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SUMMARY

TRANSFER OF THE SPERMATOZOA
INTO THE SPERMATHECA OF THE HONEY BEE QUEEN

The active migration and the passive transport of the spermatozoa into the spermatheca
of the queen bee are studied by a number of experiments.

Warm Ringer solution poured on the spermathecal duct in the dissected abdomen releases
contractions of its muscles. Balis of polyethylen of 7 um diameter injected as suspension into
the queens oviducts are transported into the spermatheca, though in a small proportion only
(in the range of a factor 3.1072 compared to spermatozoa of the same volume injected).

The speed of migration of spermatozoa is highest in ducts of less than 35 pm diameter.

For active migration into the spermatheca the spermatozoa need the activation by the
liquid within the duct.

Except into the spermatheca, the spermatozoa migrate also into the peripheric ducts of
the spermathecal gland.

A diagram is designed to illustrate the complex cooperation of all the factors described in
the process of filling the spermatheca.

ZUSAMMENFASSUNG

In einigen Versuchen wird die aktive Wanderung und der passive Transport der Sperma-
tozoen in die Samenblase untersucht.
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Durch Einwirkung warmer Ringerlésung auf den freipriparierten Samenblasengang
lassen sich Kontraktionen seiner Muskulatur auslsen. Polyédthylenkiigelchen von 7 pm
Durchmesser in Form einer Suspension in die Ovidukte injiziert, konnen in die Spermatheka
gelangen, allerdings mit dem Faktor 3.10-* weniger als Samenfiden nach Injektion eines
gleichen Volumens.

Die Wandergeschwindigkeit der Spermatozoen ist in Kanilen mit einem Durchmesser von
35 um und darunter am hochsten.

Voraussetzung fiir die aktive Finwanderung der Spermatozoen in die Spermatheka ist
deren Aktivierung durch die Fliissigkeit im Ductus spermaticus. Die Spermien wandern nicht
nur in die Samenblase sondern auch in die peripheren Ginge der Spermathekaldriise.

Es wird versucht, das komplexe Zusammenspiel dieser Faktoren durch ein Blockdiagramm
anschaulich zu machen.

EINLEITUNG

Nach der Paarung der Bienenkénigin werden die Spermatozoen bis zu
24 Stunden in den beiden lateralen Ovidukten gelagert. Die Menge der wiithrend
dieser Zeit in die Spermatheka der Konigin transferierten Spermatozoen hiingt
von dem jeweiligen Fiillungsgrad der Ovidukte nach der Paarung ab. Auf
Grund einer ausfiihrlichen Diskussion iiber diesen Vorgang (RurTNER, 1956)
und von experimentellen Untersuchungen zu einigen wesentlichen Punkten
des Spermatransfers (RUTTNER und KoOENIGER, 1971) lassen sich die derzei-
tigen Kenntnisse und Hypothesen folgendermaflen darstellen (Blockdiagramm
Abb. 1).

Infolge der Wanddehnung wiithrend der Fullung der Ovidukte (A) mit
Sperma werden — méglicherweise durch Erregung motorischer Zentren des
Abdomens (E) — Kontraktionen der Abdominalmuskulatur ausgelost (B).
Hierdurch wird das Sperma kaudal durch die Vagina und vorbei an der Oﬁ'nung
des Spermathekalganges nach auflen gepreBt. Nach Blockierung der Kontrak-
tionsmuskulatur kommt es weder zur Entleerung der Ovidukte noch zur
Fillung der Spermatheka (RurrNER und KoENIGER, 1971). Eine Vorausset-
zung fiir das Eindringen in den Spermathekalgang und fiir die Passage ist eine
Orientierungsreaktion der Spermatozoen (C). Inaktivierte Spermatozoen
gelangen nicht in die Spermatheka (D). Nach IranTipis (1972) sind Bienen-
spermatozoen zu einer aktiven Lokomition befihigt. Dennoch ist nicht bekannt,
ob dies bei der Passage durch den D. spermaticus eine wesentliche Rolle spielt
(F). Kontraktionen der Spermathekalpumpe (I) und gerichtete aktive Bewe-
gungen der Spermatozoen (F) durch Chemotaxis (H) bzw. Rheotaxis (N)
kénnen den Spermatozoentransfer wesentlich beeinflussen.

Nach den bisherigen Untersuchungen kann nicht angegeben werden, ob
die alleinige Kontraktion der Oviduktmuskulatur (G) und der Spermathekal-
pumpenmuskulatur (K) zur Fillung der Spermatheka ausreicht.
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Als Ergebnis der Uberlegungen zu diesem Schema sollen folgende Einzel-
probleme des Spermatozoentransfers niher untersucht werden :

1. Funktionsheschreibung der Muskulatur des Spermathekalganges
(« Samenpumpe »).

2. Transport unbelebter Korper entsprechender Gréfie aus den Ovidukten
in die Spermatheka.

3. Modellversuch zum Nachweis der Lokomotion von Spermatozoen in
einem Gang geringen Durchmessers, entsprechend dem Lumen des Samenbla-
senganges.

