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RESUMO

Compreender a qualidade da rainha permite conhecer informagbes sobre seu
potencial reprodutivo e determinar os fatores que influenciam o fenétipo da coldnia.
Produzir rainhas de qualidade € uma demanda eminente dos apicultores, gerando um
grande mercado a ser explorado. Surpreendentemente, ndo existem estudos que
avaliem as rainhas descarte quanto ao seu potencial reprodutivo, em especial em
apiarios comerciais de abelhas africanizadas, o que deixou uma lacuna no
conhecimento, a ser explorada. Objetivou-se por meio do presente trabalho descrever
morfofisiologicamente as rainhas de abelhas africanizadas Apis mellifera L. ao
descarte de modo a tragar seu potencial reprodutivo. Cento e trinta e quatro rainhas
foram coletadas em apiarios comerciais da Associagao de Apicultores de Capanema
(APIC), com o apoio técnico do Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas
Empresas (SEBRAE), e foram encaminhadas para a Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Campus de Dois Vizinhos (UTFPR-DV). Foram realizadas nelas
mensuragdes externas, seguida de dissecacgédo, avaliacdo da qualidade espermatica
e analise histologica, com posterior validagéo por meio de estatistica e comparagao
com literatura. As abelhas rainhas africanizadas de apiarios comerciais da regido de
Capanema, foram caracterizadas com média e desvio padrao de peso total (183,32 +
22,66 mg), comprimento total (18,17 £ 1,03 mm), comprimento (10,39 + 0,93 mm) e
largura do abdémen (4,81 £ 0,31 mm), comprimento (4,30 = 0,33 mm) e largura do
térax (3,43 = 0,43 mm), comprimento (10,43 £ 0,67 mm) e largura da asa (3,60 + 0,30
mm), peso de ovario direito (30,72 + 10,58 mg) e esquerdo (30,58 + 10,52 mg), numero
de ovariolos de ovario direito (165,21 £ 43,57) e esquerdo (169,58 £ 50,05), peso da
espermateca (0,95 + 0,35mg). Além disso, nas espermatecas, foi encontrada
concentragcédo de aproximadamente 1,8 milhdo de espermatozoides, a maior parte da
motilidade entre 0 e 40% e viabilidade espermatica de 56,17%. Desta forma, em
comparagao com a literatura de rainhas jovens verificou-se que as rainhas realmente
sofrem desgaste ao longo do seu ciclo de vida, com redugcdo da concentracao,
viabilidade e motilidade espermatica, junto com o declinio do peso total e largura do
térax 20% menor do que as jovens. A variabilidade encontrada dentro das
caracteristicas mostra que ha espaco para realizar selegdo das abelhas rainhas
africanizadas. As medidas externas apresentaram correlagdo entre si, porém foram
poucas as correlagdes com as medidas morfofisioldgicas, mas se destaca que numero
de ovariolos apresentou correlacdo com comprimento total (0,22) e largura de
abdémen (0,24). Para mais, foi verificado a necessidade premente da implementacgéo
das tecnologias a campo, em especial o controle zootécnico das coldnias. O banco de
dados coletado pode incentivar futuras pesquisas em busca da rainha com melhor
potencial reprodutivo e colonias sucessivamente mais produtivas.

Palavras-chave: qualidade de rainha; senescéncia; medidas morfofisiologicas;

melhoramento genético.



