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RESUMO

O presente estudo tem por objetivo caracterizar 0s espermatozoides de zangdes de
abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) no semiarido, produzidos no periodo de safra e
entressafra. Os zangdes foram obtidos durante o periodo de safra nos meses de marco a
junho de 2018 e de entressafra nos meses de outubro e dezembro de 2018 na Estacdo
Experimental da UFERSA. Os zangfes foram considerados maduros quando
apresentaram eversdo completa e presenca de sémen na ponta do enddfalo. A coleta do
sémen foi feita pela técnica de eversdao manual do pénis. Foram avaliados 0s seguintes
pardmetros espermaticos: motilidade, integridade da membrana, concentragdo e
morfologia. Observou-se que os zangdes de abelhas africanizadas avaliados no periodo
de safra apresentaram uma motilidade média de 85,6 + 8,1%, uma viabilidade de 80,2 +
10,0% e uma concentracdo de 3,8 + 1,2x10° espermatozoides. J4 os avaliados na
entressafra apresentaram uma motilidade média de 52 + 21,2%, uma viabilidade de 70,9
+ 12,8% e uma concentracdo de 3 + 1,1x10° espermatozoides. Os espermatozoides
avaliados na safra apresentaram mais anormalidades em sua morfologia, tendo um
percentual médio de espermatozoides com cauda enrolada de 64,9%, cauda quebrada
3,6% e cauda dupla 1,1% em relacdo aos avaliados na entressafra que tiveram um
percentual médio de espermatozoides com cauda enrolada de 60,7%, cauda quebrada
2% e cauda dupla 1,1%. O periodo de coletado dos espermatozoides influencia em suas
caracteristicas espermaticas. Os espermatozoides avaliados no periodo de safra
apresentaram motilidade, viabilidade e concentracdo superiores aos espermatozoides
avaliados na entressafra. No entanto, em relacdo a morfologia, os espermatozoides de
safra, apresentaram mais defeitos morfologicos, sendo cauda enrolada o principal,

guando comparados com os avaliados na entressafra.

Palavras-chave: Motilidade espermatica. Viabilidade espermatica. Concentracdo

espermatica. Morfologia espermatica.



ABSTRACT

The present study aims to characterize the spermatozoa of Africanized bees (Apis
mellifera L.) in the semiarid region, produced during the harvest and off - season. The
drones were obtained during the harvest period in the months of March to June of 2018
and of off-season in the months of October and December of 2018 at the Experimental
Station of UFERSA. The drones were considered mature when they presented complete
inversion and presence of semen in the tip of the endophallus. Semen collection was
done by manual penile eversion technique. The following sperm parameters were
evaluated: motility, membrane integrity, concentration and morphology. It was
observed that the africanized bee bees evaluated in the harvest period had an average
motility of 85.6 + 8.1%, a viability of 80.2 + 10% and a concentration of 3.8 + 1.2x10°
spermatozoa. On the other hand, the mean values were 52 + 21.2%, 70.9 + 12.8% and 3
+ 1.1x10° spermatozoa. The spermatozoa evaluated in the crop showed more
abnormalities in their morphology, having an average percentage of spermatozoa with
coiled tail of 64.9%, broken tail 3.6% and double tail 1.1% in relation to those evaluated
in the off season that had an average percentage of spermatozoa with coiled tail of
60.7%, broken tail 2% and double tail 1,1%. The spermatozoa evaluated in the harvest
period presented motility, viability and concentration superior to the spermatozoa
evaluated in the off season. However, in relation to the morphology, the spermatozoa of
the crop, presented more morphological defects, being the coiled tail the main one,

when compared with those evaluated in the off season.

Keywords: Sperm motility. Sperm viability. Sperm concentration. Sperma morphology.
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1. INTRODUCAO

A atividade apicola atende aos critérios técnicos adequados ao tripé da
sustentabilidade (Social, Econémico e Ambiental) (ALMEIDA & CARVALHO, 2009).
Capaz de utilizar a méo de obra familiar, ser rentavel e estabelecer o homem no campo.
A atividade esta crescendo no Nordeste do Brasil, onde € caracterizada por ser praticada
por pequenos agricultores ligados a agricultura familiar (KHAN et al., 2009). Os
produtores, descapitalizados, ndo veem a atividade apicola como principal fonte de
renda, mas como fonte de renda complementar (PEREIRA et al., 2000; VILELA,
2002).

Um dos maiores problemas que a atividade apicola vem enfrentando na regido
nordeste é a escassez de chuvas e altas temperaturas, 0 que vem provocando perdas de
enxames pelo processo de enxameagem (abandono das col6nias), sendo esta situacdo
intensificada nos anos de 2012 a 2015, quando registrou-se a pior seca dos ultimo 50
anos, atingindo seu ponto critico em 2012, cujos indices produtivos provocaram a queda
de aproximadamente 50% na producdo regional de mel, e perdas de 80% dos enxames
(VIDAL, 2014; MARTINS & MAGALHAES, 2015) a qual foi refletida em 2013 e nos
anos seguintes dificultando assim a aquisi¢cdo de novas col6nias, tanto para iniciar a

atividade como para ampliar o numero de apiarios atingidos pela seca.

A apicultura nordestina é feita com base de capturas de enxames da natureza, 0s
quais ndo sdo passiveis de melhoramento algum, o que na maioria das vezes torna-se
inviavel a manutencdo desses enxames. Entretanto a aquisicdo de enxames com abelhas
rainhas melhorada geneticamente e aquisicdo de abelhas rainhas de boa linhagem
genética apresentam-se como alternativas para a solucdo destes problemas, tendo como
o principal processo a selecdo de caracteristicas de interesse econémico (GRAMACHO
et al., 2004).

O melhoramento genético tem como objetivo a obtengdo de linhagens produtivas
(SOUZA et al., 2012). Portanto entre os inimeros fatores que podem afetar as coldnias
de abelhas, tais como patologias, a qualidade genética da rainha, tem sido
constantemente discutida (TARPY et al., 2000; GILLEY et al., 2003; IBRAHIM &
SPIVAK, 2006; VAN-ENGELSDORP & MEIXNER, 2010). A abelha rainha é o alvo
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de todas as informacdes importantes para a selecdo, pois é ela que transmite, juntamente
com os espermatozoides dos zangfes alojados na sua espermateca, as qualidades
herdaveis da colbnia, sendo a Unica fémea fértil contribuindo com 50% de todo o
material genético repassado para as operarias (RINDERER et al., 1986; RHODES,

2011) e os outros 50% sdo repassados pelos zangdes.

E necessario um grande nimero de zangdes para obter uma copula bem-
sucedida, de 7 a 20 zangdes, e para as rainhas inseminadas instrumentalmente, de 20 a
25 (MORITZ & KUHNERT, 1984; PAGE & PENG, 2001). Essa abundancia de
zangOes gera uma maior diversidade genética para as proles e uma vida Util prolongada
a rainha. Sendo, de extrema importancia a producdo de machos de boa qualidade e em
quantidade, pois € invidvel possuir rainhas selecionadas sem contar com zangdes
capazes de fecunda-las artificialmente, ou mesmo esperar a época de criagdo natural de
zang0es pelas col6nias (COBEY, 2007; COBEY et al., 2013).