4. Bedeutung eines méglichen innerspermathekalen Druckes fiir den
Spermatransfer.

5. Verhalten der Spermatozoen in den Geschlechtswegen der Kénigin.
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ABB. 1. — Schematische Ubersicht zum Vorgang des Transfers der Spermatozoen

aus den Ovidukten in die Spermatheka.

Ausgezogene Linien : Experimentell abgesicherte Vorgiinge. Gestrichelte Linien : Denkbare, aber bisher
rein hypothetische Wege. Ubrige Erklirungen im Text.

F1c. 1. — Vue générale schématique du mécanisme de transfert
des spermatozoides des oviductes dans la spermathéque.

Lignes continues : mécanismes vérifiés expérimentalement.
Tirets : trajets possibles, mais jusqu’a présent purement hypothétiques,
Explications dans le résumé.
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1. — Funktion der « Samenpumpe »

1.1. Methode

Bei einer inseminierten Kénigin, die einige Stunden nach der Inseminierung
in Ringerlésung (Zimmertemperatur) aufpripariert worden war, konnten
eindeutig Kontraktionen der Muskulatur des Ductus spermaticus festgestellt
werden. Die anfiingliche Frequenz betrug etwa 200/min. Wie G. KoENIGER
(pers. Mitteilung) beobachtete, lielen sich solche Kontraktionen auch bei
unbesamten Koniginnen auslosen, wenn man die freigelegten Geschlechts-
organe mit einer erwirmten Ringerlésung (35-40 °C) ubergieBt. Mit dieser
Methode kann die Reaktion nach Belieben reproduziert und ihr Verlauf unter
einem Stereomikroskop beobachtet werden. Zur Analyse wurde der Bewe-
gungsablauf mit einem Videorekorder registriert und spiter jede einzelne
Phase von einem Monitor abgezeichnet.

1.2. Ergebnisse

Die Kontraktionen des Samenblasenganges halten einige Minuten an,
worauf sowohl Frequenz wie Amplitude abnehmen. Ob ein peristaltischer
Bewegungsverlauf vorliegt, kann wegen der hohen Frequenz und des geringen
Bildauflssungsvermégens der Kamera nicht sicher gesagt werden. Die stirkste
Kontraktion scheint unmittelbar unterhalb dem S-férmigen Knick der Samen-
pumpe zu erfolgen.

Der Kontraktionszustand ist auf Abb. 2 schematisch dargestellt. Die
skizzierte Verengung der Ganglichtung konnte am lebenden Objekt nicht
beobachtet werden, da die Winde des Ductus nicht durchsichtig sind; bei der
starken Kontraktion der Ductuswand ist sie aber zwingend anzunehmen.

2. — Transport unbelebter Kirper in die Spermatheka

2.1. Methode

Die Spermatozoen der Honighiene haben einen Durchmesser von 0,5 um
und eine Linge von 300 um (RoTHscHILD, 1955). Der Durchmesser des Kopfes
ist dabei nicht wesentlich gréBer als der der GeiBlel. Wie schon oben gesagt,
gelangen inaktivierte Spermatozoen nicht in die Spermatheka.

Um die hier gestellte Frage zu beantworten, wurden daher als inaktive
Objekte Polyithylenkiigelchen von 7 pym Durchmesser (Serva, Heidelberg)
gewiihlt. Die Kiigelchen sind in Latexmilch suspendiert. Um die Viskositit
der Suspension zu erhohen, wurde sie zu gleichen Teilen mit einer 10 9, igen
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Gelatinelosung gemischt. Mit dieser Latex-Gelatine-Suspension wurden junge
unbegattete Koniginnen nach der iiblichen Methode mittels einer Kaniile
inseminiert. Pro Konigin wurde 6 pl Suspension verwendet, was etwa einer

Anzahl von 4,5 Mill. Kiigelchen entspricht.

KO
100 p
—_
ABB. 2. — Schematischer Schnitt durch Ductus spermaticus (DU) und Spermathekalwand (SPW).
Links im Ruhezustand, rechts kontrahiert. KO Stelle maximaler Kontraktion.
Fi1c. 2. — Coupe schématique a travers le ductus spermaticus (DU} et la paroi de la spermathéque (SPW).

A gauche : au repos; a droite : en contraction; KO : lieu de contraction maximum

2.2, Ergebnisse

7 Kéniginnen, besamt mit 6 pl der Suspension, wurden 48 Stunden nach
dem Eingriff pripariert. Zu diesem Zeitpunkt waren die Ovidukte in allen
Fillen frei von der injizierten Suspension. Die Auszihlung der Kiigelchen
erfolgte in einer Zihlkammer nach Fuchs-Rosenthal (Tab. 1).

