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RESUMO 

 

As abelhas são polinizadores essenciais do ponto de vista ecológico e econômico, com 

diversas espécies que diferem morfológica e fisiologicamente. Assim, compreender as 

variações nos parâmetros reprodutivos entre genótipos é essencial, especialmente dada a 

escassez de estudos comparativos conduzidos no mesmo ambiente. Este estudo teve como 

objetivo comparar as características espermáticas de zangões italianos (Apis mellifera 

ligustica) e africanizados (Apis mellifera L.) criados no bioma Caatinga. Para tanto, foram 

utilizados nove zangões italianos e dezesseis africanizados sexualmente maduros de diferentes 

colônias. A coleta de sêmen foi realizada pela técnica de eversão do endofalo, seguida de 

diluição em solução fisiológica na proporção de 1:20. Os parâmetros analisados incluíram: 

motilidade, viabilidade espermática, integridade funcional da membrana plasmática, 

morfologia e morfometria, além da análise ultraestrutural dos espermatozoides por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Os resultados foram expressos como média e 

erro padrão. Para a análise estatística, utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a 

normalidade dos resíduos e o teste de Bartlett para verificar a homoscedasticidade. A 

comparação entre os grupos foi realizada por meio dos testes de Mann-Whitney e o teste t 

Student. Todas as análises foram conduzidas no software GraphPad Prism 9.3, adotando-se 

um nível de significância de 5%. Os resultados demonstraram motilidade de 90% em ambos 

os genótipos. A viabilidade espermática foi de 82,4 ± 2,5% nos italianos e 81,1 ± 2,4% nos 

africanizados, enquanto a integridade funcional da membrana plasmática foi de 93,4 ± 1,8% e 

91,6 ± 1,5%, respectivamente. Em relação à morfologia, a porcentagem de espermatozoides 

normais com cauda reta foi de 10,89 ± 1,66% nos italianos e de 12,06 ± 1,01% nos 

africanizados. Já a porcentagem de espermatozoides normais com cauda enrolada foi de 88,56 

± 1,7 nos italianos e de 87,63 ± 1,1 nos africanizados, sendo essa uma característica 

decorrente do padrão de nado dos espermatozoides. Não houve diferença estatisticamente 

significativa (P > 0,05) entre esses parâmetros. No entanto, a morfometria da cabeça dos 

espermatozoides foi significativamente maior (P < 0,05) nos italianos (10,04 ± 0,03 µm) em 

comparação aos africanizados (9,33 ± 0,04 µm). A análise de microscopia eletrônica não 

revelou diferenças ultraestruturais entre os genótipos. Em conclusão, há grande similaridade 

nos parâmetros espermáticos de ambos os genótipos sob as mesmas condições ambientais, 

indicando a viabilidade de aplicar estratégias reprodutivas semelhantes. 

 

Palavras-chave: zangões; sêmen; conservação; parâmetros espermáticos; microscopia 

eletrônica de varredura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Bees are essential pollinators from both ecological and economic perspectives, with various 

species differing morphologically and physiologically. Therefore, understanding the 

variations in reproductive parameters among genotypes is crucial, especially given the 

scarcity of comparative studies conducted under the same environmental conditions. This 

study aimed to compare the sperm characteristics of Italian drones (Apis mellifera ligustica) 

and Africanized drones (Apis mellifera L.) reared in the Caatinga biome. For this purpose, 

nine sexually mature Italian drones and sixteen Africanized drones from different colonies 

were used. Semen was collected using the endophallus eversion technique and diluted in 

physiological solution at a 1:20 ratio. The analyzed parameters included: motility, sperm 

viability, functional integrity of the plasma membrane, morphology, morphometry, and 

ultrastructural analysis of the spermatozoa by scanning electron microscopy (SEM). Results 

were expressed as mean ± standard error. Statistical analyses included the Shapiro-Wilk test 

to assess the normality of residuals and the Bartlett test to verify homoscedasticity. Group 

comparisons were performed using the Mann-Whitney and Student’s t-tests. All statistical 

analyses were conducted using GraphPad Prism version 9.3, with a significance level set at 

5%. The results showed 90% motility in both genotypes. Sperm viability was 82.4 ± 2.5% in 

Italian drones and 81.1 ± 2.4% in Africanized drones, while the functional integrity of the 

plasma membrane was 93.4 ± 1.8% and 91.6 ± 1.5%, respectively. Regarding morphology, 

the percentage of normal spermatozoa with straight tails was 10.89 ± 1.66% in the Italian 

group and 12.06 ± 1.01% in the Africanized group. The percentage of normal spermatozoa 

with coiled tails was 88.56 ± 1.7% in the Italian group and 87.63 ± 1.1% in the Africanized 

group, a characteristic resulting from the spermatozoa’s swimming pattern. However, sperm 

head morphometry was significantly greater (P < 0.05) in Italian drones (10.04 ± 0.03 µm) 

compared to Africanized drones (9.33 ± 0.04 µm). The scanning electron microscopy analysis 

revealed no ultrastructural differences between the genotypes. In conclusion, there is a high 

degree of similarity in the sperm parameters of both genotypes under the same environmental 

conditions, indicating the feasibility of applying similar reproductive strategies. 

 

Keywords: drones; semen; conservation; sperm parameters; scanning electron microscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A polinização é essencial para a manutenção do equilíbrio dos ecossistemas, e as 

abelhas, os principais polinizadores, desempenham um papel crucial nesse processo, além de 

serem responsáveis pela produção de mel e outros produtos apícolas (Khalifa et al., 2021). 

Abelhas e outros insetos são responsáveis por aproximadamente 75% das frutas e sementes 

consumidas pelos humanos, tornando-os fundamentais para a preservação da biodiversidade 

(Why Bees Matter, 2018). Mundialmente, são conhecidas mais de 20.000 espécies de abelhas 

descritas, distribuídas em sete famílias distintas, que se diferenciam tanto morfologicamente 

quanto fisiologicamente (Ascher, Pickering 2020).  

No entanto, nas últimas décadas, tem-se observado um declínio nas populações desses 

polinizadores, devido à perda, alteração e fragmentação de habitats naturais (Kline; Joshi, 

2020), da intensificação das práticas agrícolas e da monocultura (Hemberger; Crossley; 

Gratton, 2021), da exposição a parasitas e pesticidas (Bird et al., 2021), do aumento das 

temperaturas climáticas (Soroye; Newbold; Kerr, 2020). Nesse contexto, é essencial 

compreender a biologia e os parâmetros reprodutivos de diferentes espécies de abelhas para 

promover ajustes de manejo e aprimorar os protocolos de conservação de germoplasma, 

ampliando o conhecimento sobre a reprodução dessas espécies. 

Um fator limitante para a reprodução é a qualidade do sêmen (Yániz; Silvestre; 

Santolaria, 2020, Zhao et al., 2021), visto que a rainha armazena espermatozoides viáveis em 

sua espermateca por vários anos (Degueldre; Aron, 2023). Isso determinará o sucesso 

reprodutivo da rainha e a produtividade da colônia (Pettis et al., 2016), bem como o sucesso 

da inseminação instrumental (Khan et al., 2022; Güler et al., 2022). Nesse contexto, o 

potencial de fertilidade do macho pode influenciar a saúde geral da colônia (Murray et al., 

2023). 

Estudos indicam que pode haver diferenças na qualidade do sêmen entre machos de 

diferentes raças animais, como aves (Ayeneshet et al., 2024), porcos (Wysokińska & 

Szablicka, 2021) e outros mamíferos. Para as abelhas, comparações sobre a qualidade 

reprodutiva de abelhas caucasianas (Apis mellifera caucasica) e italianas (Apis mellifera 

ligustica) conduzidas em Ancara, Turquia, revelaram que os zangões caucasianos apresentam 

peso corporal, volume ejaculado, número de espermatozoides nas vesículas seminais 

significativamente maiores, além de maior proporção de ejaculação, eficiência de ejaculação e 

eficiência de coleta de sêmen do que os italianos (Kahya; Gençer, 2023). Esses achados 

indicam que pode haver diferenças nos parâmetros reprodutivos entre os outros genótipos de 
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abelhas. No entanto, estudos comparativos são escassos. Os principais estudos concentram-se 

na caracterização de detalhes espermáticos de indivíduos específicos, conforme relatado para 

zangões africanizados (Apis mellifera L.) no bioma Caatinga no Brasil (Morais et al., 2022) e 

para zangões de abelhas italianas (Apis mellifera ligustica) na região da Campânia, na Itália 

(Power et al., 2019). 