Ainda assim, informacgdes académicas sobre fatores que podem afetar a
fertilidade dos espermatozoides dos zangBes na rainha de abelhas africanizadas (Apis
mellifera L.), bem como sobre a biologia, fisiologia e producdo sdo escassos. Um dos
motivos, podendo ser até o principal, é que seu estudo tem certa complexidade devido
ao fato de que zangdes sdo encontrados apenas em periodos com abundancia de néctar e
pélen (FREE & WILLIAMS, 1975; ABDELKADER et al., 2014; CHAIMANEE et al.,
2016). Devido a essas dificuldades ha uma necessidade de se aprofundar nos estudos

voltados sobre este tema em abelhas africanizadas (Apis mellifera L.).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Caracterizar os espermatozoides de zangdes de abelhas africanizadas (Apis
mellifera L.) no semiérido, produzidos no periodo de safra e entressafra.

2.2. Especificos

o Verificar o efeito dos fatores climaticos sobre os parametros espermaticos de
zang0es de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) no semiarido.
o Verificar o efeito da época do ano sobre os parametros espermaticos de zangdes

de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) no semiarido.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Biologia e reproducdo dos zangdes

A abelha rainha é a fémea dominante na colb6nia de Apis mellifera, sendo
responsavel pelo controle da col6nia e postura dos ovos (KRAUS et al., 2003). As
rainhas sé acasalam no inicio de suas vidas, através cdpula com mdltiplos machos, e
estes apOs a cOpula morrem, pois perdem parte do abdome e aparelho genital. Os
zang0Oes s existem para acasalar, ndo executam funcdo util no ninho e grande parte
morre antes de acasalar (WINSTON, 2003).

Apesar de existir uma grande quantidade de informacdes sobre a producédo de
abelhas rainhas, assim como a necessidade de utilizar zangdes (Apis mellifera L.) na
reproducdo da espécie, ainda sdo poucos comentados os métodos de selecdo, criacdo e
manutencdo dos zang0es, tanto em pesquisas de melhoramento quanto em empresas
especializadas em producdo de rainhas (RHODES, 2002; 2011). Certas empresas levam
em conta caracteristicas relacionadas a capacidade produtiva das operarias, e nao 0s
atributos importantes para o acasalamento bem sucedido em condi¢fes adversas. A
titulo de exemplo a criacdo de um grande nimero de zang@es, independente das
condi¢des sazonais e nutricionais do ambiente, de sua conservacdo e manutencdo; é
possivel conseguir maior tempo de vida Gtil , assim como sua sele¢cdo tomando como
critério o volume de sémen, o qual permitira selecionar zangdes com maior contetdo
seminal, por tanto contendo mais espermatozoides, com alta viabilidade e a motilidade
(RHODES et al., 2011; GONTARZ et al., 2016).

As coldnias tendem a produzir zangBes em épocas que coincidem com a
producdo de rainhas virgens, geralmente em épocas com abundancia de alimento
(NOVAES, 2011). Segundo Free & Williams (1975) em paises temperados, 0s ovos de
zangbes normalmente aparecem na primavera e atingem seu auge no inicio do veréo, ja

no inicio do outono deixam de serem postos.

Os zangdes nascem de um ovo ndo fecundado, proveniente de células chamadas

zanganeiras. Eles s&o os unicos machos da col6nia e ndo realizam nenhuma funcéo além
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da fecundacgéo. Na falta de alimento, principalmente nos final das floradas, geralmente
eles sdo mortos pelas operarias como forma de melhorar a eficiéncia do uso dos
alimentos (WINSTON, 1991; CARVALHO, 2010).

Os 6rgdos reprodutivos dos zangdes incluem um endofalo, testiculos pareados,
vesiculas seminais e glandulas mucosas (Figura 1). O endofalo € o 6rgdo copulatério,
sendo um ducto membranoso longo e macio que fica dentro do abdome. Os
espermatozoides sdo produzidos nos testiculos e migram para as vesiculas seminais até
0 processo de maturagdo, processo fisiologico que funciona em conjunto com as
glandulas mucosas, que ao ser esvaziadas liberam espermatozoides juntamente com um
muco branco pelo ducto seminal, o qual é secretado por zangdes adultos (WINSTON,
1991; RHODES, 2011; KAULENAS, 2012).

Clasper
Pescoco

Figura 1. Sistema reprodutivo dos zangdes. Fonte: Ontario Beekeeping Manual, 1993.

O sémen consiste em uma mistura de varias substancias e células,
principalmente de espermatozoides produzidos nos testiculos. Outra substancia que
forma parte dela € o muco, produzido por grandes glandulas mucosas. A producéo de
espermatozoides € considerada completa pelo tempo que os zangbes atingem a
maturidade sexual, ou quando tém em média de 9 a 12 dias de idade e j& conseguem

realizar voos de reconhecimento (COBEY, 2007). Cada zangdo ejacula cerca de 6 a 12
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milhGes de espermatozoides, sendo que o sémen de cada acasalamento se acumula nos
ovidutos da rainha (WOYKE, 1962; COBEY, 2007; PAILLARD et al., 2017). A
maioria deste sémen € expulso da rainha posteriormente, mas cerca de 5 a 6 milhdes
migram para a espermateca onde sdo armazenados até serem liberados em pequenas
quantidades quando a rainha comeca a realizar postura (PAGE, 1986; HARBO, 1990;
COBEY, 2007).

O acasalamento € a funcdo mais significante de um zangdo adulto. Durante o
acasalamento o sémen do zangdo é transferido para o 6rgdo genital de uma rainha
virgem, atraveés do enddfalo, durante a copula (WOYKE, 1964; SAWARKAR &
TEMBHARE, 2015). Apds a cépula, as secrecdes e partes dos 6rgaos reprodutivos dos
zang0es permanecem no trato genital da rainha e significam um "sinal de acasalamento™
(WOYKE & RUTTNER, 1958). Segundo Sawarkar & Tembhare (2015) isto pode

evitar que o sémen saia do trato reprodutor da rainha.

3.2. Importancia da Inseminagdo Instrumental em abelhas

O melhoramento genético em abelhas depende “basicamente” das técnicas de
controle de cruzamentos, pois como mencionado anteriormente, as rainhas copulam no
ar com varios machos e geralmente em locais distante dos apiarios, tornando-se
impossivel o controle parental nestas condi¢cbes. Um método alternativo de controlar o
acasalamento é através da inseminacdo instrumental de abelhas rainhas. Esta técnica é
muito eficaz, pois coleta-se 0 sémen de zangdes de colbnias selecionadas e utilizam em

rainhas selecionadas.