Es war also eine gewisse Anzahl Polydthylenkiigelchen (im Mittel 1 140
4 485) aus den Ovidukten durch den engen, etwa 1 mm langen Kanal in die
Spermatheka gelangt. Bei der Beurteilung dieser Zahl ist zu beriicksichtigen,
dall nach MAGKENSEN und anderen (vgl. RuTTNER 1975) nach Besamung mit
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6 wl Sperma im Mittel 3,3-4,9 Mill. Spermatozoen in der Spermatheka gefunden
wurden, das sind etwa 5-7,5 9, der injizierten Menge.

TaB. 1. — Anzahl der Polydathylenkugeln in der
Spermatheka von Kéniginnen, die mit 6 ul einer
Suspension dieser Kugeln besamt worden waren.

TABL. 1. — Nombre de billes de polyéthyléne
dans la spermathéque des reines
que P’on a inséminées avec 6 pl
d’une suspension de ces billes.

Anzahl der Polyiithylenkugeln
Konigin No in der Spermatheka

Reine N° Nombre de billes de polyéthyléne
dans la spermatheque

1000

B = N )
(=N
(3
v

Bei gleicher Effizienz des Transfers der Kiigelchen wiren 342.000 von
ihnen in der Spermatheka zu erwarten gewesen — etwa 300 mal soviel als
tatsichlich gezihlt wurden. Allerdings sind sowohl Form wie Durchmesser der
Kiigelchen ganz anders als bei den Spermatozoen.

3. — Lokomotion der Spermatozoen

3.1. Methodik

Bei den bisherigen Versuchen zu diesen Fragen war es nicht gelungen,
Versuchsbedingungen zu schaffen, die den natiirlichen Verhéltnissen entspre-
chen. IFANTIDIs (1970) untersuchte im hingenden Tropfen, wobei sich die
Spermatozoen nach allen Seiten frei ausbreiten konnten. G. KoENIGER (1970)
verwendet beidseitig verschlossene Glaskapillaren von etwa 200 pm Durch-
messer — also dem 10-fachen Durchmesser des D. spermaticus.

Wir bedienten uns einer anderen Methode : Die Vertiefung eines Hohl-
schliff-Objekttrigers wird mit Paraffinol ausgefiillt. Auf der einen Seite des
Hohlschliffs wird aus einer Kapillare auf dem Boden des Objekttrigers (also
unter Luftabschlufl) Sperma zu einem diinnen Strang ausgezogen (Abb. 3, S).
Senkrecht dazu fullt man mittels einer zweiten Kapillare, ebenfalls unter 01
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auf dem Boden des Hohlschliffs, einen weiteren Kanal (T) mit einer Test-
fliissigkeit (physiol. Kochsalzlssung oder andere Lésungen). Die Breite des
Testkanals kann durch die Wahl von Kapillaren verschiedenen Durchmessers,
bzw. der Auszugsgeschwindigkeit nach Belieben verindert werden.

ABB. 3. — Versuchsaufbau zur Messung der Spermatozoengeschwindigkeit in verschiedenen Lésungen
und in Kandglen verschiedener Breite.

P Paraffin, S Kanal mit Sperma, T Kanal mit Testsubstanz, V Verbindungsstelle.

F16. 3. — Montage expérimental pour la mesure de la vitesse des spermatozoides dans diverses solutions
et dans des canaux de divers diamétres.

P : paraffine; S : canal contenant le sperme; T : canal contenant la substance a tester; V : jonction

Mit der Spitze einer Glaskapillare wird die Verbindung (V) zwischen den
beiden Kanilen hergestellt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Sperma-
tozoen bis an das Ende des Testkanals it sich jetzt leicht bestimmen.

3.2. Ergebnisse

Als Testfliissigkeiten zur Bestimmung der Fortbewegungsgeschwindigkeit
der Spermatozoen dienten Spermathekalfliissigkeit, Himolymphe von Arbeits-
bienen und physiologische Kochsalzlésung. In der Ringerlosung verminderte
sich die Motilitdt der Spermien nach einer duflerst lebhaften Anfangsphase
innerhalb weniger Minuten. Sie kriimmten sich z.T. unter krampfartigen Zuck-
ungen zu einem Ring und blieben von nun an bewegungslos.

Auch in Himolymphe konnten wir eine Inaktivierung der Spermatozoen
nach fiinf bis zehn Minuten feststellen. Da die Spermien innerhalb dieser Zeit
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in den meisten Fillen das Ende des Kanals erreicht hatten, lie} sich hier im
Gegensatz zur physiologischen Kochsalzlgsung aber ihre Wanderungsgeschwin-
digkeit errechnen. Der Zeitpunkt vélliger Immobilitit war weitaus weniger
exakt zu bestimmen als in Ringerlésung, da ihre Bewegungen bis zum bewe-
gungslosen Zustand sehr allmihlich abnahmen.

In der Spermathekalfliissigkeit zeigten die Spermatozoen eine etwas
geringere Motilitdt als in den beiden anderen Testsubstanzen. Auch hier
stellten sie die Bewegungen nach Erreichen des Kanalendes und einem Auf-
filllen des Ganges zu einem dicht gepackten Biindel ein, doch es war selbst nach
Stunden durch Erweitern des Kanals oder durch Hinzufiigen neuer Testfliis-
sigkeit méglich, ihre alte Motilitéit wieder herzustellen.