Apesar da influência genética, fatores ambientais também podem contribuir para 

diferenças nas características reprodutivas e espermáticas, mesmo entre zangões com origens 

genéticas e distribuição geográfica semelhantes (Taha; Alqarni, 2013; Kahya; Gençer, 2023). 

Assim, a hipótese que norteia esta pesquisa é que zangões de diferentes genótipos, criados em 

condições ambientais semelhantes no bioma Caatinga, podem apresentar variações 

significativas na qualidade espermática, considerando que fatores genéticos, adaptativos e 

fisiológicos influenciam diretamente na produção, estrutura e funcionalidade das células 

espermáticas (Rangel; Fisher, 2019).  

Dada a importância prática deste tema, a identificação de possíveis diferenças nos 

parâmetros espermáticos entre genótipos teria aplicações importantes para o manejo 

reprodutivo de colônias no bioma Caatinga. Permitiria a seleção de genótipos com vantagens 

reprodutivas e maior adequação para programas de melhoramento genético, inseminação 

instrumental ou conservação de germoplasma. Por outro lado, a ausência de diferenças 

significativas também seria relevante, pois indicaria que ambos os genótipos são igualmente 

viáveis do ponto de vista reprodutivo, proporcionando maior flexibilidade nas práticas de 

manejo. 

Nessa perspectiva, é necessário compreender de que forma as diferenças genéticas 

entre os genótipos impactam as características espermáticas sob uma mesma condição 

ambiental, a fim de aprofundar o conhecimento sobre o potencial reprodutivo desses 

genótipos. Portanto, este trabalho busca responder à seguinte questão: existe diferença entre 

os parâmetros espermáticos dos genótipos Apis mellifera ligustica e Apis mellifera L. criadas 

em condições ambientais semelhantes no bioma Caatinga? 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 BIOLOGIA E REPRODUÇÃO DE APIS MELLIFERA 

 

No Brasil, a Apicultura teve início no ano de 1839, quando o Padre Antônio Carneiro 

conseguiu autorização de Dom Pedro II para importar de Portugal para o Rio de Janeiro, 

algumas colônias de abelhas da espécie Apis mellifera (abelha europeia) (Kerr, 1980). No 

intuito de buscar quais abelhas apresentavam maior potencial de adaptação no Brasil, o 

pesquisador de apicultura brasileira Dr. Warwick Estevan Kerr comparou a produtividade das 

abelhas africanas Apis mellifera scutellata, com as abelhas europeias (Apis mellifera 

mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera caucasica e Apis mellifera carnica) 

(Camargo; Pereira; Lopes, 2002). Acidentalmente, as abelhas africanas cruzaram com as 

abelhas europeias, originando populações poli-híbridas, conhecidas como abelhas 

africanizadas (Apis mellifera L.) (Kerr, 1967).  

Essa hibridação fez com que as abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), se 

diferenciasse fisiologicamente das abelhas europeias e africanas, apresentando elevada 

capacidade de defesa e adaptação a novos ambientes, além de uma capacidade reprodutiva 

muito mais eficiente, com maior tendência à enxemeação. Esse comportamento pode ser 

atribuído às características genéticas e comportamentais que favorecem a reprodução e a 

expansão de novas colônias. Também se destacam por sua rusticidade, podendo ser mantidas 

em climas mais severos, maior tolerância a doenças, melhores desempenho na polinização e 

maior produção de mel e própolis (de Jong, 1996). 

Além disso, a organização social das abelhas é composta por três castas: rainha, 

operárias e zangões, que apresentam morfologia e funções distintas. Seu desenvolvimento 

ocorre em três fases: ovo, larva e pupa. Nas abelhas europeias (Apis mellifera), esse ciclo de 

desenvolvimento é mais longo, com duração de 21 dias para as operárias, 24 dias para os 

zangões e 16 dias para a rainha. Enquanto nas abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), o 

ciclo é ligeiramente mais curto: 20 dias para as operárias, 24 dias para os zangões e 15 dias 

para rainha (MAPA, 2023).  

A principal função da rainha na colmeia é a ovoposição, podendo depositar ovos 

fertilizados (diplóides) ou não fertilizados (haplóides). Os ovos diploides, que são ovos 

fecundados, podem originar rainhas ou operárias, dependendo da quantidade de dieta de 

geleia real fornecida durante seu desenvolvimento larval (Slater; Yocum; Bowsher, 2020). Já 

os ovos haplóides, que não são fecundados, desenvolvem-se exclusivamente em zangões.  
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O sistema reprodutor das fêmeas das abelhas inclui dois ovários, formados por 

ovaríolos ou túbulos de ovarianos, com número e comprimento variáveis de 160 a 180 

ovaríolos por ovário, além de um par de ovidutos laterais que convergem para um oviduto 

comum mediano, o qual se liga à vagina. Adicionalmente, o sistema reprodutor conta com a 

espermateca e uma glândula acessória. A espermateca é uma bolsa globular única onde os 

espermatozoides são armazenados, comunicando-se com a extremidade proximal dorsal do 

oviduto comum por um duto curto. Já a glândula acessória, está localizada na face dorsal da 

vagina (Landim, 2009).  

As rainhas podem armazenar entre 3 e 8 milhões de espermatozoides, que serão 

utilizados ao longo de sua vida reprodutiva, a qual dura, em média, de 1 a 2 anos (Szabo; 

Heikel, 1987; Al-Lawati; Kamp; Bienefeld, 2009). Durante os voos de acasalamento, as 

rainhas copulam com 20 a 25 machos (Moritz, 1984; Page; Peng, 2001). Esse elevado número 

de acasalamentos contribui para o sucesso reprodutivo da rainha, aumentando a diversidade 

genética da prole e prolongando sua vida útil. No entanto, esse sucesso está condicionado à 

produção de zangões de boa qualidade seminal e em quantidade. A poliandria da rainha é um 

fator determinante para o desempenho reprodutivo, influenciando diretamente a sobrevivência 

e a produtividade da colônia (Pettis et al., 2016). Por outro lado, a má qualidade seminal gera 

rainhas de pior qualidade, sendo considerada uma das principais causas de perda de colônias 

(Lee et al., 2019).  

As operárias são responsáveis por todas as atividades realizadas na colmeia e 

apresentam os mesmos órgãos reprodutivos que a abelha rainha (Dallai, 1975). No entanto, 

possuem de 2 a 12 ovaríolos por ovário (Landim, 2009), quantidade associada à baixa 

concentração do hormônio juvenil durante o período larval (Winston, 1991). Nessas abelhas, a 

oogênese é iniciada, porém é interrompida antes da vitelogênese devido à ação do feromônio 

produzido pela glândula mandibular da rainha, o qual desencadeia morte celular programada, 

inibindo assim a produção dos ovos (Ronai; Oldroyd; Vergoz, 2016). 

 

2.2 BIOLOGIA E REPRODUÇÃO DOS ZANGÕES 

 

 Os zangões têm como principal função na colmeia o acasalamento. Eles não executam 

nenhum trabalho para a colônia e são alimentados pelas operárias. Suas estruturas 

relacionadas à orientação, ao voo e ao acasalamento são altamente desenvolvidas, 

apresentando olhos compostos maiores e asas mais largas (Figura 1) do que as das operarias 

(Winston, 1991).  
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Figura 1. Zangão (Apis mellifera). Fonte: Blog Apiário Esperança.  