ABSTRACT

Understanding the quality of the queen allows for knowing information about her
reproductive potential and determining the factors that influence the phenotype of the
colony. Producing quality queens is an eminent demand of beekeepers, generating a
large market. Surprisingly, studies need to evaluate culling queens regarding their
reproductive potential, especially in commercial apiaries of Africanized honeybees,
which leaves a knowledge gap. This work aimed to describe morphophysiological the
queens of Africanized honeybees (Apis mellifera L.) at culling to trace their
reproductive potential. One hundred and thirty-four queens were collected in
commercial apiaries of the Associagao de Apicultores de Capanema (APIC), with the
technical support of the Brazilian Support Service for Micro and Small Companies
(SEBRAE). The queens were to the Federal Technological University of Parana, Dois
Vizinhos Campus (UTFPR-DV). External measurements were performed on them,
followed by dissection, evaluation of sperm quality, and histological analysis, with
subsequent validation through statistics and comparison with literature. Africanized
queen bees, from commercial apiaries in the Capanema region, were characterized
with mean and standard deviation of total weight (183.32mg = 22.66), full length
(18.17mm = 1.03), length (10.39 mm + 0.93), and abdomen width (4.81mm £ 0.31),
length (4.30mm % 0.33) and thorax width (3.43 mm £ 0.43), length (10.43 mm % 0.67)
and wing width (3.60mm % 0.30), weight of the right (30.72 mg + 10.58) and ovary left
(30.58 mg £ 10.52), the number of ovarioles in the right ovary (165.21 + 43.57), and
the left (169.58 + 50.05), spermatheca weight (0.95mg + 0.35). Furthermore, in the
spermatecae, was found concentration of approximately 1.8 million spermatozoa, most
motility was grouped in values between 0 and 40%, and sperm viability was 56.17%.
Thus, in comparison with the literature of young queens it was found that the queens
actually suffer wear and tear throughout their life cycle, with reduced sperm
concentration, viability and motility, along with declining total weight and thorax width
20% smaller than the young. The variability found within the characteristics shows that
there is room to perform selection of the Africanized queen bees. The external
measures showed correlation among themselves, but there were few correlations with
the morphophysiological measures, but it is noteworthy that number of ovaries showed
correlation with total length (0.22) and abdomen width (0.24). Furthermore, it was
verified the pressing need for the implementation of technologies in the field, especially
the zootechnical control of the colonies. The database collected may encourage future
research in search of the queen with better reproductive potential and successively
more productive colonies.

Keywords: queen quality; senescence; morpho-physiological measurements; genetic

improvement.
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1 INTRODUGAO

O cenario mundial da apicultura esta diante de altas quedas populacionais das
abelhas, inclusive do poli-hibrido africanizada Apis mellifera L. (SANCHEZ-BAYO;
WYCKHUYS, 2019). Apesar disso, alguns locais ainda consideram a abelha
africanizada como praga (MUTINELLI, 2021), tornando a realiza¢ao de estudos sobre
a biodiversidade fundamental.

A producao e exportagao apicola brasileira tém aumentado ao longo dos
ultimos anos (IBGE, 2017, 2021; ABEMEL, 2022). Mesmo assim, o Brasil ainda
oferece vasto campo a ser explorado. Todavia, um dos entraves € a apicultura até
entdo ser realizada como atividade secundaria nas propriedades rurais o que resulta
em baixo investimento (NUNES; HEINDRICKSON, 2019).

Com isto, apesar de diversas tecnologias terem sido desenvolvidas para o
manejo da Apis mellifera L. africanizada, muitas ainda ndo s&o utilizadas no cotidiano,
o que dificulta a aplicagdo de novas tecnologias. Em vista disso, ha longo caminho a
ser percorrido, que inclui treinamento de pessoas em todas as camadas, e engloba
atividades essenciais como o controle zootécnico (BIXBY et al., 2020).

Neste contexto, insere-se a produgdo, comercializagao e posterior selegcao e
melhoramento genético das rainhas e zangdes. O cenario atual traz a oportunidade
de desenvolver o setor apicola brasileiro, dentre as oportunidades a serem exploradas
pode-se destacar a produgdo de rainhas de qualidade, demanda premente dos
apicultores.

Séo frequentes os estudos voltados para a qualidade de rainhas jovens, no
entanto, ficam escassas as informagdes quando se trata de rainhas africanizadas,
especialmente em apiarios comerciais. Nesse sentido, o estudo sobre o ciclo
reprodutivo de rainhas africanizadas torna-se imprescindivel, visto que, a producgao e
produtividade podem ser incrementadas via melhoria da qualidade da rainha.

A rainha possui caracteristicas unicas, e seu status sanitario e reprodutivo
impactam na sobrevivéncia, crescimento e produtividade da colénia (DODOLOGLU;
GENE, 2003). A qualidade ¢é estabelecida por diversas métricas, geralmente
estimadas em rainhas jovens, tais como peso, tamanho do seu corpo, térax, abdémen,
asa, associados a 6orgaos internos, como os ovarios, ovariolos e a espermateca
(DELANEY et al., 2011), sendo estes, os principais indicadores da capacidade
reprodutiva e de tempo de vida util (AL-LAWATI; KAMP; BIENEFELD, 2009).
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O tempo de vida util de uma rainha africanizada é em média 1,5 anos
(RANGEL; KELLER; TARPY, 2013), porém estudos fenotipicos e genéticos sobre
essa caracteristica sdo escassos. Sabe-se que o ambiente exerce impacto nesse
sentido, e a busca por critérios de selecao de facil mensuracédo séo essenciais para a
identificacdo de superioridade reprodutiva e adaptativa, e até mesmo se as
caracteristicas avaliadas séo bons estimadores de tal potencial.