Da durch die gewihlte Methode nur ein zweidimensionales Sehen in der
Ebene maéglich war, konnten wir anstelle der von IFANTIDIS (1972) im hiin-
genden Tropfen beschriebenen schraubenformigen Fortbewegung nur eine
wellenformige Bewegung beobachten. Sofort nach der Verbindung des Kanals
mit dem Spermastrang strebten einzelne Spermatozoen zum entfernten
Kanalende, denen etwa in halber Linge ein dichter Pulk lebhafter Spermien
folgte.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeit wurden nur die ersten, also nur die
schnellsten Spermatozoen gewertet. Wihrend ihrer sinusférmigen Wellen-
bewegung stieflen sie immer wieder gegen den Rand des Kanals, um sich dann
zur gegeniiberliegenden Wandseite zu drehen.

Die Fortbewegungsgeschwindigkeit war stark abhingig von der Amplitude
dieser Sinusbewegung. Nach unseren Beobachtungen erreichten die Sperma-
tozoen dann eine maximale Geschwindigkeit, wenn die Gangbreite um etwa
1/3 kleiner als die Dimension war, die eine Kehrtwendung der Spermien
gestattet hitte. Diese optimale Gangbreite liegt im Bereich des mittleren
Durchmessers des Samenganges (25 pm; RurTNER 19506).

Allerdings waren Werte fiir die Geschwindigkeit in Kanalbreiten unter
30 pm kaum zu gewinnen, da in engen Kaniilen die Rinder durch die Kohiisions-
wirkung der jeweiligen Flissigkeit sehr schnell zusammenflossen und damit
der Gang unterbrochen wurde.

Andererseits war eine deutliche Verringerung der Spermatozoengeschwin-
digkeit zu erkennen, wenn der Kanal experimentell auf 100-200 pm erweitert
wurde. Wir konnten beobachten, daB3 sich die vordersten Spermatozoen nach
Erreichen der Erweiterung véllig umdrehten und damit dem nachfolgenden
Pulk den Weg blockierten. Die Vorwirtshewegung wurde plotzlich ungerichtet,
und eine Fortbewegung kam nur dadurch zustande, dal die vordersten Sper-
mien durch die nachfolgenden langsam weitergeschoben wurden.

Die im Pulk nachdringenden Spermatozoen bewegten sich, durch ihre
starke Packungsdichte veranlaBt, z.T. synchron, teilweise aber auch einzeln
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und strebten immer nach Stellen geringerer Spermatozoendichte. Befand sich
eine solche manchmal tropfenformige Erweiterung am Ende des Kanals, dann
stellten die Spermien innerhalb weniger Minuten nach Erreichen einer kom-
pakten Dichte ihre Bewegungen ein. Sie wurden aber sofort wieder aktiv,
wenn mehr Raum gegeben wurde. Folgte nach einer Erweiterung erneut eine
Verengung, so erhdhte sich sofort wieder die Geschwindigkeit, indem mehrere
Spermatozoen dem Pulk in geringem Abstand vorausschwammen.

Die ermittelte Geschwindigkeit in Abhingigkeit zur Gangbreite wurde
in Abb. 4 graphisch dargestellt. Worauf die niedrigere Spermatozoengeschwin-
digkeit in der SpermathekalfliiBigkeit gegeniiber der Himolymphe zuriickzu-
fithren ist, konnte nicht geklirt werden.

v
[pISEC] \

1004 H
4\/

s \{

60 - \I
40 | T
s— Tl
20 \\ I/I\ \\__.--—-———————-—I
e \I\I .
T T T T T T T T T T —

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

B FE}EJI]T E

ABB. 4. — Wanderungsgeschwindigkeit der Spermatozoen in Abhdingigkeit von der Gangbreite ( Abszisse).
Die mit unterbrochenen Linien verbundenen Werte konnten wegen zu geringer Anzahl von Beobachtungen
statistisch nicht abgesichert werden. H Wanderung in Haemolymphe, S in Spermathekalfliissigkeit.

Fi16. 4. — Vitesse de migration des spermatozoides en relation avec la largeur du passage (abscisse).
Les valeurs reliées par des tirets n’ont pu étre vérifiées statistiquement
en raison du nombre trop restreint des observations.
H : migration dans ’hémolymphe; S : dans le liquide spermathécal.

4. — Punktion der Spermatheka

4.1. Methodik

Nach einer leicht abgewandelten Methode von G. KoEenicer (1970)
wurden unbegattete Kéniginnen in einem Mikromanipulator fixiert und mit
CO, narkotisiert. Unter sterilen Bedingungen wurde in das 5. Tergit ein Fenster
geschnitten und die freigelegte Spermatheka vorsichtig mit einer feinen
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Glaskapillare punktiert, so dafl Spermathekalfliissigkeit austreten konnte.
Die Driisen blieben intakt. Durch Zuriickklappen des herausgeschnittenen
Chitinstiickes wurde die Wunde verschlossen. Die Behandlung der Kontroll-
Koniginnen erfolgte in derselben Weise, nur mit dem Unterschied, dafl das
Anstechen der Spermatheka unterblieb.

