosoma Ndcleo (UM) | nicleo (M)
completo (um) (Km) (Hm)
(Hm)
Tamafio de 100 100 100 100 100 100
muestra
Media 240.95 233.31 7.63 3.01 4.62 0.68
Desviacion 13.37 13.31 0.80 0.76 0.30 0.10
estandar
Coeficiente 5.55 5.70 10.48 25.47 6.54 15.12
de variacion
Error 1.33 1.33 0.08 0.07 0.03 0.01
estandar
4 1.96 1.96 1.96 1.96 1.96 1.96
Intervalo de 2.62 2.61 0.15 0.15 0.05 0.02
confianza
Limite de 243.57 235.92 7.79 3.16 4.68 0.70
confianza
superior
Limite de 238.33 230.70 7.47 2.86 4.56 0.66
confianza
inferior
Valor 277.37 269.78 8.79 4.06 5.03 0.92
maximo
Valor 219.47 213 5.49 1.38 3.53 0.42

minimo




e EI coeficiente de correlacion y determinacion entre las caracteristicas espermaticas
estudiadas en el primer muestreo se presenta en el cuadro 3.
e El coeficiente de correlacion y determinacion entre las caracteristicas espermaticas

estudiadas en el segundo muestreo se presenta en el cuadro 4.

Cuadro3. Coeficiente de correlacion y determinacion entre las variables estudiadas en el primer muestreo

VARIABLE CORRELACION (r) COEFICIENTE DE
DETERMINACION (r?)
longitud espermaética - flagelo 1.00 0.99
longitud espermatica - cabeza 0.48 0.23
longitud espermatica - acrosoma 0.50 0.25
longitud espermética - longitud del nlcleo 0.23 0.05
longitud espermética - ancho del nucleo -0.03 0.00
longitud del flagelo - longitud de cabeza 0.40 0.16
longitud del flagelo - longitud de acrosoma 0.44 0.19
longitud del flagelo - longitud del ntcleo 0.17 0.03
longitud del flagelo - ancho del nacleo -0.02 0.00
longitud de cabeza - longitud del acrosoma 0.83 0.69
longitud de cabeza - longitud del nicleo 0.74 0.55
longitud de cabeza - ancho del nulcleo -0.13 0.02
longitud del acrosoma - longitud del ndcleo 0.24 0.06
longitud del acrosoma - ancho del nucleo -0.16 0.02
longitud del nacleo - ancho del nacleo -0.03 0.00




Cuadro 4. Coeficiente de correlacion y determinacion entre las variables estudiadas en el segundo muestreo

VARIABLE

CORRELACION (r)

COEFICIENTE DE
DETERMINACION (r?)

longitud espermaética - flagelo 1.00 1.00
longitud espermaética - cabeza 0.10 0.01
longitud espermatica - acrosoma 0.20 0.04
longitud espermatica - longitud del nucleo -0.25 0.06
longitud espermética - ancho del nucleo -0.09 0.01
longitud del flagelo - longitud de cabeza 0.04 0.00
longitud del flagelo - longitud de acrosoma 0.15 0.02
longitud del flagelo - longitud del ntcleo -0.27 0.07
longitud del flagelo - ancho del nacleo -0.08 0.01
longitud de cabeza - longitud del acrosoma 0.93 0.86
longitud de cabeza - longitud del nicleo 0.30 0.09
longitud de cabeza - ancho del ndcleo -0.10 0.01
longitud del acrosoma - longitud del ndcleo -0.08 0.01
longitud del acrosoma - ancho del nucleo -0.06 0.00
longitud del nacleo - ancho del nacleo -0.10 0.01




5. DISCUSION

De todas las tinciones efectuadas para observar las estructuras espermaticas la que mejor
permitio su visualizacion fue la de Dipquick; por lo que ésta se utiliz6 en ambos muestreos,
habiéndose efectuado una dilucién 1:1 con solucion Harman vy la fijacion con metanol al
50%, ello permitio conservar a detalle las estructuras celulares y visualizar para su
medicién el flagelo con el objetivo 40x y con el objetivo 100x el acrosoma y el nucleo; si
este Ultimo objetivo se utiliza para visualizar el flagelo la estructura se sale del campo
optico teniendo que recorrerse la laminilla para su medicion completa; cabe sefialar que el
acrosoma es poco Vvisible al microscopio Optico ya que s6lo se observa como un
desprendimiento de membrana.

La tincion de Dipquick no ha sido considerada en estudios realizados por otros autores y se
considera por los resultados que no es necesario utilizar la técnica de fluorescencia para la
observacidn espermatica al microscopio 6ptico.