 

O aparelho reprodutor masculino dos zangões é composto por pares de testículos, 

vasos eferentes, ductos genitais, um par de glândulas acessórias (vesículas seminais e as 

glândulas de muco) (Figura 2), além do endofalo interno, que é evertido durante a ejaculação, 

e por um par da ganchos copulatórios, responsáveis por prender a rainha durante o 

acasalamento (Slater, 2022; Winston, 1991) (Figura 3). Os ductos genitais são formados pelos 

ductos deferentes, provenientes de cada testículo, e por um canal ejaculador único e mediano 

(Landim, 2009). O sistema reprodutivo do zangão é projetado para que o órgão genital seja 

evertido no interior da rainha durante a cópula (Winston, 1991). 

 
Figura 2. Esquema do aparelho reprodutor masculino de A. mellifera. A. Macho recém-emergido. B. Macho 

maduro para o acasalamento. Notar a involução dos testículos (T) e o crescimento da glândula de muco (glm) no 

macho maduro. vd = vaso deferente; vs = vesícula seminal; de = duto ejaculador. Fonte: Landim, 2009.  
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Figura 3. Sistema reprodutivo dos zangões. Fonte: Ontario Beekeeping Manual, 1993. 

 

A espermatogênese dos zangões dura, em média, 25 dias. Eles produzem 

espermatozoides apenas durante o seu desenvolvimento nas fases larval e pupal (Slater, 

2022). Na fase larval, ocorre a espermatogênese com a meiose I; na fase pré-pupa, dá-se 

continuidade ao processo de espermatogênese com a meiose II; e, na fase de pupal, ocorre a 

espermiogênese (Figura 4 e 5). Nesse processo, as espermatogônias diferenciam-se em 

espermatozoides, completando assim a produção espermática (Slater, 2022; Lago et al., 

2020). Em seguida, os espermatozoides migram dos testículos para as vesículas seminais, 

momento em que os zangões são considerados sexualmente maduros (Figura 5) (Klein et al., 

2021). Esses espermatozoides permanecem armazenado até o acasalamento, quando é 

totalmente ejaculado juntamente com o muco proveniente das grandes glândulas de muco. 

Assim, os zangões eclodem na fase adulta já com todos os espermatozoides que irão produzir 

formados (Lago et al., 2020).  
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Figura 4.  Representação esquemática de um túbulo seminífero de testículo maduro e correspondentes 

Eletromicrografias mostrando as várias regiões ao longo de seu comprimento. A. Germário, B. Zona de 

crescimento, C. Zona de maturação, D. Zona de transformação; E. Zona com espermatozóides. ca = célula 

apical; ci = células do cisto; ct = cistócitos; e = espermatozóides; ep = espermátides; ept = primeira divisão da 

meiose – espermatócitos I; espA = espermatogônia A; espB = espermatogônia B ou cistoblasto; f = fusoma; mp 

= membrana peritoneal; fu = fusoma; esp = espermátides. Fonte: Landim, 2009. 

 

Desde a eclosão (emergência) até à maturidade sexual, os testículos dos zangões 

sofrem uma redução significativa de tamanho, sofrendo atrofia ou involução, em média 90,9% 

(desvio padrão ± 0,3%) (Figura 2). Esse processo está relacionado à maturação sexual, 

durante a qual ocorre a conclusão da espermiogênese, a evacuação dos espermatodesmos - 

estruturas formadas por aglomerados de espermatozoides unidos por resíduos citoplasmáticos 

após a espermatogênese (Smith, 1968) - dos lúmens tubulares, atrofia progressiva das células 

foliculares, uma vez que o espermatozoide é completamente transferido para os vasos 

deferentes e vesículas seminais, resultando em atrofia completa e colapso do parênquima 

testicular (Klein et al., 2021).  
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Figura 5. Produção de espermatozoides em zangões durante o desenvolvimento. A espermatogênese, a produção 

de espermatozoides, ocorre durante o desenvolvimento larval tardio e pré-pupal. A espermiogênese, a 

diferenciação espermática, ocorre durante a fase de pupação. Assim que os zangões emergem como adultos, a 

produção de espermatozoides já está completa. No entanto, os zangões produzem fluidos seminais nas glândulas 

mucosas durante o início da emergência adulta. Fonte: Slater, 2022 (Adaptado).  

 

Durante os primeiros dias de vida, os zangões adultos são alimentados exclusivamente 

pelas operárias jovens, responsáveis pela produção de comida de cria. Com o passar do 

tempo, eles passam a consumir mel diretamente dos alvéolos e, aproximadamente, uma 

semana de idade, tornam-se capazes de se alimentar sozinhos (Winston, 1991). A alimentação 

oferecida ao zangão recém-emergido consiste em uma mistura de comida de cria larval, pólen 

e mel e, em alguns casos, inclui produto regurgitado diretamente da vesícula melífera (Free, 

1957; Ruttner, 1966; Haydak, 1970). A produção de espermatozoides não depende 

diretamente da quantidade de proteína fornecida aos zangões jovens; no entanto, a comida de 

cria e o pólen fornecidos podem influenciar sua longevidade e capacidade de acasalamento. 

Os zangões mais velhos alimentam-se exclusivamente de mel no favo, o qual fornece a 

energia necessária para os voos de acasalamento (Winston, 1991). 

Um zangão bem-sucedido, durante o acasalamento, everte seu endofalo através da 

câmara de ferrão da rainha, introduzindo-o no oviduto. A ponta do endofalo é composta por 

placas cervicais, proteínas de muco coagulantes produzidas pela glândula mucosa interna, 

pelo tubo do bulbo e por uma secreção lipídica laranja pegajosa, proveniente da glândula 

cornual (Colonello; Hartfelder, 2005). Esses fluidos seminais interagem com o sêmen, 

melhorando sua qualidade, prolongando o armazenamento, promovendo a fertilização e 
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reduzindo a competição com espermatozoides de outros machos (Baer et al., 2009; Den Boer; 

Baer; Boomsma, 2010). Além disso, o muco estabelece uma forte conexão entre o zangão e a 

rainha.   

O acasalamento ocorre de forma rápida e dura alguns segundos. O zangão só acasala 

uma vez e morre em seguida, uma vez que grande parte do endofalo é arrancado, pois 

permanece preso na rainha após a cópula (Figura 6).  

 
Figura 6. Durante a cópula, os zangões transferem espermatozoides e fluidos seminais para o oviduto da rainha, 

que eventualmente serão armazenados na espermateca. Uma vez armazenado, as rainhas usarão esse esperma até 

a morte. Fonte: Slater, 2022 (Adaptado). 

 

 
Figura 7. Espermatozoide de zangão Italiano (Apis mellifera ligustica) 

 

Os espermatozoides dos zangões são considerados células longas e filamentosas, com 

extremidades afiladas (Figura 7). Diversos fatores podem afetar a qualidade dos 

espermatozoides de zangões, como a nutrição, a idade, a estação do ano e a genética. A 

nutrição desempenha um papel fundamental na qualidade reprodutiva dos indivíduos. O 

acesso limitado ao pólen e ao néctar, bem como sua oferta inadequada desses recursos durante 

o desenvolvimento larval de abelhas, resulta em menor peso corporal, menor volume de 
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sêmen e redução da capacidade ejaculatória, embora não afete a viabilidade e concentração 

dos espermatozoides (Czekońska, Chuda-Mickiewicz, Samborski 2015).  Da mesma forma, o 

peso corporal pode influenciar na morfometria espermática (Bratu et al., 2022), bem como no 

volume do sêmen, no número de espermatozoides e na sua viabilidade (Rinderer, 1985; 

Schlüns et al., 2003). A idade afeta a viabilidade espermática (Stürup et al., 2013), assim 

como a estação do ano exerce influência sobre os parâmetros reprodutivos dos zangões 

(Morais et al., 2022; Rousseau, Fournier; Giovenazzo, 2015; Rhodes et al., 2010) 

A genética igualmente exerce influência sobre as características espermáticas. Estudos 

realizados por Taha e Alqarni (2014) identificaram diferenças significativas nos 

espermatozoides e em outras características associadas à fertilidade entre subespécies de 

abelhas. Na qual verificou-se que os zangões de Apis mellifera carnica possuem glândulas 

mucosas, testículos e vesículas seminais maiores em comparação com os de Apis mellifera 

jemenetica, além de produzirem, de forma significativa, maior quantidade de espermatozoides 

por ejaculação. Da mesma forma, estudos realizados por Quartuccio et al., (2020), com Apis 

mellifera siciliana e Apis mellifera ligustica, demonstraram que ambas as subespécies 

apresentaram diferenças significativas na concentração e na longevidade dos 

espermatozoides.  