Eine Stunde nach der Operation erfolgte die instrumentelle Besamung mit
4 pl Sperma. 3-48 Stunden nach der Besamung wurden die Spermatozoen in der
Spermatheka ausgeziihlt. Zur Untersuchung gelangten 7 Versuchs- und 7
Kontrollkéniginnen.

Fiir den Versuch 4.22 wurde die Spermatheka anschlieflend an die Punk-

tion so weit als méglich ausgesaugt.

4.2. Ergebnisse

1. Punktion

Zum Zeitpunkt der Préiparation waren die Spermatheken in allen Fillen
mit lebenden Spermatozoen gefiillt, die lebhafte Aktivitét zeigten. Nur in der
Gegend der Einstichstelle hatten sich ungeordnete Kniiuel abgestorbener
Spermien gebildet. Wie spiiter noch genauer nachgewiesen werden konnte
(s. unten), ist dies ein Effekt der Berithrung mit Himolymphe, die die Sperma-
tozoen inaktiviert. Das Eindringen von Himolymphe in die Spermatheka ist
ein Beweis dafiir, daf} durch die Punktion eine offene Verbindung zwischen
dem Innenraum der Spermatheka und dem Hémolymphraum hergestellt
worden war.

Der Fiillungsgrad der untersuchten Spermatheken ist in Abb. 5 dargestellt.
Es zeigte sich, daf} im Endzustand zwischen punktierten und nicht punktierten
Samenblasen kein Unterschied bestand. Die Einwanderung schien bei den
ersteren sogar rascher zu erfolgen, weil bei ihnen der maximale Fuallungsgrad
schon nach weniger als 12 Stunden erreicht war.

2. Absaugen der Spermathekalfliissigkeit

Bei einer zweiten Versuchsserie wurde zusitzlich zur Punktion die Sper-
mathekalfliissigkeit abgesaugt. Das hatte zur Folge, dafl die Samenblasenwand
vollstindig kollabierte. Eine Stunde nach dem Eingriff wurde mit 4 pl Sperma
besamt. Die Auszihlung der in die Spermatheka gelangten Spermatozoen

erfolgte 3-18 Stunden nach der Besamung (Abb. 6).

Bei der Préaparation zeigte sich, dal} die Spermatheka schon 4 Stunden
nach der Operation (= 3 Stunden nach der Besamung) weitgehend ihre alte
Form wieder angenommen hatte. Dies war nicht Folge einer Sekretion in die
Blase, denn die Wiedererlangung der alten Form war auch dann zu beobachten,
wenn in die Wand ein groBeres, viereckiges Fenster geschnitten und anschlie-
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Bend die Blase zusammengeprefit worden war. Es verhilt sich vielmehr so,
dafl die Spermatheka innen mit einer durchsichtigen, sehr festen Cuticula
ausgekleidet ist, die wie ein Gummiball die Tendenz hat, nach jeder Defor-
mierung wieder die alte Gestalt anzunehmen.
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ABB. 5. — Einwanderung der Spermatozoen (in Millionen) in punktierte Spermatheken (S).

K Kontrolle mit intakten Spermatheken. Durch Punkte verbundene Werte : Statistisch nicht gesichert.

Fi16. 5. — Migration des spermatozoides (en millions) dans la spermathéque aprés ponction (S)
K : contrdle avec une spermathéque intacte.
Valeurs reliées par des pointillés : valeurs non vérifiées statistiquement.

Die schon wenige Stunden nach dem Aussaugen in der Spermatheka
wieder vorhandene Fliissigkeit diirfte zum gréfiten Teil Himolymphe gewesen
sein. Wie nach der Punktion waren auch hier die Spermatozoen in der Nihe
der Einstichstelle verklumpt, jedoch waren auch alle iibrigen unbeweglich.

Wie die Auszidhlung ergeben hat, war schon nach 3 Stunden ein Plateau
von etwa 10.000 eingewanderten Spermien erreicht, das sich im weiteren
Verlauf nicht mehr dnderte (Abb. 6). Wenn die festgestellten Zahlen also um
mehr als zwei Zehnerpotenzen unter denen liegen, die nach einfacher Punktion
gefunden wurden (Abb. 5), so ist das im wesentlichen darauf zuriickzufiihren,
dal der EinwanderungsprozeB zwar in Gang kam, aber sehr rasch wieder
abgestoppt wurde.
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AgsB. 6. — Einwanderung der Spermatozoen (Angabe in Tausend) in Spermatheken,
die nach der Punktion ausgesaugt worden waren.
F1c. 6. — Migration des spermatozoides (en centaines) dans des spermathéques
aprés ponction et aspiration du liquide.
5. — Verhalten der Spermatozoen in den Geschlechtsorganen der Kénigin

Es wurden 23 Koniginnen instrumentell besamt und 6 Stunden spiter
fixiert. Vom gesamten inneren Geschlechtstrakt wurden histologische Schnitt-
priparate angefertigt, bei deren Untersuchung sich folgendes Bild ergab.

