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Resumen

Se realizaron cortes histolégicos en planos horizontal, vertical y sagital, usando cabezas
y protérax de abeja, con el objetivo de aportar material docente a la asignatura: Electiva
Profesional I - Entomologia Avanzada. Las laminas fueron seleccionadas por su calidad y
se escogieron las mejores para tomar fotos digitales. Se sefialaron estructuras y detalles
importantes, con los cuales se realiz6 el presente documento.
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HISTOLOGY OF APIS MELLIFERA LINNAEUS, 1758
(HYMENOPTERA) AS AN ENTOMOLOGICAL CONTRIBUTION.

PART 1I: BODY REGIONS, ANATOMICAL ORGANIZATION AND
INTEGUMENT.

Abstract

Histological cuts were made in transverse, vertical and sagittal planes, using bees’ heads and
prothorax with the purpose of contribute with teaching material to the subject: Professional
Elective I - Advanced Entomology. The prints were selected because of their quality and the
best ones were chosen to be digitally photographed. Structures and important details were
pointed out which made possible the making of this document.
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INTRODUCCION

para comprender su origen, fisiologia, taxonomia, evolucién, comportamiento,

etc.,razon por la cual, dicho estudio es ampliamente utilizado. Sin embargo, la
anatomia y la histologia se estudian so6lo a nivel teorico o se realizan algunas pocas
practicas puntuales, creando serios vacios cuando se pretende profundizar en temas
especificos. Esta claro que existen graficos, esquemas y dibujos detallados, que a
pesar de estar a blanco y negro (y tener cierta antigiiedad), fueron realizados con
calidad y precision, y son utilizados como textos de apoyo en procesos de diseccion
e interpretacion de la anatomia de los insectos. Algunos de estos esquemas pueden
ser encontrados en SNODGRASS (1935), WIGGLESWORTH (1956), ROSS (1967),
CORONADO & MARQUEZ (1976), BORROR et al. (1989), DE LA FUENTE (1994) y
OSUNA (1995).

E n entomologia, el conocimiento de la morfologia del insecto es muy importante

También es posible encontrar fotografias y descripciones histologicas de gran
calidad y con un excelente contenido. Algunos son el resultado de disecciones y
montajes in toto como los que se observan en SANCHEZ et al. (2000) y VILLALOBOS
etal. (2009), en otros casos son citologias como las de BRUN et al. (1995) y CASELIN
et al. (2008), cortes para microscopia 6ptica como en AYALI et al. (2002) y NICULITA
et al. (2007), o imagenes de microscopia electronica como en HARTFELDER (2000),
SANCHEZ et al. (2000) y CURRIE et al. (2006).

El objetivo de este trabajo fue establecer una metodologia para realizar montajes
permanentes de tejidos de insectos bajo las condiciones del Laboratorio de
Histotecnia-UIS, generando material didactico que complemente el estudio de la
anatomia y la histologia de insectos, y finalmente, realizar breves descripciones
de los cortes obtenidos usando la literatura disponible.

TECNICAS HISTOLOGICAS

Las técnicas histologicas usadas en entomologia van desde la observacion
macroscopica de 6rganos y estructuras, hasta el reconocimiento de modificaciones
celulares y estudio de cromosomas politénicos. En general, estas técnicas se dividen
en:

Montajes in toto. Se usa la estructura completa y se realizan las observaciones
directas, haciendo tincién con productos poco especificos, como azul de metileno.
Algunas aplicaciones de esta técnica se observan en el analisis de estructuras en
ontogenia pupal, seguimiento de modificaciones tegumentarias, estructura de
gonadas y tubo digestivo (SANCHEZ et al., 2000; VILLALOBOS et al., 2009). Los
montajes in toto son usados en procesos de diafanizacion para analizar genitalia
de lepidopteros, coledpteros y hemipteros (WOODRUF, 1973; YELAMOS, 1990;
HERNANDEZ & ORTUNO, 1992; BAHILLO DE LA PUEBLA, 1996; GUTIERREZ-S., 1999;
CASTANEDA et al., 2007; MURILLO, 2007).

