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RESUMO

Abelhas rainhas (Apis mellifera L.) acasalam em um curto periodo no inicio de suas vidas. Apos a copula,
0s espermatozoides serdo armazenados em um 6rgéao especializado: a espermateca. O objetivo deste estudo
€ buscar responder se a origemda rainha pode influenciar a viabilidade espermatica. As espermatecas de
cinquenta rainhas jovens, acasaladas naturalmente e originadas de dois apiarios distintos foram
disseccionadas, e 0 contelido esperméatico armazenado foi avaliado quanto & concentragdo e motilidade.
Conclui-se que apesar das origens distintas, 0s espermatozoides apresentam em média padrdes de
viabilidade semelhantes, considerados limitrofes no que diz respeito a qualidade reprodutiva de rainhas.
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ABSTRACT

Honey bee queens (Apis mellifera L.) mate for a short period early in their lives. After copulation, sperm
will be stored in a specialized organ: the spermtheca. The aim of the study is to answer whether the queen
origin can lead to sperm viability. The spermate from fifty young queens, naturally mated and originating
from two different apiaries were dissected, and the stored sperm content was evaluated for concentration
and motility. We have concluded that despite the distinct origins, sperm have, on average, patterns of
viability, considered borderline with regard to the reproductive quality of the honey bee queens.
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1 INTRODUCAO

A rainha tem como principal fungdo na coldnia a reproducdo, com potencial de manter, desenvolver a
populacdo e gerar produtividade (DODOLOGLU; GENE, 2003). Por volta dos primeiros seis dias de vida a
rainha realiza 0 voo nupcial, quando ocorre a cOpula com sete a dezessete zangdes, entdo retorna a colbnia
com aproximadamente 10-20 pL de sémen (em torno de 100 milhdes de espermatozoides) alojados em seus
ovidutos (WOYKE, 1962).

O estoque de espermatozoides da espermateca esta diretamente relacionado a capacidade e qualidade
reprodutiva da rainha. Segundo estudos realizados por Woyke (1962), foi sugerido que uma rainha deve possuir
no minimo 3 milhGes de espermatozoides armazenados para ter qualidade reprodutiva. Estudos recentes tém
indicado que um dos possiveis fatores relacionados a redugdo na populacdo de abelhas se deve a casos
recorrentes de falhas de rainhas, onde a baixa viabilidade espermatica tem sido associada ao fato (MCAFEE et
al., 2020a; 2020b; MCAFEE; TARPY; FOSTER, 2021). Anteriormente, Pettiset al. (2016) ja haviam
encontrado essa relagcdo quando compararam o conteudo de espermatecas de rainhas decol6nias produtivas
versus ndo produtivas.

De acordo com 0 exposto, a viabilidade espermatica pode ser um parametro interessante para estudos sobre
gualidade de rainhas, sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o contelido das espermatecas de rainhas
africanizadas de origens diferentes quanto a concentracdo e motilidade.

2 METODO

O projeto foi realizado na Universidade Tecnolégica Federal do Parand, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-
DV), entre novembro de 2020 a maio de 2021. Foram analisadas 83 espermatecas de abelhas rainhas
africanizadas Apis mellifera L. jovens acasaladas naturalmente, originadas em dois apiarios distintos.

As rainhas foram alojadas em gaiolas tipo JZsBZs®, junto com 10 abelhas operarias e alimento candi e em
seguida encaminhadas para a UTFPR-DV. A chegada para parametrizar o tempo de espera para a dissec¢ioe
armazenamento da espermateca em condicOes adequadas, foi realizado um sorteio que determinou a sequéncia
da disseccdo e pesagem. A disseccdo para obtencdo das espermatecas foi realizada sob Microscopio
Estereoscopio (DI-224, Piracicaba, Sdo Paulo - Brasil). O térax e o abdome, foram fixados dorsalmente com
alfinetes entomoldgicos, em uma placa dePetri contendo cera de abelha em forma sélida; a disseccdo do
abddmen foi realizada a partir da insercdo da tesoura na porcéao terminal, seguindo em direcdo ao térax e com
0 auxilio de uma pinga (tipo relojoeiro 12cmreta) a regido ventral do exoesqueleto foi removida, expondo 0s
6rgdos internos e a espermateca.

Cada espermateca foi transferida para eppendorfs contendo 250l de solugdo de Ringer (KAFTANOGLU;
PENG, 1984) a 36 °C e transportada para o Laboratério de Reprodugdo Animal/ UTFPR-DV para
processamento e analise. O processo para a coleta dos espermatozoides ocorreu a partir da ruptura da
membrana epitelial da espermateca com tesoura Castroviejo curva. O processo de lavagem da espermateca foi
realizado com solucdo Ringer, ajustado para a obtencdo de 1mL de solugcdo de sémen. Essa mistura foi
homogeneizada gentilmente por inversdes do micro-tubo.