 

2.3 TÉCNICAS DE COLETA DE SÊMEN EM ABELHAS 

 

 Existem duas principais técnicas para a coleta de sêmen em zangões: a dissecação das 

vesículas seminais e a indução da ejaculação. Nos primeiros estudos com zangões, o sêmen 

era obtido por meio da dissecação das vesículas seminais, procedimento no qual se realiza a 

abertura da cavidade abdominal do zangão, removendo as vesículas que serão abertas para a 

coleta de sêmen (Yániz et al., 2024). Embora esse método possa proporcionar um maior 

volume de sêmen, apresenta um risco elevado de contaminação bacteriana, tanto da superfície 

externa quanto do trato digestivo do zangão. Além disso, exige maior habilidade técnica, rigor 

na esterilização e representa um risco maior de transmissão de patógenos bacterianos para a 

rainha (Yániz et al., 2024). 

 Na última década, a técnica de eversão do endofalo tem sido o principal método 

utilizado para a coleta de amostras de sêmen em zangões. Para realizá-la é feita a eversão 

parcial do endofalo, segurando a cabeça e o tórax do zangão entre o polegar e o indicador, 

pressionando suavemente o seu abdômen, provocando a emersão dos cornos alaranjados. Para 

alcançar a eversão completa, é feita novamente uma leve pressão, resultando na exposição do 
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sêmen na ponta do endofalo. O sêmen exposto apresenta coloração de creme, marmorizado e 

bronzeado, com uma camada subjacente de muco branco, cuja quantidade e consistência 

podem variar (Cobey; Tarpy; Woyke, 2013). A coleta é feita diretamente da extremidade do 

endofalo evertido, utilizando um tubo capilar de vidro conectado a uma seringa (Cobey; 

Tarpy; Woyke, 2013).  

 

2.4 MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ESPERMÁTICOS  

 

Após a coleta, o sêmen dos zangões deve ser avaliado com base em parâmetro 

macroscópicos e microscópicos (Woyke, 1963). Esses parâmetros podem variar entre os 

indivíduos devido a diversos fatores, como a idade, nutrição, tamanho, peso corporal, estação 

do ano e genótipos (Rangel & Fisher, 2019; Zhao et al., 2021). A avaliação espermática não 

apenas fornece dados sobre a funcionalidade, estrutura e viabilidade dos espermatozoides, 

como também contribui para preencher lacunas de conhecimentos, oferecendo informações 

detalhadas que podem ser relacionadas ao sucesso potencial da fertilização.  

 

2.4.1 Motilidade espermática 

 

A motilidade dos espermatozoides é fundamental para a migração até a espermateca 

da rainha e, consequentemente, para o sucesso da fertilização do óvulo (Yániz et al., 2020). 

Diferentemente de outras espécies, os zangões apresentam um padrão de movimento 

espermático predominantemente circular, com formato helicoidal (Tofilski et al., 2018; 

Murray et al., 2022). Em estudos mais recentes, a motilidade tem sido expressa como a 

porcentagem de espematozoides móveis, sendo avaliada através da avaliação visual por meio 

de microscopia de contraste de fase. Essa análise é realizada de forma subjetiva e considera 

qualquer tipo de movimento circular ativo, sendo reconhecida como um bom indicador de 

qualidade espermática (Wegener et al., 2012).  

Além disso, deve ser realizada imediatamente após a coleta, pois o tempo de 

armazenamento e as condições ambientais como temperaturas extremas de frio ou calor e 

exposição à luz podem influenciar negativamente a motilidade espermática (Trentin, 2018). A 

análise desse parâmetro é essencial para estabelecer um limite aceitável para o uso do sêmen 

na inseminação instrumental de rainhas, sendo considerado como valor mínimo adequado 
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60% de motilidade, amostras com valores inferiores não devem ser utilizadas (Murray et al., 

2023). 

Uma curiosidade a se destacar é que devido às características morfológicas dos 

espermatozoides de zangão, que possuem cabeça fina e estreita, sendo indistinguíveis de suas 

caudas, suas análises não conseguem ser realizadas no equipamento de Análise de Sêmen 

Assistida por Computador (CASA). Com isso, foi desenvolvido o sistema CASABee, um 

software de código aberto projetado especificamente para a análise automática da motilidade 

e concentração de espermatozoides em zangões. No estudo de Divasón et al. (2023), o 

software foi utilizado para comparar a análise manual e a análise realizada pelo CASABee em 

relação aos valores de motilidade e concentração espermática. Os resultados demonstram a 

eficiência do software, que permite realizar a análise de forma rápida e precisa, reduzindo o 

tempo necessário para cerca de 10 a 20 segundos.   

 

2.4.2 Viabilidade espermática 

 

A viabilidade dos espermatozoides é determinada em percentagem de espermatozoides 

viáveis considerados com a integridade estrutural da membrana (Silva et al., 2013). Sendo 

essa considerada uma das análises mais comuns na avaliação do sêmen de zangões e é 

fundamental para a fertilização. Em adição, é essencial que essa estrutura apresente esteja 

integra, permitindo a proteção do material genético até o momento da fertilização (Guimarães 

et al., 2017).  

Os métodos utilizados para avaliar a integridade estrutural da membrana são 

realizados no intuído de verificar se há rompimento ou não na membrana, como sondas 

fluorescentes (Nur et al., 2012; Morais et al., 2022; Kaya; Uysal, 2023). O fluorocromo mais 

amplamente utilizado para a marcação das células espermáticas inviáveis, cuja membrana não 

está íntegra, é o iodeto de propídio. Essa sonda atravessa as membranas danificadas, liga-se ao 

DNA e emite uma fluorescência vermelha intensa. O iodeto de propídio pode ser combinado 

com outras sondas, como o Hoechst 33342, SYBR-14 ou laranja de acridina, que atravessam 

a membrana plasmática intacta dos espermatozoides viáveis, ligando-se ao DNA e emitem 

fluorescência azul (Hoeschst 33342) ou verde (SYBR-14 e laranja de acridina) nas células 

vivas (Yániz et al., 2020). 
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2.4.3 Integridade funcional da membrana 

  

Para além de integridade estrutural é importante que a membrana plasmática do 

espermatozoide seja funcional, uma vez que essa análise é essencial para verificar a 

capacidade dos membrana se adequar a diferentes ambientes osmóticos durante seu trajeto até 

o momento da fertilização. Por isso, é importante avaliar tanto a integridade estrutural quanto 

a funcionalidade da membrana espermática (Hafez, 1993). Nesse contexto, foi desenvolvido o 

teste hipo-osmótico (HOST) por Jeyendran et al., (1984). Esse teste baseia-se na 

semipermeabilidade da membrana celular intacta, que permite o inchaço do espermatozoide 

em soluções hipo-osmóticas. O inchaço da cauda, observado após a exposição de 

espermatozoides com membranas plasmáticas íntegras à solução hipo-osmótica, indica que o 

transporte de água através da membrana está ocorrendo normalmente, evidenciando a 

preservação da integridade funcional (Jeyendran et al., 1984).   

O teste da água também foi desenvolvido com o mesmo objetivo por Lomeo e 

Giambersio (1991) e Fuse et al., (1993), utilizando água destilada como solução hipo-

osmótica. Nur et al., (2012) compararam a atividade funcional da membrana plasmática 

utilizando o teste de água e soluções com osmolaridade de 50, 100 e 150 mOsm/kg, obtendo 

resultados semelhantes entre o teste com água e o teste de HOST a 50 mOsm/kg. Fuse et al. 