A técnica de inseminacdo instrumental proporciona por meio de equipamentos
adequados, a transferéncia dos espermatozoides coletados dos machos, para o sistema
reprodutivo da fémea, técnica essa bem sucedida em vertebrados, no entanto ainda a ser
aperfeicoada nos invertebrados, sendo utilizada como ferramenta econémica ou de
conservacao bioldgica (MARTINEZ et al., 2013). Os diferentes métodos de controle
reprodutivo visam aumentar o taxa de sucesso do melhoramento genético, no entanto

estdo associados a uma maior endogamia, diferente da inseminacgdo instrumental, que
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obtém um melhor controle sobre a endogamia e evitar a propagacdo de doencas
(COLLINS, 2000).

A inseminacdo instrumental em abelhas surgiu em 1920, sendo aperfeicoada
com o desenvolvimento e melhoria de equipamentos e programas de melhoramento
genético, oferecendo ao setor apicola o total controle sobre a qualidade das abelhas.
Assim, a inseminacdo permite a manutencdo de caracteristicas, sejam elas produtivas ou
comportamentais, tornando se uma ferramenta indispensavel em programas comerciais
de criacdo, programas de pesquisa e melhoramento de abelhas Apis mellifera L.
(COBEY, 2007; MARTINEZ, et al., 2013).

Em climas temperados as rainhas demoram de dois a quatro anos para esgotar 0s
espermatozoides armazenados. No entanto, em climas tropicais a rainha pode realizar
postura 0 ano inteiro, entretanto seu desgaste é alto necessitando ser trocada no final da
safra (MANRIQUE & SOARES, 2002). E de suma importancia frisar no tempo de troca
de rainhas, pois para ser considerada boa, tem que ser capaz de uma postura diaria de
1.500 ou mais ovos durante o periodo de 6 a 9 semanas (ROBERTS, 1946). Entretanto
o envelhecimento dessas rainhas reduzem progressivamente seu desempenho na
colénia, fazendo com que ela mesmo sendo considerada de genética boa, torne-se
inadequada para a colénia, vindo a ser eliminada pelas préprias operarias (SILVA et al.,
1991).

Importante observar que os dados encontrados na literatura referem-se as
abelhas europeias, encontradas em clima temperado. Ja em climas mais quentes as
rainhas ndo interrompem sua postura, devido a ndo passar pelos periodos de
invernagem, fazendo com o que a oviposicao seja diaria, variando apenas a intensidade,
de acordo com o fluxo de alimento. Por isso, 0 desgaste das rainhas em climas quentes €
maior, tornando necessaria sua substituicdo em periodos inferior a um ano (HAUSER &
LENSKY, 1994).
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3.3. Criopreservagéo

A técnica de criopreservacdo consiste no armazenamento de espermatozoides
submetido a refrigeracdo moderada e controlada, visando preservar seus recursos
genéticos, uma vez que, sua capacidade de fertilizacdo possa ser recuperada apds o
processo de congelamento e descongelamento (HOLT, 2000a; ORFAO et al. 2011).

A capacidade de sobrevivéncia dos espermatozoides depende de sua tolerancia
ao método de criopreservacdo utilizado, aos crioprotetores e velocidade de reducdo da
temperatura (CASTELO et al., 2015; PAILLARD et al., 2017). As relacGes entre o
tempo e a temperatura durante o processo de criopreservacdo implicam nas
caracteristicas morfofuncionais das membranas plasmaticas, assim como o resfriamento
dos espermatozoides podem acarretar em perdas irreversiveis na motilidade e alteracdes
na integridade da membrana plasmatica (ENGLAND, 1993; GILMORE et al., 1998;
WATSON, 2000;).

No entanto o desenvolvimento de um protocolo eficiente para a criopreservacao
do sémen de zangdes de abelhas tem sido uma tarefa dificil por mais de 40 anos
(TAYLOR et al., 2009). Tentativas anteriores sobre criopreservacdo de sémen de
zangdo apresentaram resultados em motilidade e/ou viabilidade insatisfatorios, assim
como no trabalho de Paillard et al. (2017), que tentaram armazenar 0 sémen em
nitrogénio liquido (-196°C) utilizando diferentes crioprotetores que embora alguns
espermatozoides se mostrassem viaveis ap6s o descongelamento, ndo foram capazes de
desenvolver a técnica para ultracongelamento a longo prazo com um alto indice de
sobrevivéncia dos espermatozoides. Em um resultado similar Harbo (1983), inseminou
instrumentalmente rainhas de abelhas com sémen armazenado em nitrogénio liquido, na
qual a maioria das rainhas puseram mais ovos néo fertilizados do que ovos fertilizados,
indicando que o sémen utilizado para inseminagdo era de m& qualidade ou perdeu

qualidade durante o processo de criopreservacao.

Vérias condi¢cdes de armazenamento e congelamento de espermatozoides como
forma de melhorar a preservacdo em abelhas foram testadas. Muitos compostos foram
utilizados como crioprotetores intracelulares, tais como, glicerol, metanol, etileno-glicol
e o dimetilsulfoxido (HARBO, 1979; HOLT, 2000a). Entretanto, o glicerol e
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dimetilsulfoxido apresentaram resultados relativamente satisfatorios em comparagéo a
outros crioprotetores, levando em consideracdo o tempo de armazenamento, na qual
rainhas inseminadas com sémen armazenado por 4 dias produziram 22% de crias de
operarias, enquanto inseminadas com sémen armazenadas por 2 anos produziu apenas
8% de crias de operarias (HARBO, 1983).

3.4. Parametros espermaticos

A avaliacdo da qualidade espermatica esta ligada a necessidade de qualificar a
fertilidade dos reprodutores na fecundacdo das rainhas (CBRA, 1998). O estudo das
caracteristicas seminais vem sendo utilizada como ferramenta de avaliacdo da qualidade
dos animais para reproducdo no processo de fertilizacdo (COLLINS, 2004a; COBEY et
al., 2013).

O esperma pode ser avaliado atraveés dos seus aspectos fisicos (volume,
coloracdo, motilidade, integridade da membrana, concentracdo de espermatozoides,
entre outros) e aspectos morfolégicos (anormalidades no acrossoma, cabeca e cauda)
(LIMA, 2014).

3.4.1. Motilidade espermatica

A motilidade espermaética é fundamental para determinar a qualidade do sémen,
sendo de grande importancia no momento da fertilizag&o devido a sua mobilidade como
indicador de funcionamento do metabolismo esperméatico e da integridade das
membranas (GRANEMANN, 2006). Este parametro estd fortemente relacionado a
viabilidade espermaética, ou seja, a porcentagem de células mdveis é altamente
correlacionada com a quantidade de espermatozoides viaveis, apesar de que nem sempre

representa correlacéo significativa com a fertilidade (BORTOLOZZO et al., 2008).