Von den gefiillten Ovidukten reichte das Sperma iiber die Vagina bis zur
Bursa copulatrix. Deutlich lief§ sich im medianen Ovidukt ein « orientierendes
Verhalten » (F. RUTTNER, 1956) der Spermatozoen erkennen, das sich daran
zeigte, daB} sie mit den Képfen zur Wand gerichtet waren. Die Miindung des
Samenblasenganges umsdumte ein geordnetes Biindel parallel gelagerter Sper-
matozoen, das bis in den Gang hineinragte (Abb. 7). Die Hauptmasse der Sper-
matozoen lag aber als ungeordneter Kniuel in den Ovidukten. Sie wird offenbar

durch die Vagina ausgeprel3t.

Das Lumen des Samenblasenganges wird durch eine Chitinlage von
unterschiedlicher Dicke ausgekleidet. Am stirksten (2-3 pm) ist sie in der
Kontraktionszone ausgebildet. Der Durchmesser des Ganges betrigt an der
Miindung in den mittleren Eileiter 20-25 pm, im Bereich der Samenpumpe
verengt er sich auf 8-10 pm, um sich im Bereich der Einmiindung der beiden
Driiseniiste bis auf 25-35 pm Durchmesser zu erweitern. Diese Messungen
wurden an fixiertem Material durchgefiihrt.

Im Samenblasengang liegen die Spermatozoen dicht gepackt in wellen-
formiger Anordnung. In der trichterformigen Erweiterung in Hohe der Ein-
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miindung der Spermathekaldriise ist der Hauptstrang der Spermatozoen zur
Spermatheka gerichtet. Eine Untersuchung der etwa 6-8 ym weiten Haupt-
ginge der Driisen haben aber ergeben, daBl auch diese dicht mit Spermien
angefiillt waren. Einzelne Spermatozoen waren sogar bis in die Zellhalskaniile

vorgedrungen (Abb. 8).

ABB. 7. — Miindung des Ductus spermaticus in die Vagina.

Der Grossteil der Spermien befindet sich in einer ungeordneten Masse (unten), die spiter durch die pressen-
den Bewegungen der Kénigin ausgeschieden wird. Nur ein Teil der Spermien bewegt sich mit parallel
angeordneten Geisseln aktiv in Richtung Ductus (oben). DS Ductus spermaticus. Vergr. ca 280 fach.

F16. 7. — Orifice du ductus spermaticus dans le vagin.

La majeure partie des spermatozoides se trouve en une masse désordonnée (en bas) qui est éliminée ensuite

par les mouvements de compression de la reine. Seule une partie des spermatozoides, tous rangés paralléle-

ment, se déplace activement en direction du ductus (en haut), DS : ductus spermaticus; Grossissement :
environ 280

DISKUSSION

Der von Bgresspau (1905) aufgrund histologischer Schnittpriparate
geprigte Begriff der « Spermathekalpumpe » fithrte zur Vermutung aktiver
Muskelkontraktionen, welche aber bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen
werden konnten. Durch die in dieser Arbeit beschriebenen reproduzierbaren
Kontraktionen ist fiir zukiinftige Untersuchungen jedoch eine Moglichkeit
aufgezeigt, weitgehende Informationen iiber deren Mechanismus zu erhalten.

Das zu geringe Bildauflosungsvermégen der zur Verfiigung stehenden
Fernsehkamera gestattete es leider nicht, exakt zwischen einer peristaltischen
Bewegung und einer einfachen Xontraktionsphase zu wunterscheiden. Es
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reichte aber aus, um die bisherige hypothetische Annahme der Unterstiitzung
des Spermatozoentransfers in die Spermatheka durch die Spermathekalpumpe
zu bestitigen.

ABB. 8. — Ldingsschnitt, durch einen Ast der Spermathekaldriise

SE Sekret; SZ Driisenzelle; ZK Zellhalskanal mit Spermatozoen; DL Lumen des Driisenganges mit einge-
wanderten Spermatozoen. Vergr. ca 2700 fach.

Fic. 8. — Coupe longitudinale dans une branche de la glande de la spermathéque.

SE : sécrétion; SZ : cellule sécrétrice; ZK : canal du col de la cellule avec des spermatozoides; DL : lumiére
du conduit glandulaire avec des spermatozoides qui ont immigré.
Grossissement : environ 2 700

Der passive Transport lebloser runder Partikel in die Spermatheka darf
als wesentliches Argument dafiir gewertet werden, dal} die Kontraktionen der
Muskulatur des Ductus spermaticus die Einwanderung der Spermatozoen
fordern. Ein Transport inaktiver und deshalb ungeordneter Spermatozoen
ist hingegen nicht moglich.