(1993) sugeriram que o teste da água é mais simples e rápido do que o teste HOST 

convencional. 

 

2.4.4 Morfologia espermática 

  

A avaliação da morfologia espermática pode indicar o potencial de fertilidade dos 

espermatozoides, especialmente na presença de altas porcentagens de anormalidade. Essas 

anomalias podem ser classificadas em defeitos de primeiro e segundo grau, referentes à 

origem, seja durante a espermatogênese ou durante o trânsito fisiológico, em defeitos maiores 

e menores, de acordo com seu potencial de interferência na fertilidade (Arruda et al., 2011). 

 Os espermatozoides são células translúcidas, e sua visualização sob microscopia 

óptica comum nem sempre é nítida (Arruda et al., 2011). Por esse motivo, a utilização de 

corantes como Rosa Bengala, Diff-Quick e Hematoxilina e Eosina são frequentemente 

utilizados para evidenciar a estrutura espermática de zangões, bem como suas anormalidades 

(Morais et al., 2022; Bratu et al., 2022; Power et al., 2019).  
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 Os principais defeitos observados nos espermatozoides de zangões incluem variações 

no formato e no tamanho do núcleo (macrocefálico e microcefálico) e presença de múltiplas 

cabeças e ausência de cabeça. São identificadas alterações como formato anormal da cabeça, 

acrossomos danificados, flexionados, curvados ou ausentes, além de cabeças duplas e a 

ausência da cabeça (Bratu et al., 2022; Power et al., 2019). A respeito da cauda, as alterações 

morfológicas mais comuns são cauda enroladas, dobradas, fragmentadas, curtas, múltiplas e 

desfiadas (Bratu et al., 2022; Morais et al., 2022). 

 

2.4.5 Morfometria espermática 

 

A análise morfométrica permite uma avaliação objetiva das características 

morfológicas espermáticas, possibilitando a identificando de regiões estruturais e de detalhes 

que não seriam detectados por métodos convencionais. Os dados morfométricos são obtidos a 

partir da digitalização de imagens de espermatozoides previamente corados, com o auxílio de 

câmeras de capturas acopladas ao microscópio óptico. A partir das fotomicrografias captadas, 

podem ser aplicados métodos manuais de medição por meio do software analisador de 

imagens ImageJ (Morais et al., 2022).  

Dentre os principais parâmetros morfométricos avaliados destacam-se o comprimento 

cabeça, o comprimento da cauda (flagelo) e o comprimento total do espermatozoide. Em 

alguns casos, dependendo do corante utilizado, é possível medir também o comprimento do 

núcleo e do acrossomo. Esses dados fornecem informações relevantes para a caracterização 

espermática e podem estar associados à qualidade seminal e ao potencial reprodutivo dos 

zangões, incluindo aspectos relacionados à seleção sexual. Por exemplo, machos maiores e 

com espermatozoides mais longos podem apresentar vantagem competitiva na disputa por 

parceiros ou na competição espermática (Janicke; Fromonteil, 2021). 

 

2.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VERREDURA 

 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) funciona de forma semelhante aos 

microscópios ópticos, no entanto utilizam um feixe focalizado de elétrons em vez de luz para 

obter imagens. Os microscópios eletrônicos permitem ampliações significativamente maiores 

e apresentam um poder de resolução superior ao dos microscópios ópticos, possibilitando a 

visualização de objetos em níveis subcelulares, moleculares e atômicos (Kannan, 2018). 

Trata-se de um dos instrumentos mais versáteis disponíveis para o exame e análise da 
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morfologia de microestruturas, bem como para a caracterizações da composição química 

(Zhou, 2007).  

A MEV utiliza um feixe de elétrons focalizado que varre sistematicamente a superfície 

da amostra, produzindo diversos sinais de eletrônicos. Essa técnica é empregada para registrar 

características topográficas da superfície da amostra processada, gerando imagens 

tridimensionais com elevada profundidade de campo (Zhou, 2007). Para essa avaliação, é 

necessário imobilizar os componentes moleculares e as estruturas de organismos, órgãos, 

tecidos, células e biomoléculas por meio da fixação química com reticuladores. Em seguida, 

as amostras são tratadas com sais de metais pesados para aumentar a densidade de massa dos 

componentes. Posteriormente, realiza-se o revestimento por pulverização catódica com metais 

como ouro, com o objetivo de reduzir danos às superfícies e melhorar a condutividade. Esse 

revestimento permite a obtenção de imagens em alta resolução estrutural, que são geradas e 

captadas pelo sistema de detecção, sendo então convertidos em imagens, exibidas em um 

monitor ligado ao microscópio eletrônico de varredura (Zhou, 2007).  

Na área de tecnologia do sêmen, estudos descritivos e comparativos com MEV 

permitem caracterizar padrões espermáticos entre diferentes espécies, ou auxiliar na avaliação 

da eficiência de biotecnologias aplicadas à reprodução de espécies ameaçadas (Matos, 2023). 

No caso das abelhas, ainda são escassos os estudos com microscopia eletrônica de varredura. 

A estrutura e organização dos espermatozoides na espermateca de rainhas foi descrita por 

Zennouche et al., (2016). Contudo, há estudos ultraestruturais realizados com a microscopia 

eletrônica de transmissão que analisam os espermatozoides de zangões (Lino-Neto; Báo; 

Doller, 2000; Gulov; Bragina, 2022; Peng, Yin, Yin, 1993). 
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3 OBJETIVOS  

 

Objetivo geral 

 

Caracterizar os espermatozoides do sêmen de zangões de abelhas italianas (Apis 

mellifera ligustica Linnaeus, 1758), e compará-los com os espermatozoides do sêmen de 

zangões de abelhas africanizadas (Apis mellifera L. Linnaeus, 1758). 

 

Objetivos específicos 

 

• Avaliar a qualidade espermática conforme motilidade, viabilidade espermática, 

integridade funcional da membrana plasmática, morfologia, morfometria e análise 

ultraestrutural de microscopia eletrônica de varredura. 

• Fazer inferências entre a relação das características espermáticas dos zangões das 

abelhas italianas (Apis mellifera ligustica) com os zangões das abelhas africanizadas 

(Apis mellifera L.); 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Local do experimento 

 

O estudo foi conduzido entre os meses de fevereiro e junho de 2025, durante a estação 

chuvosa com animais provenientes do Núcleo de Capacitação Tecnológica em Apicultura da 

Estação Experimental da Universidade Federal Rural do Semi-Árido, situado na cidade de 

Mossoró, no estado do Rio Grande do Norte, localizado na região Nordeste do Brasil. Essa 

área possui caracterização climática do tipo semiárido sob as seguintes coordenadas 

geográficas: Latitude: 5º03‟37” Sul, Longitude: 37º23‟50” Oeste), com temperatura média 

variando entre 25ºC e 28,7ºC. As análises experimentais foram conduzidas no Laboratório de 

Conservação de Germoplasma Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Árido.  

 

Animais experimentais 

 

Neste estudo, foram utilizados um total de 25 zangões de abelhas, sendo 9 zangões 

italianos (Apis mellifera ligustica) e 16 africanizados (Apis mellifera L.), capturados em 

diferentes colônias localizadas no mesmo apiário da Estação Experimental da UFERSA. Em 

ambos os grupos, foram coletados zangões sexualmente maduros, capturados por escape no 

alvado das colmeias, com idade aproximada de 25 dias, durante a estação chuvosa. Nestes, os 

zangões foram avaliados quanto à maturidade, sendo considerados maduros quando 

apresentaram eversão completa da ponta do endofalo, com presença de sêmen. Somente 

indivíduos maduros foram utilizados para o experimento (Collins; Donoghue, 1999).  