Além disso, este parametro € utilizado para estabelecer o limite aceitavel para o

uso do sémen na producéo apicola para inseminacdo das rainhas, sendo frequentemente
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considerado o valor minimo de 60% de motilidade espermatica (JOHNSON et al.,
2000; BORTOLOZZO et al., 2005). A utilizacdo de valores abaixo de 60% de
motilidade espermaética afeta negativamente a taxa fertilizacdo dos espermatozoides nas
fémeas de mamiferos (FLOWERS, 1997; GADEA, 2005).

O método mais utilizado para avaliacdo da motilidade espermatica é realizado
através da avaliacdo visual, pois é um teste rapido e de baixo custo; no entanto é um
método subjetivo e pode ser influenciado pelo avaliado (VARNER, 2008). Essa
avaliagdo é fundamental para averiguar a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides de um ejaculado (JOHNSON et al., 2000). Existem alguns fatores que

interferem na motilidade espermatica, alterando sua funcionalidade.

As solucdes usadas para avaliacdo desempenham um importante papel nas taxas
de motilidade dos espermatozoides, visto que em solugGes hipoténicas o0s
espermatozoides ndo apresentam nenhuma motilidade (KAFTANOGLU & PENG,
1984). O tempo de armazenamento dos espermatozoides apds a coleta também pode
alterar as taxas de motilidade dos espermatozoides, assim como um baixo nimero de
espermatozoides moveis pode ser compensado pelo aumento dos espermatozoides totais
no ejaculado. (FOXCROFT et al., 2008; PAILLARD et al., 2017). Além desses fatores,
as condi¢bes ambientais, como calor ou frio excessivo, luz, osmolaridade e pH do
diluente, tem influencia na motilidade espermatica, tornando assim necessario proteger

0 sémen de agentes ou condicdes prejudiciais antes da analise (TRENTIN, 2018).

3.4.2. Integridade da membrana plasmatica

A membrana plasmatica dos espermatozoides apresenta um importante papel na
capacidade de fertilizagdo, que se modifica ao longo do processo de espermatogénese,
armazenamento, ejaculacdo e capacidade de penetracdo no ovocito (HOLT, 2000b;
YESTE, 2016). Diante disso, € necessario que esta estrutura se apresente integra e
funcional, permitindo a viabilidade e capacidade de fertilizacdo do espermatozoide
(GUIMARAES et al., 2017).
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A selecdo genética dos zangbes parece ser um fator importante para a aptiddo
das coldnias, j& que tanto o nimero de zangfes no acasalamento, quanto 0 sucesso
individual desses zangBes sdo determinados pela colénia ou pela genética da rainha
(KRAUS et al., 2003).

Um dos métodos mais comuns para avaliacdo da viabilidade espermatica se da
através de sondas fluorescentes, devido a capacidade de fixar-se em estruturas
especificas da membrana, capaz de detectar integridade estrutural, possibilitando assim
a avaliacdo de varias estruturas celulares (CELEGHINI et al., 2007; FORERO-
GONZALEZ et al., 2012).

A utilizacdo de sondas fluorescentes foi descrita por Gardner et al. (1986),
testando essas sondas em espermatozoides de varios mamiferos. J& em zang0es se deu a
partir do desenvolvimento da inseminacdo instrumental de abelhas, onde se incrementou
0 interesse na avaliagdo e armazenamento in vitro do sémen de zangdes em programas
de selecdo e melhora genética (COLLINS & DONOGHUE, 1999). O iodeto de
propideo € um corante impermeavel a membrana plasmatica que se liga e cora 0 DNA,
ele consegue penetrar apenas em células lesadas, sendo demonstrado em microscopio de
fluorescéncia pela cor vermelho (HARRISON & VICKERS, 1990; HOLT, 2000a).
Outro corante € o Hoesch, de caracteristica permeédvel a membrana plasmética que é
hidrolisado dentro da célula resultando em um composto fluorescente e impermeavel a
membrana plasmaética intacta, susceptivel de ser observado em microscépio de
fluorescéncia pela cor azul (PORTUGAL & WARING, 1988).

3.4.3. Concentracdo espermatica

A qualidade dos zangdes é de extrema importdncia para 0 sucesso do
acasalamento, no qual a rainha necessita de um numero suficiente de zangdes maduros
contendo o volume de sémen e a quantidade de espermatozoides necessarios para durar
por toda sua vida (RUTTNER, 1983; RHODES, 2011). O baixo ndmero de
espermatozoides encontrados nos zangdes resulta na reducdo da producéo das colonias
(COBEY, 2007).
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Um zangdo produz cerca de 10 x10° milhdes de espermatozoides e 1 uL de
sémen contem em média 7,5 x10° milhdes de espermatozoides (WOYKE, 1962).
Segundo Rhodes & Somerville (2003), a concentracdo de espermatozoides esta
associada a idade dos zangdes. Diversos autores descobriram que cerca de 70% dos
zangOes de uma col6nia, com idade aproximadamente 10 dias, ndo liberam sémen no
endofalo apos eversdo manual (COLLINS & PETTIS, 2001; WOYKE et al., 2001;
ANDERSON, 2004). Além da idade, efeitos nutricionais como a auséncia de proteina
tem influéncia sobre o nimero de espermatozoides encontrados em zangfes atrasando
sua maturidade sexual, que normalmente € atingida dos 12 a 16 dias de vida apds
emergir; em auséncia de fonte nutricional de proteina, a maturidade pode ser atingida
em até 20 dias ap6s emergir (NGUYEN, 1999).

3.4.4. Morfologia espermética

A avaliacdo da morfologia espermética pode indicar o potencial de fertilidade do
espermatozoide na presenca de altas porcentagens de anormalidade de primeiro e
segundo grau. As de primeiro grau ocorrem durante o processo de espermatogénese e as
de segundo grau ocorrem durante o percurso dos espermatozoides pelos ductos
seminiferos e ejaculados (DOWSETT et al., 1984; CHENOWETH, 2005). Células com
defeito na cabeca e acrossoma estdo associadas com infertilidade, assim como a
concentragdo de espermatozoides anormais (LOVE, 2011).

Segundo Collins & Donoghue (1999), sdo necessarias a utilizacdo de varias
técnicas para a coloracdo de espermatozoides de acordo com a sua morfologia, porque
cada técnica pode revelar diferentes detalnes ou defeitos nas estruturas dos
espermatozoides. Em mamiferos a avaliacdo da morfologia espermatica pode ser feita
com uso do corante Rosa de Bengala, pois permite uma melhor diferenciacdo das
estruturas espermaticas, especialmente o acrossoma (ZAMBELLI & CUNTO, 2006;
SOUSA et al., 2013).

As caracteristicas morfolégicas em espermatozoides nos zangdes estdo
associadas ao seu genotipo e, em menor grau, a idade e a estacdo do ano (RHODES et

al., 2011). Segundo Gontarz et al. (2006), as caracteristicas morfologicas dos
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espermatozoides séo, até certo ponto, dependentes de fatores ambientais, no entanto,
tem se observado que os espermatozoides apresentam mais anormalidades no final da

estacdo reprodutiva, principalmente em sua cauda.