En el primer muestreo se observo que las células espermaéticas son estructuras largas y
filamentosas tal y como lo describen diferentes autores, sin embargo en cuanto a la longitud
total ésta fue mas pequefia obteniéndose una media de 193.09 + 9.6 um, con limites de
confianza entre 194.97 um y 191.20 um. Phillips 1970, describe que el espermatozoide
de Apis mellifera es una estructura larga, filamentosa y mide 250 a 270 pum. Ruttner 1973,
también investigo que los espermatozoides de los testiculos son filamentosos y miden 250
um; en estado vivo tienen movimientos serpenteantes. Jamienson 1999 investiga que el
espermatozoide es largo y filamentoso de 250 a 270 um. Mackensen 1964 describe al
espermatozoide con el mismo diametro, 1 um en cabeza y acrosoma. Estos autores en sus
investigaciones no describen la técnica de tincion utilizada, ni hacen referencia al tamafio
de muestra cuantificado para estimar el promedio en la longitud espermaética que reportan,
tampoco hacen referencia alguna a los estimadores estadisticos que caractericen el conjunto
de espermatozoides estudiados, sin embargo ante la evidencia observada en esta
investigacion respecto al menor tamafio de los espermatozoides, se procedio a efectuar un

segundo muestreo del esperma de Apis mellifera.



Los investigadores referidos comentan que es dificil observar con claridad al microscopio
optico la célula espermatica de no ser con el objetivo de 100x y recomiendan para la
observacion la tincion de fluorescencia; sin embargo en la presente investigacion,
utilizando el mismo objetivo (100x) y el mismo observador, se detecté que las medidas
efectuadas no son precisas, ello se demuestra al comparar los resultados entre el primero y
segundo muestreo siendo las medidas obtenidas en este ultimo de mayor exactitud, dado
que el microscopio utilizado permitié que el programa de computo (Q Capture Pro) con el
que esta equipado, evita los errores Opticos del observador; en el segundo muestreo se
obtuvo una media de 240.95 + 13.37 um, con limites de confianza entre 243.57 um vy
238.33 um. Medicion ligeramente mas pequefia al rango de los 250 pm a 270 um
reportados por Phillips 1970, Ruttner 1973, Jamienson 1999, Mackensen 1964; no obstante
el valor maximo observado en un espermatozoide fue de 277.37 um; en la grafica 1 se
dividié en 5 clases el largo del esperma completo, observandose que la moda se encuentra
en la clase 2 que tiene una amplitud de 231.42 a 241.61 um; de los espermatozoides
medidos en el segundo muestreo 19 de ellos estan acorde con los promedios reportados por
esos investigadores; por lo que es de suponerse que tal vez ellos hayan seleccionado para
su medicion los espermatozoides mas largos, dado que no dan medidas de variacion.

En el anexo 1 se presentan las graficas 2 al 6 en donde puede observarse la distribucion en
clases de cada una de las estructuras medidas en el segundo muestreo.

Comparando los resultados entre el primero y segundo muestreo se observa que la media en
el primer muestreo es significativamente (p < 0.05) méas pequefia que la obtenida en el
segundo muestreo evidenciandose con ello que existe un error en la primera medicién de
aproximadamente 20% atribuido a errores Opticos del observador, dado el microscopio
utilizado, por lo que se sugiere que en nuevas contribuciones sobre este tema se utilice el
microscopio equipado con el programa de computo Q Capture Pro para obtener mediciones
precisas.

Respecto a la longitud del flagelo en el segundo muestreo este representa el 96.83% de la
longitud total del esperma completo y la cabeza representa el 3.17%; respecto a la longitud
de la cabeza el 39.45% corresponde al largo del acrosoma y el 60.55% al largo del ndcleo;
es notoria la elevada correlacion (r = 1.0) entre el flagelo y el esperma completo asi como la
correlacion entre la longitud de cabeza y la longitud del acrosoma (r = 0.93). La correlacion

entre las otras caracteristicas evaluadas no es significativa (p > 0.05).



En esta investigacion destacan como contribuciones cientificas el haber determinado la
mejor tincion para observar las células espermaticas ademés de contribuir al estudio de la
variacion de los espermatozoides basdndose en métodos estadisticos.

Seria deseable que otros investigadores pudiesen verificar la consistencia de los datos
reportados con respecto al estudio de otras poblaciones de diversas zonas apicolas del pais,
dado que la diferencia de menor tamafio observada con respecto a lo publicado con otros
autores puede atribuirse a la diversidad de razas mezcladas que existen en México, mientras
que en otros paises en donde los autores referidos investigaron, existe la certeza de que sus

poblaciones apicolas son de razas puras.



6. CONCLUSIONES

1. Los espermatozoides de Apis mellifera tienen una longitud promedio de 240.95
MM y una desviacion estandar de 13.37 um, con limites de confianza que
fluctdan entre 238.33 um y 243.57 um y un coeficiente de variacién de 5.55%.

2. Latincion que mejor permite la visualizacion de las estructuras espermaticas fue
la de Dipquick.

3. La utilizacion del microscopio de la marca NIKON equipado con el programa
de computo Q Capture Pro permite mediciones mas precisas de las estructuras

espermaticas.
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Anexo 1. Graficas que muestran la variacion en clases de cada una de las estructuras

espermaticas evaluadas.
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