Cortes histolagicos. Son usados para el estudio detallado de tejidos, y pueden ser
seriados o no, dependiendo de los objetivos del trabajo. En el presente documento
se aplica esta técnica, la cual presenta un mayor grado de complejidad y requiere
gran experiencia en la elaboracion de los montajes e interpretacion de los mismos.
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Como los insectos presentan un exoesqueleto rigido y un interior con 6rganos
blandos y delicados, se plantean desafios en el momento de elaborar los cortes,
pues se podrian deteriorar los 6rganos internos o fracturar el integumento. La
elaboracion de cortes histoldgicos tiene cinco pasos basicos:

1. Fijacion. Consiste en someter los tejidos a sustancias que impidan la variacion
sustancial tanto de la forma como de la constitucion celular. En entomologia son
usados por lo general fijadores como la solucién Carnoy, la solucién Bouin, el
FAA (usado en plantas pero también en insectos) y el FAATD, este ultimo usado
en el presente trabajo. Es importante ajustar la informacién encontrada en otras
experiencias, a las necesidades propias y especialmente a las dimensiones de la
muestra.

2. Deshidratacion. Consiste en reducir el nivel de agua de la muestra a través
del paso por una serie de alcoholes que van desde etanol 70% hasta etanol 100%,
mezcla de etanol-xilol 50-50 y xilol 100%. Este proceso garantiza que el fijador sea
reemplazado por xilol que por su alta volatilidad facilita el paso siguiente.

3. Impregnacion. Consiste en incorporar a la muestra algin tipo de medio so6lido
o semisolido que permita realizar un buen corte. Para este fin, pueden ser usados
geles, plastico, combinaciones de gel-parafina o sencillamente parafina, que por
su economia y facil manipulacion suple las necesidades de cualquier laboratorio
de histotecnia. En el caso de los insectos, este paso debe realizarse con especial
cuidado, puesto que la naturaleza impermeable del exoesqueleto genera problemas
en la entrada de parafina. Asi, la entrada estd determinada por el nivel de
esclerotizacion del segmento a tratar, de tal manera que en el abdomen se facilita
la entrada de parafina mientras que en la cabeza el proceso se hace mas lento.

4. Corte. De manera tradicional se han usado micrétomos con cuchillas de acero.
También existe el criostato, que corta muestras que han sido congeladas con
nitrogeno liquido.

5. Tincion. La coloraciéon celular y de tejidos es una combinacion de fen6menos
fisicos y quimicos. Los fisicos son absorcién, capilaridad y 6smosis, y los quimicos
estan definidos por la afinidad de colorantes basicos por componentes acidos
y viceversa. Las sustancias utilizadas son muy diversas, pero en la UIS se usa
frecuentemente hematoxilina, eosina, azul de metileno, azul de toluidina y Sudan
III, entre otras.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo, se cont6 con un micrétomo marca American
Optical Corporation, un baio maria marca Lipshaw, cuchillas desechables de acero
inoxidable, un dispensador de parafina Tissue TeK, parafina en lentejas Paraplast,
laminas portaobjetos y cubreobjetos, canastillas metalicas, cajas de madera, una
bateria de alcoholes, albumina de Mayer, balsamo del Canada y una bateria de
tinciéon de hematoxilina-eosina (Figura 1).

Se realizaron cortes histologicos seriados de cabeza y protorax de A. mellifera,
en planos vertical, horizontal y sagital. En la Figura 2 se observan ejemplos de los
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tipos de cortes realizados. Vertical: (a la izquierda) se identifican los ocelos en la
parte superior, los ojos a los lados y componentes del aparato maxilolabial abajo.
Horizontal: (a la derecha) se reconocen los 0jos en posicion lateral. Sagital: (abajo)
se observa el cerebro, apéndices cefalicos y partes del cuello (este plano present6 el
mayor nivel de fragmentacion). Se ensayo6 con tres tiempos de ablandamiento con
KOH (10, 15 y 30 minutos), tres soluciones de fijacion (FAA, FAADMSO y FAATD)
y cuatro tiempos de fijacion (12, 24, 48 y 72 horas). Ademas, se evaluaron tres
tiempos de impregnacion en parafina (24, 48 y 72 horas).