3.5 Perspectivas

A avaliacdo do sémen de zangdes de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) é
0 primeiro passo para um conhecimento mais aprofundado sobre sua fisiologia
reprodutiva e assim oferecer mais subsidios para futuros estudos como a
criopreservacdo e inseminagdo instrumental e, portanto a criacdo e manutencdo de

bancos de germoplasma com materiais selecionados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e obtencdo dos zangdes

Foram utilizados 100 zang@es de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), sendo
50 obtidas no periodo de safra e 50 no periodo de entressafra, com idade controlada de
aproximadamente 12 dias estes foram capturados por meio de um escape abelha, onde
apenas as operarias tinham livre acesso para o exterior da colmeia (Figura 2), entre 0s
meses de marco e junho de 2018 na Estacdo Experimental da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, em Mossoro (5°03°37” de Latitude Sul e 37°23°50” de Longitude
Oeste), com uma altitude média de 72 metros e clima semiarido. No periodo de
entressafra, foram coletados zangdes entre 0os meses de outubro e dezembro de 2018, no
qual as colmeias foram alimentadas com uma dieta energético proteica. Os zangdes
foram considerados maduros quando apresentaram inversao completa e presenca de

sémen na ponta do endoéfalo.

Figura 2. Escape abelha utilizado para obtencdo dos zang0es. Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2. Coleta do sémen

A coleta do sémen foi feita pela técnica de coleta padrdo, na qual cada zangéo
foi preso pela regido da cabeca e térax, sendo seu abdémen pressionado suavemente
resultando na eversdo do endofalo, conforme a metodologia de Collins & Donoghue
(1999) (Figura 3), para sua posterior extracdo com uma pinga de aluminio. Logo, essa
estrutura foi macerada utilizando uma pinga em 40 pl de solucgéo fisiologica de cloreto
de sodio 0,9%, e em seguida o sémen foi avaliado quanto a sua qualidade. As analises
espermaéticas foram realizadas no Laboratério de Conservagdo e Germoplasma Animal
(LCGA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.

Figura 3. Eversdo total do endofalo com sémen. Sémen presente na cor cremosa, com

uma camada branca de muco. Fonte: mdig.com.br.

4.3. Motilidade espermatica

Ap06s a maceracao, uma aliquota de 5uL contendo espermatozoides foi avaliada
quanto a sua motilidade. Este parametro foi observado em microscopia de luz (100x) e
estimado em porcentagem de 0 a 100% a depender da quantidade de espermatozoides

em movimento.
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4.4. Integridade da membrana plasmatica

Apés a realizagdo de cada maceracdo, uma aliquota de 10 pL contendo
espermatozoides foi incubado a 34°C por seis minutos em solucdo de coloragédo
fluorescente, contendo 1 uL de iodeto de propidio (PI; Sigma-Aldrich, Co., St Louis,
MO, USA) e 5 puL Hoechst 342 (H-342; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). As
amostras foram avaliadas através de um microscépio de epifluorescéncia (x400; Leica,
Kista, Sweden) para contagem de 100 células. Espermatozoides marcados em azul (H-
342) foram classificados como tendo a membrana intacta e os marcados em vermelho
foram considerados néo intacto (adaptado de HOPKINS & HERR, 2010).

4.5. Concentracao espermatica

Para a concentracdo espermatica tomou-se aliquota de 5uL do macerado de cada
zangao e diluiu-se em 995uL de solucdo salina formolizada (2,99 de citrato de sodio,
4ml de solucdo comercial de formaldeido 35% e 100 ml de agua destilada) e avaliado
em 5 quadrados da cAmara de Neubauer. A determinacdo da concentracdo espermatica
foi feita pela seguinte formula (adaptado de NGUYEN, 1999):

N° de células esperméticas x10° = Volume do macerado (uL) x n° total de

espermatozoides contados em 5 quadrados da camara de Neubauer x 5000.

4.6. Morfologia espermaética

O corante Rosa de Bengala foi usado para avaliacdo da morfologia espermatica,
na qual foram contadas 20 células por zangdo, em microscopia de luz (400x) Os
espermatozoides foram classificados normais e anormais quando apresentavam defeito

de cauda, cabeca e acrossoma.
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4.7. Dados climaticos

No decorrer de todo o experimento foram obtidos dados dos fatores climéticos
(temperatura, umidade, precipitacdo pluvial), através dos dados coletados junto ao
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) e da estacdo climatologica instalada na
Fazenda Experimental da UFERSA. Esses dados foram utilizados para avaliar a

influéncia dos fatores climéticos na quantidade e qualidade do sémen dos zangdes.

4.8. Analise Estatistica

As diferencas motilidade espermatica, integridade da membrana
plasmaética, concentracdo espermatica e morfologia esperméatica de zangdes, como
variaveis dependentes e assumindo sua normalidade (MUNDRY & FISCHER, 1998),
foram analisadas em um desenho completamente randomizado em funcdo dos efeitos
fixos da colmeia, 0 més de avaliacdo, e as co-varidveis: precipitacdo pluvial, umidade,
temperatura e a idade aproximada dos zangBes, como variaveis independentes. Com o
intuito de estudar possiveis diferencas estatisticas nos parametros espermaticos entre
meses e épocas de avaliacdo, uma analise de variancia (ANOVA) com arranjo de
medidas repetidas no tempo foi aplicada levando em consideracéo varias repeti¢cdes por
cada zangdo. As diferencas estatisticas entre as amostras foram testadas usando o teste
de Tukey (PROC GLIMMIX, SAS Institute 2012—-2015; University Edition) quando o
nivel de significancia entre efeitos fixos, considerando o valor de p, foi inferior a 0,05

de acordo com metodologia de Paillard et al., (2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 sdo apresentados os dados climéaticos médios obtidos ao longo do
periodo de coleta, sendo marco, maio e junho de 2018 (periodo de safra, periodo que
ocorre a entrada de alimento natural na colénia, néctar e polen) e outubro, novembro e
dezembro de 2018 (entressafra, ou seja, periodo que praticamente ndo ocorre a entrada
de alimento natural na colbnia, néctar e polen). Os fatores climaticos (temperatura,
umidade, precipitacdo pluvial) quando avaliados individualmente ndo tiveram efeito
(p>0,05) sobre os parametros espermaticos estudados (Dados brutos no anexo 1), o que
pode ser explicado pela constancia desses fatores durante o periodo de coleta do
experimento. No entanto, a precipitacdo pluvial durante os meses que foram
considerados como periodo de safra teve uma média de 59,5 + 39,3 mm e na entressafra
9,2 £ 15,9 mm. Segundo Marengo (2010), o clima semiarido é caracterizado por
apresentar pouca incidéncia de chuva, sendo que principal periodo de chuva ocorre
entre os meses de fevereiro a maio. Esse clima é bastante conhecido por apresentar as
maiores periodos de secas da regido nordeste. Essas secas estdo associadas as
caracteristicas climaticas da regido, tais como indice de chuvas inferior a 800mm/ano e
temperaturas médias em torno de 27°C (NOBRE et al., 2006).