 

Coleta do sêmen 

 

Os zangões foram encaminhados para o Laboratório de Conservação e Germoplasma 

Animal (LCGA) da Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), para realização 

da coleta e processamento das amostras. A coleta do sêmen foi realizada por meio da técnica 

padrão de eversão do endofalo (Cobey; Tarpy; Woyke, 2013). A estimulação foi realizada 

manualmente, aplicando-se uma leve pressão sobre o abdômen do zangão, induzindo à 

exposição parcial do endofalo, seguida de sua eversão completa, expondo o sêmen na ponta 

do endofalo, próximo a uma secreção mucosa de coloração branca (Mendes, 2008) (Figura 8). 

Aproximadamente 1 μL de sêmen foi coletado com auxílio de uma seringa de inseminação 
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instrumental HARBO. Em seguida, as amostras foram diluídas em solução fisiológica na 

proporção de 1:20, para posterior análise. 

 

 
Figura 8. Coleta sêmen zangão Africanizado (Apis mellifera L.). (A) Suave pressão no abdômen; (B) Eversão 

parcial do endófalo; (C) Eversão completa do endófalo com sêmen exposto. 

 

Análises do sêmen 

 

 Imediatamente após a coleta e diluição, as amostras foram submetidas à avaliação dos 

parâmetros microscópicos de motilidade espermática (%). Para isso, foi utilizada uma alíquota 

de 5 µL, depositada sobre uma lâmina de vidro pré-aquecida a 34 °C, sendo observada por 

meio de microscopia de contraste de fase, com aumento de 10x. A motilidade foi estimada em 

porcentagem, variando de 0 a 100%, de acordo com a quantidade de espermatozoides em 

movimento (Collins, 2005). 

A avaliação da viabilidade espermática (%) foi realizada utilizando sondas 

fluorescente. Para isso, uma alíquota de 5 μL de sêmen foi incubada a 34 °C durante10 

minutos, em uma solução fluorescente composta por 1 μL de iodeto de propídio (PI; Sigma-

Aldrich, Co., St Louis, MO, EUA) e 5 μL de Hoechst 33342 (H-342; Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EUA). As amostras foram avaliadas em microscópio de epifluorescência (40x; 

Episcopic Fluorescent Attachment “EFA” Halogen Lamp Set; Leica, Kista, Suécia). Para cada 

amostra, foram contados 100 espermatozoides. Os espermatozoides com cabeças marcadas 

em azul foram classificados como viáveis, com membranas intactas, enquanto aqueles 

marcados parcial ou completamente em vermelho foram considerados não viáveis, com 

membranas não intactas (Hopkins; Herr, 2010). 

O teste de integridade funcional da membrana (teste hiposmótico) foi realizado 

utilizando água destilada como solução hiposmótica (0 mOsm/L), com base na observação do 

enrolamento e inchaço das caudas dos espermatozoides. Para isso, 5 μL de sêmen foram 
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incubados em 45 μL da solução hiposmótica, durante 60 minutos, a 34 °C (Nur et al., 2012). 

Após o período de incubação, 10 μL da solução hiposmótica contendo os espermatozoides 

foram depositados sobre uma lâmina de vidro, coberta com uma lamínula, e avaliados em 

microscópio de contraste de fase (40x). Foram analisados 100 espermatozoides por lâmina, 

em campos microscópicos selecionados aleatoriamente, e a porcentagem de espermatozoides 

com caudas enroladas foi calculada (Nur et al., 2004). 

 

Análise morfológica e morfométrica 

 

Para a avaliação da morfologia espermática, foram preparadas lâminas coradas com 

Rosa Bengala (Cromato, SP, Brasil), utilizando 5 µL de sêmen em 45 µL de corante, com 

incubação por 2 horas à temperatura ambiente. Posteriormente, uma alíquota de 10 µL foi 

depositada sobre uma lâmina de vidro e coberta com uma lamínula. Após a preparação das 

lâminas, foram contadas 100 células por zangão, em campos selecionados aleatoriamente, sob 

microscopia de luz (40x). Os espermatozoides foram classificados como normais ou anormais 

com base na presença de defeitos na cauda ou na cabeça (Tarliyah; Boediono; Walujo, 1999). 

A morfometria espermática foi realizada utilizando as lâminas de morfologia coradas 

com Rosa Bengala. De cada zangão, foram analisados de sete a onze espermatozoides, 

totalizando 300 imagens capturadas em microscópio óptico (40x) com auxílio do software 

Leica LAS V.4.13 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Em cada imagem, os 

componentes espermáticos foram medidos utilizando o software de análise de imagens 

ImageJ (Wayne Rasband, National Institute of Health, Maryland, EUA). Os parâmetros 

morfométricos medidos incluíram as dimensões da cabeça do espermatozoide, do flagelo e do 

comprimento total (Gontarz et al., 2016). 

 

Análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Para a avaliação da morfologia tridimensional dos espermatozoides por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV), seguiu-se o protocolo descrito por Santos et al., (2022), com 

algumas modificações. Para a avaliação de espermatozoides em superfície tridimensional, foi 

feita uma adaptação no protocolo utilizando amostras fixadas em lâminas de morfologia com 

Rosa Bengala por 24 h. Em seguida, os espermatozoides foram secos em ambiente 

climatizado, e as lâminas foram fixadas com fita adesiva em pinos de latão. Posteriormente, as 

amostras foram revestidas com ouro, utilizando o metalizador Sputter Coater Quorum, Q150R 
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ES (Reino Unido), e observadas em microscópio eletrônico de varredura (Tescan®, Type 

VEGA 3 LMU, No. VG13671479, 50/60 Hz; Brno, República Tcheca). As amostras foram 

então processadas para avaliação por MEV no laboratório do Centro de Pesquisa em Ciências 

Vegetais do Semiárido, da UFERSA. 

 

Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média e erro padrão. A normalidade dos resíduos 

foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homocedasticidade pelo teste de Bartlett. Para 

comparar os parâmetros espermáticos entre os grupos, o teste de Mann-Whitney foi utilizado 

para as variáveis que não seguiram distribuição normal (hiposmótica e cauda quebrada), 

enquanto o teste t de Student foi aplicado para aquelas com distribuição normal (motilidade, 

espermatozoides viáveis, espermatozoides normais e cauda enrolada). 

A utilização de diferentes testes foi justificada pelo fato de que, durante a verificação 

dos pressupostos de normalidade e homocedasticidade, algumas variáveis apresentaram 

distribuição normal e outras não. As variáveis analisadas pelo teste de Mann-Whitney 

(hiposmótica e cauda quebrada) foram classificadas como não paramétricas, por não 

apresentarem distribuição normal, sendo necessária a utilização deste teste. Por outro lado, as 

variáveis analisadas pelo teste t de Student foram consideradas paramétricas, pois 

apresentaram distribuição normal e homocedasticidade, permitindo a aplicação de testes 

paramétricos. Todas as análises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism®, 

versão 9.3 para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), adotando-se um 

nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

Influência dos genótipos na motilidade espermática, viabilidade e funcionalidade da 

membrana plasmática.  

 

Ambos os genótipos apresentaram motilidade espermática em torno de 90% (Tabela 

1), com viabilidade espermática de 82,44 ± 2,5% nos zangões italianos e 81,14 ± 2,4% nos 

zangões africanizados. A integridade funcional da membrana plasmática nos zangões italianos 

foi de 93,44 ± 1,7%, enquanto nos zangões africanizados foi de 91,60 ± 1,5%. Não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os genótipos (P > 0,05), ambas apresentaram 

excelente qualidade espermática. 

 

Tabela 1. Média (Média ± EP) para motilidade espermática, viabilidade espermática e funcionalidade 

da membrana de zangões de abelhas italianas (Apis mellifera ligustica) e africanizadas (Apis mellifera 

L.). 