Figura 1. Laboratorio de Histotecnia con los materiales utilizados.
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Figura 2.  Planos de los cortes realizados. A: vertical. B: horizontal. C: sagital.

RESULTADOS

Se realizaron mas de mil cortes, que fueron organizados en 310 montajes
permanentes, de los cuales se seleccionaron 152 laminas por la calidad del montaje.
En la Figura 3, se observa un corte con evidente deterioro (izquierda) y uno de los
cortes seleccionados por buena calidad y poca fragmentaciéon (derecha), e incluso
se observan numerosos detalles. A los mejores montajes se les hicieron fotos
digitales con una camara SONY Cybershot adaptada a un microscopio Olympus,
obteniéndose 191 fotografias que fueron analizadas y procesadas con la ayuda
de los programas Microsoft Office Picture Manager, CorelDraw Graphics Suite X3
y Adobe Photoshop CS2.

Los ensayos demuestran que el uso de KOH permite lograr mejores resultados,
pero que mas de 15 minutos provocan notable deterioro de los tejidos. Ademas,
se concluy6 que debido a que la impregnacion de parafina es uno de los pasos que
presenta mayores inconvenientes por laimpermeabilidad y grosor del integumento
(especialmente la cabeza de los insectos), el uso de FAATD durante mas de 48
horas permiti6 obtener los mejores montajes, puesto que se aumenta la entrada de
parafina. También se concluy6 que el mayor tiempo de impregnaciéon en parafina
determiné la mejor calidad de los montajes.
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Figura3. Ejemplo de cortes verticales obtenidos a nivel de protérax.

Con el propoésito de comprender e interpretar mejor los resultados, la informaciéon
esta organizada en siete secciones de las cuales se presentan las primeras tres
en el presente documento. En cada seccion se muestran algunas de las imagenes
digitales obtenidas, se sefialan algunas estructuras y se hacen breves descripciones.

I. Regiones corporales y organizacién anatémica

En la Figura 4A, se observan las regiones corporales de la siguiente manera: el
tergo en posicion dorsal y que se reconoce como la placa mas grande, el esterno
en posicion ventral es la placa mas pequefa, y las pleuras se observan como
zonas laterales plegadas. En la Figura 4B, se observa la organizacion anatomica
de los insectos (similar a la de anélidos y artropodos en general). Dorsalmente
se encuentra el sistema circulatorio constituido por el vaso aértico, en el centro
esta el sistema digestivo representado por un corte de es6fago, y ventralmente el
sistema nervioso especificamente el cordén nervioso ventral (CNV). En la Figura 5
se indican los diafragmas dorsal y ventral que separan la cavidad corporal de los
insectos en sus tres senos o lagunas (lo que define al sistema circulatorio como
abierto o lagunar). Dorsalmente se sefiala el seno pericardico, hacia el centro se
observa el seno perigdstrico y ventralmente el seno perineural.

En la Figura 6 se observan detalles de un corte transversal de es6fago, donde se
evidencia una capa quitinosa interna, ubicada hacia la luz del tubo, lo cual expone
su origen tegumentario, incluso se notan las formas hexagonales caracteristicas
de las deposicién de quitina en lamelas. En la misma figura, se observan cortes
transversales de la musculatura oblicua y circular del tubo digestivo.
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Figura 4.  A: regiones corporales. B: organizacién anatémica.
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Figura 5. Organizacién anatémica: diafragmas y senos.
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Figura 6.  Corte transversal a nivel de eséfago. Esquema adaptado de SNODGRASS (1935).

II. Integumento

El integumento de los insectos, y de los artrépodos en general, presenta dos
componentes basicos: epidermisy cuticula (Figura 7). El primero es una sola capa
de células con apariencia sincitial, y el segundo se encuentra formado por quitina,
varios tipos de proteinas, componentes fenélicos y pigmentos, en combinaciones
que varian segun la region corporal y capa cuticular (epicuticula, exocuticula y
endocuticula). La cuticula tiene un grosor entre 100 y 300 pm, y es secretada por
la epidermis siguiendo una disposicién en lamelas segin el modelo parabélico o
perfil de equilibrio (Figura 7) (RESH & CARDE, 2003).
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Figura7. Estructura del integumento.