Tabela 1. Médias gerais para as variaveis meteoroldgicas durante os periodos de safra e

entressafra.

Safra Entressafra
Parametros ambientais Marco Maio  Junho | Outubro Novembro Dezembro
Temperatura média (°C) 27,9 26,4 25,8 28 28,8 28,5
Umidade média (%) 78,1 84,2 78,6 67,5 65,3 69,9
Precipitacdo média (mm) 64,4 96,2 18 0 0 27,6

Foram observados em ambos os periodos que houve influéncia entre os

parametros espermaticos observados durante a safra e entressafra (p<0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros espermaticos de zangdes de abelhas africanizadas (Apis mellifera

L.) em dois periodos do ano: safra e entressafra (média £ desvio padréo).

Parametros espermaticos Periodo

Safra Entressafra
Motilidade (%) 85,6 + 8,1° 52,0 + 21,2
Integridade da membrana (%) 80,2 £ 10° 70,9+ 12,8
Concentracéo (x10°) 3,8+1,2° 30+1,1°

*Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A anélise de qualidade do sémen é uma ferramenta para avaliacdo de fertilidade
dos machos e a motilidade espermatica estéd relacionada com o sucesso da fertilizagéo
em varias espécies (TOURMENTE et al., 2007). Rhodes (2011) demonstrou que as
caracteristicas espermaticas nos zangbes dependem do seu genotipo, da idade e da
estacdo do ano. Assim como nas demais regiGes, no semiarido nordestino existem
estacfes do ano que ocorre abundancia floral (safra), onde € retirado o néctar e o pélen
em grandes quantidades para o desenvolvimento da coldnia e outras com pouca ou total
auséncia de alimento (entressafra) (PEREIRA et al., 2000; VILELA, 2002).

A motilidade meédia dos espermatozoides encontrados na safra foi
significativamente maior que os achados na entressafra (Tabela 2), o que pode ser
influenciado por esse déficit de alimento na entressafra, no qual o pélen disponivel
nessa época é insuficiente para manutencdo dos zangdes, consequentemente reduzindo a
qualidade do sémen. Em estudos anteriores foram observados os efeitos sazonais sobre
a motilidade espermatica de varias espécies, onde em épocas com abundancia de
alimento, também conhecidas como épocas de safra foram determinantes para a
fertilizacdo (MARTINEZ-PASTOR et al., 2005; PETROCELLI et al., 2015; WANG et
al., 2015).

Assim como encontrado no presente estudo, em outros realizados com
mamiferos, amostras de esperma coletadas durante a época de reproducdo, normalmente
em epocas caracterizadas pela abundancia de alimento, proporcionaram motilidades
espermaticas acima de 80% (MICKELSEN et al., 1981; KOZDROWSKI & DUBIEL,
2004). Ja Ciereszko et al. (2017), observaram que 0s espermatozoides dos zangdes de
abelhas europeias (Apis mellifera carnica) demonstraram motilidade média de 69 a 79%
durante a safra. Outros estudos com subespécies de abelhas meliferas a motilidade
variou de 13 a 70% (VERMA, 1978; WEGENER et al., 2012; CIERESZKO et al.,
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2017; PAILLARD et al., 2017). Tendo em vista essas observacgdes, podemos confirmar

que a alimentacgdo interfere na qualidade espermatica.

Baer (2005), em seu trabalho de inseminacdo instrumental em abelhas estimou
que apenas 2,5% dos espermatozoides inseminados migram para a espermateca da
abelha rainha quando inseminadas, sendo isso em longo prazo. Wegener et al. (2012),
encontraram uma correlacdo forte entre a motilidade espermatica e indicadores de
desempenho espermético em rainhas inseminadas instrumentalmente, como a postura de
ovos. Geralmente quando os espermatozoides s&o utilizados na inseminagéo
instrumental, ndo é feita uma avaliacdo prévia da sua qualidade, o que pode afetar a
postura das rainhas. Diante dessa evidéncia, a importancia da selecdo de zangbes com
motilidades superiores a 80% para inseminagdo instrumental assim como ocorre em
mamiferos, mostra que os zangdes do periodo de safra neste trabalho estdo aptos para a
inseminagdo (KOZDROWSKI & DUBIEL, 2004).

Em relacgdo as variacdes da motilidade, estas avaliadas por um método subjetivo,
feito através da utilizacdo de um microscopio optico e os critérios do avaliador para
estimatima-las, assim torna-se necessario usar métodos mais sofisticados assim como
Anélise de Esperma Assistida por Computador (CASA), para a determinagdo de outros
parametros de motilidade, tais como velocidade, batimento flagelar, entre outros (AL-
LAWATI et al., 2009).

A integridade da membrana também chamada de viabilidade espermatica, assim
como visto na motilidade, a viabilidade espermatica em época de safra se mostrou
significativamente maior do que na entressafra (p>0,05) (Tabela 2), esse declinio pode
ser explicado pelo fato da auséncia de alimento na natureza durante a época de
entressafra, no qual os zangdes nao sao bem alimentados pelas operarias, portanto mal
nutridos e também pelo fato da diminui¢do populacional das col6nias, diminuindo o
numero de operarias e a producdo (FREE & WILLIAMS, 1975; RHODES et al., 2011).

Os fatores climéaticos como abordado anteriormente ndo foram significantes para
0 paré@metro de viabilidade, possivelmente por apresentarem-se com pouca variagdo ao
longo do experimento. Um estudo no Texas, onde possui clima semelhante ao do nosso
estudo mostrou que houve uma diferenca significativa entre a viabilidade dos zangdes

coletados das mesmas coldnias durante a mesma época em dois anos, sendo 46,2 +
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2,9% em 2013 e 67,0 = 3,0% (FISHER et al., 2018). A diferenca destes resultados pode
estar relacionado a fatores genéticos e presenca de pesticidas (STRAUB et al., 2016).

A idade dos zangdes néo foi parametro de avaliacdo, no entanto ndo influenciou
na viabilidade espermatica, pois todos 0s zangdes utilizados tinham aproximadamente
12 dias. Entretanto Locke & Peng (1993) em seu trabalho com zangbes de abelhas
europeias de idades de 28 e 42 dias, demonstrou que ndo houve diferencas significativas
na viabilidade de 81,4 + 1,6% para 28 dias e 80,1 + 2,0% para 42 dias, ou seja, a partir
dos 12 dias, se houver disponibilidade de alimento, os zangdes sdo viaveis para

reproducéo.