Ein zweiter wesentlicher Befund zur Deutung des Spermatozoentransfers
in die Spermatheka liegt in der Beobachtung einer gerichteten Lokomotion in
den Kapillargingen unterhalb eines Durchmessers von 50 pm. Die unter
einem Oltropfen ermittelte optimale Wanderungsgeschwindigkeit bei einem
Gangdurchmesser unter 35 pum liegt damit im Bereich des Durchmessers des
Ductus spermaticus.

Die Punktion der Spermatheka verhinderte nicht das Einwandern der

Spermatozoen. Die Annahme einer méglichen Rheotaxis der Spermien durch
entgegenstromende Fliissigkeit ist damit widerlegt. Offen bleibt hingegen die
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Moglichkeit der Chemotaxis durch das Driisensekret bzw. die Spermathekal-
fliissigkeit. Auch die Entfernung der Driisen (RUuTTNER und KoENIGER 1971)
konnte dieses Problem nicht lésen. Denn es war nicht zu unterscheiden, ob
das Driisensekret iiber eine einfache Aktivierung oder iiber eine echte Chemo-
taxis wirkt.

Nach Absaugen der Spermathekalfliissigkeit wandern nur in den ersten
Stunden nach erfolgter Besamung Spermatozoen ein, spiter jedoch nicht mehr.
Es ist anzunehmen, dafl die anfingliche Einwanderung durch die im Ductus
verbliebene Flissigkeit ermoglicht wurde. Sobald diese durch die aus der Sper-
matheka nachstromende Himolymphe ersetzt war, kam die Spermienmo-
tilitédt zum Erliegen.

Einen entscheidenden Hinweis auf eine gerichtete Lokomotion und die
Art der Motilitit offenbarten histologische Schnittpriparate. Es wird deutlich,
daBl der Situs der Spermatozoen in den Geschlechtsgiingen der Kénigin wenige
Stunden nach der Besamung mit den experimentellen Befunden in Einklang
steht :

Im medianen Ovidukt orientieren sich die an der Oberfliche liegenden
Spermatozoen durch Eigenbewegung zur Wand. In der trichterférmigen
Miindung des Samenblasenganges entsteht auf diese Weise ein zur Samenblase
hin orientierter Spermienstrang. Die Spermamasse im Zentrum des Eileiters
hingegen bleibt ungeordnet und wird in diesem Zustand durch die Vagina nach
aullen beférdert. Bei ihrer Wanderung in die Spermatheka dringt ein Teil der
Spermatozoen auch in die Ginge der Samenblasendriise ein.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann das eingangs dargestellte Blockdiagramm
wesentlich vereinfacht werden (Abb. 9). Fiir den Transport der Spermatozoen
von den Ovidukten in die Samenblase ergibt sich nun folgender Weg :

1. Durch Kontraktionen der Abdominalmuskulatur der Kénigin (B)
werden die Spermamassen in Richtung der Miindung des Samenblasenganges

gepref3t.

2. Unterdessen kommt es durch die « Wandreaktionen » der Spermatozoen
(d.h. ihr Verhalten, so lange schlingelnde Suchbewegungen auszufiihren, bis
sie mit ihrem Kopf an eine Oberfliche — die Wand des Organs, Luftblasen,
feste Partikel — stoBen) zu einer wenigstens voriibergehenden Anheftung und
damit zu einer polaren Orientierung der Spermatozoen (C). In einen engen
Gang mit trichterférmiger Offnung gelangen deshalb zwangsldufig nur polar
orientierte Spermatozoen. Damit wird verstindlich, warum nur ein kleiner
Teil der iibertragenen Spermatozoen die Spermatheka erreicht.

3. Die in die Miindung des Ductus spermaticus gelangten Spermien
bewegen sich mit beachtlicher Geschwindigkeit in Richtung zur Spermatheka (F).
Ihre Eigenbeweglichkeit hingt ab

7 036 061 5 2
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a) vom Chemismus des umgebenden Mediums und

b) von dem zur Verfiigung stehenden Raum, wie eindeuti durch ihre
Bewegungen unter dem Oltropfen belegt wurde.

ABB.9. — Diagramm zum Spermieniransfer in die Spermatheka unter
Beriicksichtigung der hier vorgelegten Ergebnisse (s. Abb. 1).

Erliduterungen siehe Text.

¥ic. 9. — Diagramme du transfert des spermatozoides dans la spermathéque
d’aprés les résultats exposés ici (voir Fig. 1).

Explications dans le résumé

4. Die Erweiterung des Raumes in der Spermatheka (M) hat ein Einrollen
und damit eine Behinderung der nachfolgenden Spermien zur Folge. Die
Kontraktionen der Spermathekalpumpe (I) sorgen aber fiir einen kriftigen
Schub des Spermienstranges. Die Bedeutung dieser passiven Transporthilfe
ist vermutlich in der letzten Phase der Spermathekalfiilllung besonders grof3,
wenn es gilt, eine moglichst dichte Packung zu erzielen.

5. Die Frage nach der spezifischen Wirkung des Driisensekretes (H)
kann noch nicht eindeutig beantwortet werden. Ihr Einfluf} auf die Aktivitit
und Lebensdauer der Spermatozoen geht aus fritheren Untersuchugen hervor.