Variáveis Seminais 
Italianas 

(Média ± EP) 
Intervalo 

Africanizadas 

(Média ± EP) 
Intervalo 

Motilidade (%) 

Viabilidade espermática (%) 

Funcionalidade da membrana (%) 

90,00 ± 0,0 

82,44 ± 2,5 

93,44 ± 1,8 

90 

71–99 

84–98 

90,00 ± 0,0 

81,14 ± 2,4 

91,60 ± 1,5 

90 

65–94 

80–97 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos de genótipos (P > 0,05). 
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Figura 9.  Análises de espermatozoides de zangões. (A) Viabilidade espermática de zangão italiano (Apis 

mellifera ligustica). (B) Viabilidade espermática de zangão africanizado (Apis mellifera L.); avaliada por sondas 

fluorescentes: espermatozoides viáveis (seta azul; Hoechst 33342) e não viáveis (seta vermelha; iodeto de 

propídio). (C) Integridade funcional da membrana plasmática (teste hiposmótico, HOST) de zangão italiano 

(Apis mellifera ligustica); membrana funcionalmente intacta com cauda levemente enrolada (seta amarela), 

membrana funcionalmente intacta com cauda totalmente enrolada (seta preta). (D) Integridade funcional da 

membrana plasmática (HOST) de zangão africanizado (Apis mellifera L.); membrana plasmática comprometida 

(seta branca), membrana funcionalmente intacta com cauda totalmente enrolada (seta preta). 

 

Influência dos genótipos na morfologia 

 

Em relação à morfologia dos espermatozoides, a porcentagem de espermatozoides 

morfologicamente normais foi de 10,89 ± 1,66% nos zangões italianos e 12,06 ± 1,01% nos 

zangões africanizados, sem diferença estatística significativa entre os grupos, conforme 

mostrado na Tabela 2. O defeito mais prevalente observado foi a cauda enrolada. A Tabela 2 

apresenta os aspectos morfológicos avaliados, juntamente com suas respectivas médias e erros 

padrão. A Figura 10 apresenta espermatozoides morfologicamente normais, bem como alguns 

dos defeitos encontrados.  
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Figura 10. Fotomicroscopias de espermatozoides de zangão corados com Rosa Bengala. (A) Espermatozoides 

italianos normais (Apis mellifera ligustica); (B) Espermatozoides africanizados normais (Apis mellifera L.);                  

(C) Espermatozoides normais com cauda enrolada de um zangão italiano (Apis mellifera ligustica);                              

(D) Espermatozoides normais com cauda enrolada de um zangão africanizado (Apis mellifera L.);                                

(E) Espermatozoides com cauda quebrada de um zangão africanizado (Apis mellifera L.).   

 

Influência dos genótipos na morfometria 

 

Houve diferença significativa na morfometria dos espermatozoides entre os zangões 

dos dois genótipos (Tabela 2). As medidas morfométricas revelaram que os espermatozoides 

dos zangões italianos apresentaram cabeças significativamente (P < 0,05) maiores (10,04 ± 

0,03 µm) em comparação aos dos zangões africanizados (9,33 ± 0,04 µm). No entanto, não 

foram observadas diferenças significativas nas medidas do flagelo e no comprimento total, 

com aproximadamente 260 µm de comprimento em ambos os grupos. 
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Tabela 2. Médias (média ± erro padrão da média) para morfologia e morfometria espermática de 

zangões italianos (Apis mellifera ligustica) e africanizados (Apis mellifera L.). 

Variáveis seminais 

Italianos 

(Média ± 

EP) 

Intervalo 
Africanizados 

(Média ± EP) 
Intervalo 

Morfologia normal      

Cauda reta (%) 10,89 ± 1,7 4–20 12,06 ± 1,0 7–21 

Cauda enrolada (%) 88,56 ± 1,7 80–96 87,63 ± 1,1 78–93 

Morfologia anormal     

    Cauda quebrada (%) 1,25 ± 0,3 1–2 1,00 ± 0,0 1 

Morfometria     

    Comprimento da cabeça (µm) 10,04 ± 0,03ᵃ 8,47–11,59 9,33 ± 0,04ᵇ 7,98–11,79 

    Comprimento da cauda (µm) 249,7 ± 0,64ᵃ 221,3–298,3 250,2 ± 0,70ᵃ 222,0–301,5 

    Comprimento total (µm) 259,7 ± 0,65ᵃ 231,4–308,3 259,9 ± 0,73ᵃ 230,3–311,2 

ᵃ,ᵇ Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa (P < 0,05). 

 

Influência dos genótipos na microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A avaliação ultraestrutural permitiu a identificação detalhada da vesícula acrossômica 

cônica e da superfície definida do núcleo, características que não eram claramente observáveis 

com a coloração convencional de Rosa Bengala. No acoplamento cabeça-flagelo, foi possível 

visualizar em paralelo o principal derivado mitocondrial e o axonema, sem que fossem 

identificadas diferenças entre os grupos. 

 
Figura 11. Ultraestrutura dos espermatozoides da abelha zangão. (A) Italiano (Apis mellifera 

ligustica); (B) Africanizado (Apis mellifera L.). 
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6 DISCUSSÃO 

 

O potencial reprodutivo masculino tem um efeito substancial sobre a dinâmica 

populacional de uma determinada espécie (Rankin; Kokko, 2007). Portanto, vale a pena 

considerar a investigação de diferentes aspectos da fertilidade masculina, inclusive em 

abelhas. Este estudo apresenta uma comparação inédita dos parâmetros espermáticos de 

zangões de abelhas africanizadas e italianas presentes no mesmo ambiente, o bioma Caatinga. 

Foi demonstrado que, em geral, ambos os genótipos de zangões apresentam características 

espermáticas semelhantes, diferindo apenas na morfometria da cabeça do espermatozoide. 

Além disso, vale destacar que ambas as abelhas, quando coletadas durante o período chuvoso 

no mesmo ambiente semiárido, apresentam boa qualidade espermática. 

A motilidade dos espermatozoides dos zangões destaca-se como um dos parâmetros 

mais relevantes, pois está diretamente relacionada à capacidade dos espermatozoides de 

migrar para a espermateca e ao sucesso da fertilização (Yániz; Silvestre; Santolaria, 2020). 

Diferente do que é observado em outras espécies, a motilidade dos espermatozoides de 

zangões segue um padrão de movimento predominantemente circular, com forma helicoidal 

(Tofilski et al., 2018; Murray et al., 2023). No presente experimento, ambos os genótipos 

apresentaram esse padrão de movimento circular, considerado um indicador de qualidade 

espermática (Yániz; Silvestre; Santolaria, 2020). Além disso, ambas as espécies apresentaram, 

em média, 90% de espermatozoides móveis quando coletadas durante a estação chuvosa da 

Caatinga. Esses resultados são equivalentes aos apresentados por Morais et al., (2022), que 

encontraram médias de 85,6% de espermatozoides móveis em zangões de abelhas 

africanizadas durante a estação chuvosa. 

No presente estudo, quanto à viabilidade espermática, observou-se que os zangões 

italianos apresentaram valores semelhantes aos dos zangões africanizados, sem diferenças 

estatisticamente significativas entre os genótipos analisados. Esses resultados são semelhantes 

aos relatados por Morais (2022), durante a mesma estação chuvosa. No estudo comparativo 

conduzido por Kahya e Gençer (2023), que avaliou a qualidade reprodutiva de zangões de 

abelhas caucasianas (Apis mellifera caucasica) e italianas (Apis mellifera ligustica), não 

foram encontradas diferenças significativas na viabilidade dos espermatozoides nas vesículas 

seminais entre os genótipos. A viabilidade espermática, por sua vez, está intimamente 

relacionada à fertilidade da rainha e é amplamente utilizada como indicador da qualidade do 

sêmen (Zhao et al., 2021). Trata-se de um parâmetro fundamental para a fertilidade dos 

zangões, uma vez que apenas os espermatozoides com membranas plasmáticas intactas são 
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capazes de manter o metabolismo celular, alcançar a espermateca da rainha e participar 

efetivamente do processo de fertilização (Yániz, Silvestre; Santolaria, 2020). 