Os espermatozoides sdo armazenado na espermateca da rainha e pode perder
progressivamente sua viabilidade (TARPY & OLIVAREZ, 2014). Segundo Gencer et
al. (2014), durante o segundo estagio de eversdo do endofalo, ocorre naturalmente uma
ligeira reducédo de ~ 10% na viabilidade espermética. Uma variabilidade significativa na
viabilidade de espermatozoides armazenados na espermateca das rainhas foi observada
por Rousseau et al. (2015) no Canada, reforcando a importancia da escolha de zangbes
com alta viabilidade. Collins (2000) analisou a funcionalidade de rainhas inseminadas
instrumentalmente com espermatozoides de baixa viabilidade, entdo foi constatado que
as rainhas que receberam sémen contendo 42,5% ou mais de espermatozoides vidveis
produziram crias de operarias. Em outro estudo posterior Collins (2004b) observou que
rainhas inseminadas que recebiam sémen contendo 42,5% de espermatozoides viaveis
colocavam ovos fertilizados com 6 a 8 meses ap6s a inseminagdo. No entanto, ndo se
sabe ao certo o motivo dos zangdes em épocas de entressafra apresentarem valores
baixos em relacdo aos produzidos em épocas de safra, o que se especula é a
disponibilidade de alimento e o tipo de alimento ingerido nas épocas de producdo de

zangoes.

O numero de espermatozoides por zangdo é um dado usado para compreender
varios aspectos da fisiologia dos mesmos, incluindo sua aptiddo, poliandria e
competicdo espermatica (KOENIGER et al., 2005). O numero médio de
espermatozoides para zangdes de abelhas africanizadas no clima semiarido em época de
safra foi de 3,8 + 1,2 x10°, demonstrando significativamente maior que os encontrados
na entressafra 3,0 + 1,1x10°. Rinderer et al. (1985) nos Estados Unidos, encontrou uma
média de 4,6 + 0,9x10° em zangdes de abelhas africanizadas e 5,7 + 0,9x10° para
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zangdes de abelhas europeias. Ja Duay et al. (2002) encontrou uma média 7,5 + 2,8x10°
em abelhas Apis mellifera carnica na Alemanha. Essas diferencas podem estar
associadas a fatores genéticos e/ou ambientais (NEUMANN & MORITZ, 2000;
MATTILA & SEELEY, 2007).

O estudo demonstrou um numero de espermatozoides relativamente baixo
comparado a outros trabalhos com zangbes de Apis mellifera L (Tabela 3). Essa
variacdo de resultados pode ter ocorrido devido ao método de coleta utilizado e a
espécie utilizada, pois na maioria dos trabalhos o sémen € coletado da ponta do
enddfalo, com um capilar de vidro, com atencdo para evitar a coleta do muco
(COLLINS & DONOGHUE, 1999; COBEY, 2013). O método utilizado neste trabalho

foi através da maceragdo do aparelho reprodutor masculino.

Tabela 3. Numero de espermatozoides de diferentes espécies e regides de abelhas do

género Apis.
Autor Regido da Espécies N° de espermatozoides
amostra (x10°)
Rinderer et al. (1985) Venezuela Apis mellifera L.* 46+0,9
Rinderer et al. (1985) Venezuela Apis mellifera L.** 5709
Berg (1990) Alemanha Apis mellifera carnica 7,1+19
Schliins et al. (2003) Alemanha Apis mellifera carnica 119+1
Presente estudo (Safra) Brasil Apis mellifera L.* 38+1.2
Presente estudo Brasil Apis mellifera L.* 3x11
(Entressafra)

* Abelhas africanizadas. ** Abelhas europeias.

Em comparacdo com resultados do nimero de espermatozoides de zang@es de
abelhas europeias, o0 presente estudo demonstrou que as abelhas africanizadas
produziram menos espermatozoides, o que pode estar associado a fatores morfoldgicos
como o tamanho dos zangBes (RINDERER et al. 1985; BERG & KOENINGER, 1990;
HUNT, 1998). SCHLUNS et al. (2003) verificaram que ha uma correlacdo positiva
entre o tamanho do zangdo de Apis mellifera carnica e a quantidade de
espermatozoides, onde zangdes grandes produziram em média de 11,9 + 1,0x10° e
zangdes pequenos 7,4 + 0,4x10°. Demonstrando que a quantidade espermatica dos
zangodes africanizados possa estar associada ao tamanho corporal. De fato, Berg et al.
(1997) relatou pequenas diferengcas no numero de espermatozoides entre zangdes
grandes e pequenos com Apis mellifera carnica assim como desvantagem reprodutiva

de pequenos zangoes.
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Segundo Rhodes et al. (2011), o aumento do numero de espermatozoides nédo
corresponde ao volume do ejaculado e em seu estudo, os zangdes que apresentaram
maior volume e concentracdo espermaética estavam associados a sazonalidade, com
zang0es produzidos no outono apresentaram significativamente mais espermatozoide do
que os zangdes produzidos no verdo. Assim como nesse estudo, onde os zangdes
encontrados durante 0s meses mais secos apresentaram menor quantidade de
espermatozoides comparados aos encontrados durante 0s meses que mais chuveram,
indicando um efeito sazonal na producdo de espermatozoides assim como nas demais
qualidades. De fato, os dados apresentados nesse estudo indicam que a genética dos
zang0es e a sazonalidade sustentam todos os aspectos da produgédo dos espermatozoides

e sua qualidade.

Os zangbes avaliados no presente estudo liberaram sémen com
aproximadamente 12 dias. Segundo Bishop (1920) a producdo de espermatozoides em
zang0es esta completa quando zangdes adultos atingem sua maturidade sexual e liberam
seus fluidos seminais quando evertido, ou quando tém cerca de 9 a 12 dias de idade. J&
zangOes adultos com mais de 20 dias de idade produzem mais semén em relacéo a
zangBes mais jovens, necessitando assim de mais estudos relacionando a idade dos

zangBes comparada com a quantidade de espermatozoides (ANDERSON, 2004).

Assim como os demais parametros ainda ha a necessidade de estudos sobre a
concentracdo espermatica de zangdes de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) e seus
métodos de coleta, pois, a maioria dos estudos sdo realizados com outras subespécies
que mesmo filogeneticamente proximas das africanizadas ainda had uma divergéncia de

resultados.

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas morfologicas dos espermatozoides de
zangOes de abelhas africanizadas Apis mellifera L.. Neste trabalho foi encontrada
diferenca entre os defeitos espermaticos encontrados nos espermatozoides dos zangdes
relacionados a época de safra e entressafra, onde os espermatozoides coletados na safra
apresentaram maior quantidade de alteragdes morfologicas que os da entressafra
(p>0,05). Essa anormalidade dos espermatozoides pode estar associada fatores
ambientais, incluindo a estacdo do ano, o tipo de alimentagdo (RHODES et al., 2011
GONTARZ et al., 2016).
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Tabela 4. Percentual médio das caracteristicas morfoldgicas de espermatozoides de
zangOes de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) obtidos na safra e entressafra da

regido semiérida do Brasil.