Melhorar a genética € tarefa ardua, exige a selegdo dos melhores individuos,
seguida da propagacdo, de modo a gerar ganho na populagdo e incrementar a
produtividade (KINGHORN et al., 2009). Nao aprofundar o conhecimento nas
populagdes locais pode ser prejudicial e gerar falha na reproducgao das rainhas (BIXBY
et al., 2020).

Portanto, avaliar rainhas de apiarios comerciais ao final do ciclo produtivo
contribui para o desenvolvimento do melhoramento genético das abelhas no Brasil.
Em vista disso, objetivou-se caracterizar morfofisiologicamente as rainhas de abelhas

africanizadas Apis mellifera L. ao descarte de modo a tracar seu potencial reprodutivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descrever morfofisiologicamente rainhas Apis mellifera L. africanizadas ao
descarte de modo a tragar seu potencial reprodutivo.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar se as rainhas ao descarte apresentam numero reduzido de ovariolos;

e Verificar a qualidade espermatica das rainhas ao descarte;

e Relacionar as caracteristicas morfofisiolégicas as medidas morfométricas
lineares externas e sua relagdo com a qualidade reprodutiva de rainhas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Ao longo dos ultimos anos houve uma queda alarmante da populagdo de
abelhas, levando inclusive muitas culturas ao redor do mundo a serem polinizadas
manualmente (SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019; THEMUDO et al., 2020). E
premente a realizagdo de estudos sobre a biodiversidade, sendo evidente a
necessidade de aprimorar estratégias de reprodugdo e ambiéncia, para aumentar do
valor adaptativo das espécies, e consequentemente da produtividade.

Existem diversos estudos sobre as abelhas (Apis mellifera L.) das
subespécies europeias, como Apis mellifera mellifera (abelha real, alema, comum ou
negra), Apis mellifera ligustica (abelha italiana) em diferentes contextos como
ambiéncia e producéo comercial (BIGIO; GRUTER; RATNIEKS, 2012; MCAFEE et al.,
2020a, 2020b). Entretanto, quando o assunto em questdo sdo as abelhas
africanizadas, poli-hibrido que € amplamente distribuido no Brasil, ha caréncia de
estudos. A redugdo mundial da populagao de abelhas e a necessidade de conhecer
melhor a espécie presente no territério nacional, ddo base para o desenvolvimento

desta pesquisa.

3.1 Cenario Atual da apicultura Brasileira

No contexto mundial, o Brasil esta inserido, entre os 10 maiores exportadores
de mel (ABEMEL, 2022). A producgao é crescente ao longo dos ultimos anos, atingindo
55.828 toneladas de mel em 2021, com valor da produgao calculado em 854.416 mil
reais (IBGE, 2021).

Mesmo com cenario positivo, com tendéncia de crescimento, o pais ainda
oferece muito a ser explorado, pois possui grandes extensdes de matas, parques,
reservas legais, floras, cultivos de interesse apicola e também em relacdo ao clima
favoravel as abelhas (IBGE, 2017, 2021; ABEMEL, 2022). Portanto, ha um amplo
mercado a ser trabalhado, tanto em busca de aumentar a produtividade de mel, quanto
a trabalhar com mais produtos apicolas.

Contudo, um dos entraves é a apicultura ainda ser realizada como atividade
secundaria nas propriedades rurais, apenas para complementar a renda, resultando
em baixo investimento (NUNES; HEINDRICKSON, 2019). Em vista disso, o olhar para
as abelhas esta se tornando mais eficiente e profissional, programas de assisténcia
técnica aos produtores tém sido implementados. A exemplo destacam-se os projetos
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de assisténcia técnica do SEBRAE, a Assisténcia Técnica e Gerencial do Servico
Nacional de Aprendizagem Rural (ATeG do SENAR), e até mesmo a contratacéo de
especialistas técnicos por apicultores profissionais.

Somado, a discussdes conjuntas em eventos técnico cientificos (APIMONDIA,
CONBRAPI, ECAM, COSBRAPIM). Entretanto, ainda ha espago para aplicagdo de
planos de desenvolvimento da apicultura locais e nacionais, assim como o plano de
desenvolvimento da apicultura e meliponicultura catarinense (CASAMEL; CELLA;
MALLMAN, 2018; NASCIMENTO et al., 2022).