Eingegangen im September 1976

Regu pour publication en septembre 1976

RESUME

Lors de I'insémination de la reine d’abeille, le sperme est tout d’abord emmagasiné dans
les oviductes latéraux. De 1a une partie des spermatozoides parvient a la spermathéque dans
1es 24 heures, tandis que la majeure partie d’entre eux est expulsée vers ’extérieur par le vagin.
1l est bien connu que, lors de ce transfert, les mouvements passifs aussi bien qu’actifs des sper-
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matozoides jouent un rdle (RUTTNER et KOENIGER, 1971), mais il reste encore a élucider 1'im-
portance des facteurs pris isolément. Ce probléme a été réexaminé a I’aide d’autres méthodes.

Sur des préparations fraiches on a pu déclencher des contractions des muscles du ductus
spermaticus en les arrosant d’une solution de Ringer tiéde. Une contraction annulaire parti-
culi¢rement nette se forme dans la région ol le canal du ductus est particuliérement étroit
(8 24 10 um) et pourvu d’une épaisse couche de chitine. A I’aide de ces contractions musculaires
on a pu également envoyer dans la spermathéque des corps inertes.

On a injecté dans les oviductes 6 1] d’une suspension de billes de polyéthyléne (@ 7 xim,
nombre 4,5 millions) et trouvé en moyenne 1 140 billes dans la spermathéque.

La migration des spermatozoides a été étudiée dans des canaux étroits, emplis d’un liquide
et extraits & I’aide d’une canule sous une goutte d’huile de paraffine (Fig. 3). Dans les canaux
de moins de 35 um de diamétre (Fig. 4) la vitesse de locomotion est la plus élevée. La migration
est plus rapide dans I’hémolymphe que dans le liquide spermathécal, mais les spermatozoides
sont inactifs un peu plus tard.

Pour étudier une éventuelle stimulation rhéotactique sur les spermatozoides (RUTTNER
et KOENIGER, 1971), on a effectué avant I'insémination une ponction dans la spermathéque
aux glandes intactes. La migration des spermatozoides a malgré tout eu lieu dans des propor-
tions normales (Fig. 5).

Si par contre on préléve simultanément le liquide spermathécal en ’aspirant — ’espace
vide se remplit alors automatiquement d’hémolymphe — le remplissage de la spermathéque se
trouve alors interrompu. Ceci prouve que la migration des spermatozoides dépend de la nature
du liquide de la spermathéque. Lors de la migration, les spermatozoides se trouvent dans un
état hautement actif; il s’ensuit qu’ils migrent méme dans les canaux des glandes (Fig. 8).

Le comportement des spermatozoides dans 'oviducte et le canal de la spermathéque a
été étudié a I’aide de coupes histologiques (Fig. 7).

On a cherché a représenter I’ensemble complexe des facteurs qui entrent en jeu dans le
transfert des spermatozoides au moyen de diagrammes, I'un sans tenir compte des nouveaux
résultats, ’autre en en tenant compte (Fig. 1 et 9). Situation de départ (Fig. 1) : Lors de I'insé-
mination la majeure partie du sperme parvient dans les oviductes (A) et en dilate les parois.
Cela déclenche probablement une stimulation des récepteurs, qui provoque une excitation du
systéme nerveux central (E). Sur les trajets nerveux il pourrait se produire un déversement de
sécrétion glandulaire (H) ainsi qu’une activation de la « pompe spermathécale » qui pourrait
consister en de simples contractions musculaires (I) ou en un véritable effet de pompe (aspira-
tion du sperme, K). A la suite de I'insémination on peut observer de fortes contractions de
I’abdomen (B), qui provoquent un transport du sperme en direction caudale. En raison du faible
diameétre du ductus spermaticus seuls les spermatozoides disposés parallélement et orientés
polairement peuvent le traverser; les spermatozoides inactifs restent en un rouleau désordonné
(D) et sont expulsés par le vagin. Les spermatozoides actifs s’orientent la téte vers la paroi et
peuvent atteindre la spermathéque (M), soit par migration active (F), soit par transport passif
(G). Le transport pourrait étre facilité par ’effet d’aspiration de la pompe spermathécale (K).
La migration active pourrait étre favorisée par la rhéotaxie (N) de sens opposé a un courant
provenant de la spermathéque (L), par la simple activation due a la sécrétion glandulaire (H)
ou par les contractions de la pompe (I).

En tenant compte des résultats de ce travail, le diagramme peut étre substantiellement
simplifié (Fig. 9) : les facteurs les plus importants demeurent les contractions des muscles
abdominaux de la reine (B), I'orientation polaire (C) et la migration active (F) des sperma-
tozoides, favorisée par la sécrétion glandulaire activante (H) et par les contractions des muscles
du ductus spermaticus (I). Les phénomeénes au niveau du systéme nerveux central de la reine (E)
n’ont pas été étudiés et restent donc hypothétiques.
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