Morfologia espermaética Safra Entressafra
Normal 30,8 +2,3 36,6 +1,8°
Anormal

Cauda enrolada 64,9 +5,1° 60,7 +5,7°
Cauda quebrada 3,6 +0,1% 2,0+0,1°
Cauda dupla 1,1+0,01° 1,1+0,07°

*Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os espermatozoides encontrados apresentaram uma alta porcentagem de cauda
enrolada (Fig. 4) em ambas as épocas, assim como foi visto por Gontarz et al. (2016)
em Apis mellifera L.. Além disso, outros autores observaram uma porcentagem elevada
de espermatozoides com defeitos morfoldgicos, tais como caudas enroladas, caudas
quebradas, caudas duplas e cabecas duplas (TARLIYA et al., 1999). No entanto ndo se
sabe ao certo o que ocasiona essas anormalidades em zangdes, entretanto a maioria dos
espermatozoides apresentaram caudas levemente enroladas, o que pode estar
relacionado a reducdo brusca de temperatura. Blom (1966) identificou nos
espermatozoides de um touro Jersey um forte enrolamento na peca intermediaria e na
cauda ocasionado por defeito de carater hereditario. Ainda assim ha a necessidade de
estudos relacionados a essas anormalidades e 0 motivo de sua alta incidéncia no periodo
de safra, onde os demais parametros avaliados apresentaram os melhores resultados.

Figura 4. Espermatozoide anormal apresentando defeito de cauda enrolada (40x). Fonte:
Arquivo pessoal.



39

6. CONCLUSOES E CONSIDERAGCOES FINAIS

O periodo de coletado dos espermatozoides influencia em suas caracteristicas
espermaticas. Os espermatozoides avaliados no periodo de safra apresentaram
motilidade, viabilidade e concentracdo superiores aos espermatozoides avaliados na
entressafra. No entanto, em relacdo a morfologia, 0s espermatozoides de safra,
apresentaram mais defeitos morfoldgicos, sendo cauda enrolada o principal, quando

comparados com os avaliados na entressafra.

Os fatores climaticos da regido ndo influenciaram nos parametros espermaticos,
quando tratados individualmente, mas sim quando agrupados por periodo de safra e
entressafra, pois na safra devido a precipitacdo pluviométrica no semiarido ocorre a
oferta de polen e néctar em abundéncia, enquanto na entressafra esse alimento é escasso
ou ndo existe, interferindo na producéo e qualidade espermatica. Portanto recomenda-se
um maior incentivo e aprofundamento nas pesquisas com alimentos complementares
nesta época, visando a obtencdo de zangdes quantitativa e qualitativamente semelhantes

aqueles produzidos durante o periodo de safra.

Os dados espermaticos dos zangdes de abelhas africanizadas Apis mellifera L. e
caracteristicas seminais poderdo servir como parametros para as referidas avaliacGes
dentro da espécie. Entretanto, sugerem-se mais estudos sobre as caracteristicas seminais

de diferentes épocas para o0s zangdes de abelhas africanizadas Apis mellifera L..
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Anexo 1 — Dados brutos (sem estatisticas) dos parametros ambientais e dos parametros espermaticos do periodo de safra e entressafra.

Colmeia Data Temp. Umid. Pec. Pluvial Periodo Zangao Motilidade | Concentracdo | Viabilidade

Média (°C) | Média (%) (mm) (Unidade) (%) (5 puL) (%)
5 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 01 90 122 70
5 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 02 90 215 68
5 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 03 100 233 86
5 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 04 90 107 63
5 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 05 100 283 67
24 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 06 70 189 88
24 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 07 50 79 95
24 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 08 60 186 83
24 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 09 80 217 92
24 06/03/2018 27,9 80,7 0 Safra 10 70 176 91
22 08/03/2018 27,6 79,0 0 Safra 11 80 157 85
22 08/03/2018 27,6 79,0 0 Safra 12 90 149 67
22 08/03/2018 27,6 79,0 0 Safra 13 100 87 77
22 08/03/2018 27,6 79,0 0 Safra 14 70 73 57
22 08/03/2018 27,6 79,0 0 Safra 15 70 81 73
17 21/03/2018 28,4 76,3 0 Safra 16 95 83 47
17 21/03/2018 28,4 76,3 0 Safra 17 95 233 90
17 21/03/2018 28,4 76,3 0 Safra 18 100 132 96
17 21/03/2018 28,4 76,3 0 Safra 19 90 241 68
17 21/03/2018 28,4 76,3 0 Safra 20 90 264 63
26 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 21 90 246 98
26 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 22 90 233 91




53

26 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 23 90 204 80
26 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 24 90 238 97
26 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 25 95 226 98
27 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 26 80 178 92
27 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 27 90 68 94
27 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 28 95 232 94
27 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 29 95 214 92
27 22/03/2018 28,8 72,1 0 Safra 30 85 183 94
18 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 31 90 183 72
18 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 32 80 167 77
18 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 33 95 179 88
18 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 34 85 168 74
18 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 35 80 136 47
21 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 36 60 122 79
21 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 37 95 248 92
21 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 38 85 241 94
21 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 39 90 199 95
21 05/06/2018 25,5 77,2 0 Safra 40 80 234 97
10 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 41 90 138 70
10 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 42 85 147 91
10 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 43 80 83 66
10 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 44 90 212 97
10 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 45 80 193 90
03 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 46 85 130 94
03 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 47 95 213 83
03 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 48 90 226 95
03 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 49 85 204 92
03 06/06/2018 26,0 80,4 0 Safra 50 80 198 95
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 01 90 178 94
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ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 02 10 51 61
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 03 80 187 85
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 04 50 62 82
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 05 50 137 71
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 06 40 67 78
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 07 70 43 98
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 08 50 123 72
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 09 60 157 80
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 10 50 143 63
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 11 10 72 66
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 12 20 97 69
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 13 95 121 60
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 14 10 65 58
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 15 20 58 71
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 16 30 59 53
ES 30/10/2018 28,5 69,4 0 Entressafra 17 90 198 96
ES 20/11/2018 29,0 62,3 0 Entressafra 18 30 183 53
ES 20/11/2018 29,0 62,3 0 Entressafra 19 45 98 55
ES 20/11/2018 29,0 62,3 0 Entressafra 20 30 68 72
ES 20/11/2018 29,0 62,3 0 Entressafra 21 60 192 71
ES 20/11/2018 29,0 62,3 0 Entressafra 22 50 147 63
ES 20/11/2018 29,0 62,3 0 Entressafra 23 80 189 89
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 24 60 136 66
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 25 70 145 71
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 26 50 122 73
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 27 45 85 59
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 28 70 99 68
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 29 30 187 67
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 30 65 165 96




55

ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 31 50 167 60
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 32 70 99 72
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 33 70 139 74
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 34 45 115 61
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 35 20 167 82
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 36 30 191 84
ES 27/11/2018 29,7 63,4 0 Entressafra 37 55 51 71
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 38 60 111 85
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 39 45 154 66
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 40 50 133 62
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 41 50 86 51
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 42 65 97 57
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 43 50 113 53
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 44 70 89 70
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 45 80 126 71
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 46 65 76 59
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 47 55 128 86
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 48 75 168 91
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 49 30 53 48
ES 11/12/2018 28,7 68,9 0 Entressafra 50 55 196 81