Todavia, ainda ha uma grande exploragao extrativista da atividade apicola,
ademais alguns apicultores mesmo com a disponibilidade de conhecimento técnico
ndo aplicam as recomendagdes recebidas de seu instrutor (NUNES;
HEINDRICKSON, 2019). O cenario encontrado na produgdo comercial atual, prova
que o setor apicola brasileiro deve ser trabalhado de modo a engajar os envolvidos,
tanto produtores quanto os instrutores, a desenvolver a atividade aplicando as
tecnologias existentes para que seja possivel o desenvolvimento de novas
tecnologias.

No cotidiano ainda ocorrem substituicdes de rainhas mal sucedidas e algumas
precoces, levando a perda de produtividade nas colénias, ou até mesmo condenando-
a a morte. Sdo varias as duvidas a serem sanadas, como quem sao as rainhas
consideradas pobres e quais causas as levam a esta classificacdo. Somada a
necessidade de estabelecer novas métricas de qualidade da rainha que incluam
resisténcia a doencas e medidas imunoldgicas, capazes de orientar os caminhos
ideais para reproducao e melhoramento (AMIRI et al., 2017).

Neste contexto insere-se a produg¢ao, comercializacdo e posterior selegao e
melhoramento genético das rainhas e zangdes. Ha um longo caminho a ser percorrido
que inclui treinamento de pessoas em todas as camadas, e engloba atividades como
a implementagao do controle zootécnico (BIXBY et al., 2020). Estudos como o aqui
presente devem ser usados para embasar a implementacao desta tecnologia, que tem

se tornado cada dia mais iminente.

3.2 Demandas da Industria

Uma das demandas do mercado nacional é a producéo de rainhas, setor ainda

considerado pequeno. A exemplo, entre os anos de 2018 e 2020 foram
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comercializadas em torno de 20.000 rainhas (informagéao verbal)!. Em um pais com
mais de 2 milhdes de colbnias (IBGE, 2017), estima-se que apenas 2% de rainhas
sejam trocadas anualmente pelos apicultores. Dois fatores importantes devem ser
considerados neste contexto: o nivel tecnologico que tem muito a crescer e a baixa
oferta de rainhas, especialmente das adaptadas a seus respectivos ambientes. Prova
disso s&o as demandas dos apicultores por rainhas de qualidade reprodutiva, que
possam imprimir melhorias na produtividade das col6nias.

A pratica de produzir rainhas de qualidade e disponibilizar aos produtores tem
se mostrado de grande importancia, pois atende dois dos nichos de mercado mais
utilizados, a substituicdo das rainhas e a criagado de uma nova col6nia, ao inserir a
rainha em uma divisdo das abelhas. As rainhas s&o entregues de duas maneiras,
virgens ou fecundadas, sendo que ambas otimizam o processo produtivo pois
reduzem o intervalo entre os ovos ndo postos e a emergéncia de novas operarias
(KHAN et al., 2022).

Produzir novas rainhas é muito importante para manter as col6nias saudaveis,
pois falhas da rainha podem levar a perda direta da colénia e podem acontecer a
qualquer momento (CONTRERAS-MARTINEZ et al., 2017; KHAN et al., 2021).
Portanto, este processo tem revolucionado a industria apicola.

A exemplo das grandes industrias de produg¢ao de rainhas no mundo como na
Alemanha, Estados Unidos, Nova Zelandia (CAPA, 2019) os desafios se concentram
na manutencdo da diversidade genética, adaptagcdo ambiental e qualidade das
rainhas, principalmente das que passam pelo transporte terrestre e aéreo para chegar
até o apicultor (BIGIO; GRUTER; RATNIEKS, 2012; MCAFEE et al., 2020a, 2020b).
A organizagao por parte dos apicultores para a coleta de informagdes fenotipicas
sobre o desempenho dessas rainhas favorece a identificacdo nas falhas que sao
relacionadas a reproducgao, adaptagao local e status sanitario (BIXBY et al., 2020).

O poli-hibrido africanizado presente em nosso pais foi pouco estudado, o que
limita a comercializagdo de rainhas com comprovacido de qualidade reprodutiva.
Sendo assim, esforgos para o desenvolvimento de tecnologias, meios de
implementagcdo desse material a campo e registros zootécnicos devem ser

concentrados para o aumento da demanda industria brasileira de rainhas.