A motilidade e a integridade estrutural da membrana do espermatozoide (viabilidade) 

são parâmetros essenciais para a avaliação da qualidade seminal, ambos diretamente 

relacionados ao potencial fertilizante dos espermatozoides. A manutenção de uma membrana 

plasmática intacta é essencial para garantir a estabilidade das funções metabólicas, de modo 

que danos a essa estrutura podem comprometer a capacidade de fertilização (Yániz et al., 

2013). Nesse contexto, a análise conjunta da motilidade e da viabilidade é essencial, uma vez 

que espermatozoides com membranas plasmáticas danificadas, embora móveis, podem não 

ser funcionalmente competentes para a fertilização. Da mesma forma, ejaculados com baixa 

motilidade espermática podem comprometer a capacidade reprodutiva do animal (Aguiar et 

al., 2024). Em adição, a integridade da membrana não é importante apenas para o 

metabolismo espermático, mas uma mudança correta nas propriedades da membrana é 

necessária para uma união bem-sucedida dos gametas masculino e feminino. Assim, a 

integridade e a atividade funcional da membrana espermática são de fundamental importância 

no processo de fertilização (Bratu et al., 2022). 

Portanto, é necessário que a estrutura da membrana espermática não seja apenas 

viável, mas também funcional. Nesse contexto, o uso de uma solução 0 mOsm/L mostrou-se 

eficaz na identificação da integridade funcional da membrana plasmática, com base no grau 

de enrolamento da cauda. Os resultados indicaram boa integridade funcional da membrana 

plasmática em solução 0 mOsm/L para ambos os zangões italianos e africanizados, sem 

diferenças estatisticamente significativas entre os genótipos. 

Por outro lado, um ponto a ser questionado é se, embora ambos os genótipos sejam 

funcionais e respondam bem osmoticamente à solução 0 mOsm/L, pode haver diferença na 

composição da membrana espermática, favorecendo uma melhor adaptação aos sistemas 

fisiológicos da fêmea. Além disso, na solução presente na espermateca da fêmea, os 

espermatozoides responderão da mesma forma ou de maneira diferente? Essas questões 

representam lacunas que devem ser investigadas em estudos futuros. 

No tocante a análise da morfologia os zangões dos genótipos de abelhas italiana (Apis 

mellifera ligustica) e africanizada (Apis mellifera) revelou características típicas da espécie, 

com células longas, filamentosas e extremidades afiladas (Yániz, Silvestre e Santolaria, 

2020). Essa morfologia é comum entre abelhas do gênero Apis e tem sido associada à 

adaptação evolutiva para o armazenamento prolongado na espermateca da rainha ao longo de 

sua vida fértil e à seleção sexual. Espermatozoides longos possuem maior capacidade de 
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produção de energia e maior eficiência de movimentação dentro do órgão de armazenamento. 

Além disso, espermatozoides com maior longevidade têm maior probabilidade de fertilizar os 

óvulos, tornando a morfologia e o comprimento características altamente selecionadas (Slater, 

2022). 

Anomalias morfológicas podem contribuir para a redução das taxas de fertilização 

(Larson-Cook et al., 2003). Tanto para os zangões italianos quanto para os africanizados, a 

ocorrência de caudas enroladas foi a anomalia morfológica mais predominante. Esses achados 

são semelhantes aos relatados por Morais et al., (2022), ao investigarem zangões de abelhas 

africanizadas no mesmo ambiente. Há a observação de caudas enroladas nos espermatozoides 

esteja relacionada ao padrão de movimento helicoidal exibido pelos espermatozoides das 

abelhas (Tofilski et al., 2018; Murray et al., 2023). Portanto, essa característica pode ser 

considerada uma consequência do padrão de natação desses gametas. 

Os resultados morfométricos demonstraram uma diferença significativa no tamanho da 

cabeça dos espermatozoides de zangões italianos, sendo esta maior em comparação à dos 

zangões africanizados. Essa diferença pode estar relacionada à organização da cromatina no 

núcleo espermático, que influencia diretamente o volume da cabeça. Após a meiose e durante 

a espermiogênese, as espermátides redondas diferenciam-se em espermatozoides maduros. 

Nesse processo, ocorre a condensação da cromatina, durante a qual o volume nuclear é 

drasticamente reduzido. Inicialmente, proteínas como as histonas são adicionadas à cromatina, 

mas, ao longo da maturação espermática, essas são gradualmente substituídas por pequenas 

proteínas nucleares, as protaminas. A condensação da cromatina contribui para a formação de 

uma estrutura nuclear hidrodinâmica e compacta, protege o genoma de danos físicos e 

químicos, e podem estar envolvidas na regulação epigenética (Kathke et al., 2014).  

Considerando que a maior parte da cabeça do espermatozoide é composta por 

cromatina altamente compactada, o formato nuclear pode estar diretamente associado ao 

relacionado principalmente ao estado da cromatina do espermatozoide (Saraiva et al. 2007). A 

condensação da cromatina é um processo fundamental de compactação e reorganização da 

estrutura do DNA durante a espermatogênese, sendo essencial para a integridade e 

transmissão precisa do material genético (Vagnarelli, 2013). 

Dessa forma, é possível que os espermatozoides dos zangões italianos apresentem uma 

cromatina menos condensada ou um arranjo nuclear com menor quantidade de proteínas 

estabilizadoras do DNA, como protaminas, o que resultaria em uma cabeça espermática de 

maior tamanho. Por outro lado, nos zangões africanizados, uma cromatina mais compactada 

ou uma maior presença de proteínas nucleares pode contribuir para uma cabeça espermática 
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menor, ainda que mantendo a funcionalidade reprodutiva. Assim, as diferenças morfométricas 

observadas neste estudo podem refletir adaptações ao empacotamento do material genético 

entre os genótipos analisados, com possíveis implicações para a estabilidade genômica, 

longevidade dos espermatozoides e sucesso reprodutivo da rainha. Sendo necessários, estudos 

específicos sobre a temática.  

Embora essa diferença no tamanho da cabeça tenha sido observada, o comprimento 

dos flagelos e o comprimento total dos espermatozoides não apresentaram variações 

significativas entre os grupos. De modo geral, os valores morfométricos médios observados 

neste estudo são consistentes com aqueles descritos para espermatozoides de abelhas 

europeias Buckfast encontrados durante a estação chuvosa na região central da Romênia 

(Bratu et al., 2022; Lino-Neto, Báo, Dolder, 2000). Vale mencionar que o experimento foi 

estendido até julho de 2024, ao final da estação chuvosa. No entanto, os flagelos e o 

comprimento total não apresentaram diferenças significativas entre os grupos. 

Diferentemente dos animais vertebrados, os espermatozoides dos insetos não possuem 

peça intermediária. Eles são filamentosos, com uma cabeça alongada e uma cauda 

extremamente longa, composta por um flagelo derivado do filamento axial e estruturas 

mitocondriais que o envolvem (Peng, Yin, Yin, 1993). Isso pode ser observado por meio da 

análise por microscopia eletrônica de varredura dos zangões italianos e africanizados, a qual 

permitiu uma identificação detalhada da vesícula acrossômica cônica e da superfície bem 

definida do núcleo, mas não da peça intermediária. Na junção entre a cabeça e o flagelo, foi 

possível visualizar o principal derivado mitocondrial e o axonema. Contudo, não foram 

identificadas diferenças entre os grupos. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Dessa forma, este estudo, ao avaliar os parâmetros espermáticos de zangões de 

diferentes genótipos, contribui para a definição das características morfológicas, 

morfométricas e funcionais dos espermatozoides de ambas. Em adição, a microscopia 

eletrônica de varredura permitiu a caracterização da ultraestrutura espermática, visualizando 

regiões imperceptíveis por outros métodos de avaliação convencionais. Em conclusão, há 

grande similaridade nos parâmetros espermáticos de zangões italianos (Apis mellifera 

ligustica) e africanizados (Apis mellifera L.) criados no bioma Caatinga. Essas informações 

contribuem para a compreensão da fisiologia reprodutiva dos genótipos e enfatizam a 

possibilidade de aplicação de manejos reprodutivos semelhantes para ambas, permitindo o 

desenvolvimento de estratégias para a conservação dessas abelhas. 
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