Al integumento se le considera un tejido dinamico con responsabilidades diversas
como la reelaboracion de la cuticula cada vez que un insecto hace ecdisis, la
participacion en procesos glandulares y la conformacion de varios érganos de los
sentidos (RESH & CARDE, 2003). La importancia del integumento también radica
en ser el limite protector, evitando la entrada de agentes patdogenos, e impidiendo
la salida de agua. Ademas, presenta numerosas modificaciones que le aportan
al insecto sitios de insercion muscular, puntos de articulacion, gran rigidez y
flexibilidad, etc.
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ITI. Modificaciones integumentarias

Dentro de las modificaciones integumentarias de los insectos existen las siguientes
clases: apodemas (fragmas y tendones), procesos externos (cuernos, setas, espinas,
nodulos, estrias, etc.), suturas (lineas, pseudosuturas y suturas verdaderas) y
articulaciones (membranas articulares y articulaciones especificas). La mayoria
de estas estructuras son observadas con facilidad realizando disecciones muy
sencillas, sin embargo otras, como los tendones, s6lo se aprecian si se hacen cortes
microscopicos. En las laminas permanentes de A. mellifera, se pudieron observar
algunas de estas modificaciones.

Tendones (Figura 8): corresponde a una clase de modificacién interna que consiste
en células epidérmicas que se alargan para unirse a cada una de las fibrillas
musculares, las cuales también presentan sus propias modificaciones para
acoplarse, llamadas tonofibrillas.

101m

Figura 8. Tendones. La banda oscura es la cuticula y las dos estructuras eosinéfilas son fibras
musculares a nivel de pronoto. Esquema adaptado de SNODGRASS (1935).

Setas (Figura 9): son modificaciones externas donde intervienen dos células
epidérmicas. La tricdgena, forma el componente filiforme que sobresale, y la
tormdgena, crea el espacio para que la primera se mueva libremente y cumpla
con sus funciones sensitivas sin riesgo de fracturarse. En algunos casos, toda
la estructura es ocupada por una célula secretora de origen mesodérmico, y se
convierte en una seta glandular.
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Figura 9. Setas de un corte vertical de cabeza. A la izquierda una seta ramificada observada
en la regién occipital.

Sensilas (Figura 10): en los cortes de antenas y palpos de A. mellifera se identificaron
dos tipos de sensilas. Las setdceas que tienen forma de pelo corto y se encuentran
relacionadas con la recepcion de estimulos mecanicos y quimicos, y las placddeas
que tienen forma de copa y cumplen funciones de recepcion de estimulos térmicos
y quimicos.

Figura 10.  Sensilas. A: corte de antena con abundantes sensilas y neuronas. B: sensila setdcea.

C: sensila placodea. Esquemas adaptados de SNODGRASS (1935).
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Articulaciones (Figura 11): se definen como modificaciones externas que se
convierten en espacios de inflexion y apoyo. Se clasifican en dos grupos, las
membranas articulares que corresponden a zonas originalmente no esclerotizadas
(por ejemplo: las membranas intersegmentarias y las pleuras), y las articulaciones
especificas (monocondilicas y dicondilicas) que se caracterizan por ser puntos de
contacto entre dos escleritos. En la Figura 11 se observa el detalle de una articulacion
especifica (a la izquierda) donde se hace evidente la presencia de un céndilo
mandibular, y un corte a nivel de cuello (a la derecha) mostrando la articulacion
dicondilica que une la cabeza con el protorax.
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Figura 11.  Articulaciones especificas. En la figura de la derecha se sefialan los céndilos
occipitales y los escleritos cervicales (flechas gruesas).

Cornea (Figura 12): modificacion netamente cuticular que corresponde a la parte
mas externa del ojo compuesto. Se observa al microscopio como una capa gruesay
eosinofila. La modificacion forma un lente hexagonal de superficie convexa llamado
faceta (Figura 12, foto de abajo). Las células epidérmicas (debajo de la cérnea)
se modifican y especializan para formar complejas estructuras fotorreceptoras
llamadas ommatidas.
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Figura 12.  Cérnea. Abajo, un corte superficial, mostrando la forma hexagonal de las facetas.
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