A concentracdo espermatica foi verificada utilizando o protocolo descrito por Collins e Donoghue (1999),
modificado por Rousseau; Fournier; Giovenazzo (2015), utilizando a cAmara hematimétrica de Neubauer. As
células espermaticas foram contadas em 5 quadrados (0.1 mm3 = 0.1 pL, cada), presentes nos quatro cantos e
no centro do hemocitdmetro, sendo a contagem repetida duas vezes em microscopio éptico de luz, utilizando
aumento de 400x. Para o calculo do total de espermatozoides foi utilizada a seguinte formula:

[(Contagem 1 %5 %10 *» 1000) + (Contagem 2 * 5 * 10 x* 1000)]
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Total de células =
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A visualizagdo do total de células foi realizada com base no método de coloracdo fluorescente dupla
descrito por Locke et al. (1990), modificado por Wegener et al. (2012), onde 2uL de 1mg/mL de iodeto de
propideo (Invitrogen) em Ringer e 1L de 0,5mg/ml de Hoechst 33342 (Invitrogen H1399) em Ringer foram
adicionados a 100uL da suspensdo de espermatozoides em solucao Ringer a 36 °C. Ap6s incubacdo a 36°C no
escuro por 20 minutos, uma amostra homogénea de 15uL foi colocada entre 1dmina e laminula e avaliada em
microscopio de fluorescéncia em um aumento de 400x. Para o célculo da porcentagem de células mortas foram
contadas pelo menos 200 células por amostra a partir de imagens processadas pelo software FUJI
(SCHINDELIN et al., 2012).

Os dados de concentracdo e motilidade espermatica foram transformados quando ndo apresentaram
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias (teste Brown-Forsythe), e entéo
submetidos a ANOVA. O efeito da origem das rainhas foi testado sobre os pardmetros qualitativos do sémen.
Para comparacdo das médias entre grupos foi utilizado o teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. As
analises foram realizadas utilizando o software Prism Graphpad for Mac OS (2021).

3 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo evidenciaram diferencas estatisticas significativas (p<0,05)
entre os apiarios em relacéo a caracteristica motilidade espermética. Contudo, é possivel verificar (Figura 1)
que para ambos os locais, que uma maior proporc¢ao dos espermatozoides se encontra com escore entre um e
guatro para motilidade. Segundo a classificacdo do escore proposto por Queiroz (2003), os espermatozoides em
nosso trabalho apresentaram de maneira geral, movimento lento (2), seguido por motilidade intermediaria (3)
e exclusivamente oscilatério (1).

Figura 1 - Comparacdo da motilidade de espermatozoides, armazenados em espermatecas de rainhas, para dois

apiarios comerciais. Taxa de motilidade ¢ mostrada no eixo x, onde 0s scores representam respectivamente: 1-

Exclusivamente oscilatério, 2- Lento, 3- Intermediario, 4- Progressivo retilineo rapido e 5- Progressivo retilineo
muito rapido.
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Fonte: Autoria prépria (2021)

A motilidade é a capacidade de movimento e sua taxa é um critério que esta relacionado com a viabilidade
espermatica, ja que essa caracteristica é fundamentalmente necessaria para que os espermatozoidesalcancem a
espermateca da rainha apés a cépula e no momento da fecundacdo (GRANEMANN, 2006; BORTOLOZZO
et al., 2008; WEGENER et al., 2012).

Contudo, estudos realizados por Locker e Peng (1993) demonstraram que a motilidade espermatica tende
a reduzir ao longo do tempo de armazenamento apresentado médias que variam de 3,05 a 2,34 entre uma e seis
semanas. Kaftanoglu e Peng (2015) testando a utilizagdo de diferentes diluentes para a criopreservacao de
sémen de zangBes observaram taxas de motilidade que variaram entre 2,5 a 4,5, entretanto a maioria dos
diluentes testados apresentaram espermatozoides com maior taxa de motilidade que o presente trabalho.
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A concentracdo espermatica trata-se de um pardmetro complementar & motilidade, pois indica a quantidade
de espermatozoides presentes dentro da espermateca, e essa pode, assim como a motilidade, ser influenciada
por diversos fatores externos, tais como quantidade de zang®es utilizados para a copula, a idade dos zangbes
e a estacdo do ano em que ocorreu 0 voo nupcial (RHODES, 2011). Em nosso trabalho, ndo encontramos
diferenca na concentracdo de espermatozoides (p>0,05) entre apiarios (origens) distintos (Figura 2).

Figura 2 - Comparagao entre a concentragéo espermatica em rainhas produzidas em dois apiarios comerciais.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A concentracdo espermatica média foi de 3x10° espermatozoides/ml (Figura 2), valor esse considerado o
minimo (WOYKE, 1962) para que uma rainha tenha qualidade reprodutiva. Os apicultores brasileiros
normalmente adquirem poucas rainhas de apiarios comerciais ao ano (Informacéo verbal)!, e ao observarmos
a dispersdo da Figura 2 dentro e entre as duas origens, boa parte das rainhas estdo abaixo do minimo desejado.
Visto a importancia desse parametro para 0o bom desempenho das rainhas e consequentemente da
produtividade da colénia (PETTIS et al., 2016) seria interessante buscar a padronizacdo do processo de
fecundacéo natural, mesmo sabendo que o mesmo tem grande influéncia ambiental (KOENIGER et al., 2005).

4 CONCLUSAO

Rainhas de origens diferentes tem viabilidade espermatica similar e limitrofe quanto aos padrdes de
qualidade reprodutiva.
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