1 Informacéo cedida por Ramon Haad, socio proprietario da Apicola Haad

Genética de rainhas e materiais apicola LTDA, em 23 de nov. de 2020.
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3.3 Estudos sobre rainhas jovens vs Rainhas ao descarte

Os estudos voltados a conhecer morfofisiologicamente as rainhas jovens
foram iniciados por Eckert (1934). A busca por essas avaliagdes é importante pois
simplifica a investigacdo da fecundidade das rainhas e traz praticidade para as
mensuracdes a campo. Esse autor, avaliou rainhas baseando-se na observagao do
desenvolvimento das colbnias, porém sabe-se que mais parametros podem indicar o
potencial reprodutivo (BOCH; JAMIESON, 1960; AL-LAWATI; KAMP; BIENEFELD,
2009; DELANEY et al., 2011; AMIRI et al., 2017).

Eckert (1934, 1937) previu caracteristicas importantes para a mensurag¢ao da
qualidade de rainhas e a correlagcdo entre elas, que até hoje sdo utilizadas como:
numero de ovariolos, idade da larva a transferéncia, area de cria, morfologia externa,
e a relacao negativa entre fecundidade e caracteristicas morfométricas. Hoopingarner
e Farrar (1959) seguiram os estudos nessa linha e encontraram relagéao entre peso da
rainha e numero de ovariolos. Boch, Jamieson (1960) verificando as pesquisas até
entdo, complementaram que o peso da rainha tem relagdo com a area de crias no
favo.

Questdes reprodutivas também remetem ao estudo da regulagdo hormonal e
em fungdo disso, Seehuus et al. (2006) e Kocher et al. (2008) caracterizaram que a
producao da glicolipoproteina vitelogenina (Vg), a gema precursora da produgéo de
ovos, € estimulada pelo acasalamento, tornando-se indicadora de fecundidade;
somado ao fato de estar ligada a longevidade da rainha por ser um antioxidante. Além
disso, Delaney et al. (2011) observaram que o peso da rainha se correlaciona
positivamente com a expressdo de Vg e, consequentemente as rainhas poedeiras
tiveram maior expressao de Vg. Conforme os mesmos autores, ocorre relagao positiva
entre largura de torax e quantidade de espermatozoides armazenados na
espermateca.

As medidas morfométricas tém importancia evidente no desenvolvimento
desses estudos, pois evita a morte das rainhas a serem avaliadas, o que permite o
monitoramento a campo do desempenho reprodutivo. Os estudos até entédo citados
ainda sao base para os atuais e definiram o que se sabe sobre avaliagcao reprodutiva
de rainhas jovens (DELANEY et al., 2011; AMIRI et al., 2017).

Dessa forma, € consenso que rainhas jovens possuem alto potencial

reprodutivo, gerando colénias com grande crescimento, boa area de cria, que evolui
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para operarias e zangdes saudaveis que facilitam o cuidado da colbnia, prevenindo
enfermidades, além disso também sao capazes de armazenar maior quantidade de
mel e polen, e mitigar efeitos de doengas (AMIRI et al., 2017).

Ha grande gama de estudos sobre rainhas jovens (ECKERT, 1934, 1937;
BOCH; JAMIESON, 1960; DELANEY et al., 2011; AMIRI et al., 2017), ou seja, rainhas
virgens e recém-fecundadas, em contrapartida ha poucos estudos sobre as rainhas
consideradas velhas (HARBO, 1979; SZABO; HEIKEL, 1987; LODESANI; BALDUZZI;
GALLI, 2004) mas nenhum em uma populagdo comercial ao descarte. Isso deve-se

ao fato da crenca que o sucesso reprodutivo esta ligado a jovialidade da rainha.

3.4 Como é caracterizada a qualidade reprodutiva da rainha?

Rainhas de alta qualidade apresentam algumas caracteristicas em comum,
como a alta produgao de cria, mantencga da coesao da colénia, bom comportamento
higiénico, baixa tendéncia a enxameacao, resisténcia as doencgas e alta producéo.
Estes fatores dependem da origem genética da rainha e dos zangdes com que ela
acasala.

O potencial da rainha em manter sua col6nia, desenvolvé-la e gerar
produtividade, atrelado a sua capacidade de reproduzir em quantidade, determina a
sua qualidade (DODOLOGLU; GENE, 2003). Sao diversos os critérios e métricas que
estabelecem uma rainha de qualidade, dentre eles a morfometria externa, a avaliagéo
de seus 6rgaos reprodutores como o0s ovarios e a espermateca, junto com a qualidade
espermatica.

As medidas morfométricas externas tem sido mensuradas nas rainhas ao
longo dos anos, em busca de definir quais sdo as métricas de rainhas de qualidade,
de forma a permitir definir os parametros ideais das rainhas. Em especial, relacionar
essas medidas a fisiologia de modo a nao precisar sacrificar as rainhas para realizar
mensuragdes, as mais instintivas sdo as medidas morfolégicas padrao de insetos
adultos, como peso, comprimento total, comprimento e largura do abdémen, térax e
asa (TARPY et al., 2012; RANGEL; TARPY, 2013; SOUZA et al., 2013; METORIMA
et al., 2015).

Ovarios e espermateca bem desenvolvidos nao garantem sucesso
reprodutivo, pois ainda assim a quantidade de espermatozoides armazenados pode

ser baixa (SOUZA et al., 2013), resultando em troca precoce da rainha. O sistema de
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acasalamento das abelhas € impar na natureza (ROUSSEAU; FOURNIER;
GIOVENAZZO, 2015) e as Apis mellifera L. sdo altamente polidndricas (GENCER;
KAHYA; WOYKE, 2014; ROUSSEAU; FOURNIER; GIOVENAZZO, 2015).

Com o avangar da tecnologia genética de detecgdo dos genitores das
operarias, as estimativas de acasalamento por rainha tem crescido constantemente
(WITHROW,; TARPY, 2018). As estimativas vao de 6 até 77 zangbes (GENCER;
KAHYA, 2011; COBEY; TARPY; WOYKE, 2013; COBEY, 2016; WITHROW; TARPY,
2018; GILLARD, 2020; KHAN et al., 2022).

Ap0s o acasalamento, que pode ser feito com 1 a 3 voos nupciais (SCHLUNS
et al., 2005), os espermatozoides migram ao longo das proximas 24-48h, do oviduto,
onde foi depositado, para a espermateca (WINSTON, 1987). A rainha retorna a
colénia em média com 10-20 pL de sémen (em torno de 100 milhdes de
espermatozoides), alojados em seus ovidutos, porém a grande maioria do sémen é
descartado, ficando apenas de 3 a 5% de cada zangao, sendo estimado que uma
rainha deve armazenar no minimo 3 milhdes de espermatozoides para ter qualidade
reprodutiva (WOYKE, 1962).

Embora as rainhas expulsem 85% a 95% do sémen depositado no oviduto
(MACKENSEN, 1964), elas conseguem ficar com uma parte de cada zangao com qual
acasalou. Os espermatozoides misturam-se durante a migragao para a espermateca
(HABERL; TAUTZ, 1998). Em média as rainhas jovens contém de 4 a 7 milhdes de
espermatozoides (KOENIGER; KOENIGER, 2000; BOER; BOOMSMA; BAER, 2009;
ROUSSEAU; FOURNIER; GIOVENAZZO, 2015).

Os espermatozoides séo alojados na espermateca, por todo periodo de vida
da rainha, ndo havendo reposi¢cao espermatica (WINSTON, 1987). Apds a rainha
realizar a primeira cépula, ela tem pouco tempo até iniciar a oviposicao, devido aos
agentes quimicos presentes no fluido seminal e glandulas acessérias dos zangdes
que ativam o sistema reprodutivo da rainha, levando-a a ter que concluir seu processo
de acasalamento rapidamente, o que pode levar a mesma a possuir baixa
concentracao de espermatozoides (RHODES, 2008).

Apods todo o processo de acasalamento, os ovarios ficam ativos, a rainha
passa a ovipositar cerca de 1.500 ovos por dia (SNODGRASS, 1956; CRUZ-LANDIM,
2009; KOCHER; TARPY; GROZINGER, 2010). Cada ovo recebe aproximadamente 2
a 20 espermatozoides (HARBO, 1979; BAER et al., 2016; GILLARD; OLDROYD,
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2020). A rainha é considerada reprodutivamente exausta quando seu estoque de
espermatozoides viaveis se esgota.

A rainha produz e fornece secrecdes que mantem os espermatozoides viaveis
ao longo do tempo (BOER; BOOMSMA; BAER, 2009). Com o envelhecimento da
rainha se observa maior mortalidade espermatica, inclusive com células apresentando
movimentos com padrées mais lentos (LODESANI; BALDUZZI; GALLI, 2004; AL-
LAWATI; KAMP; BIENEFELD, 2009).

Apesar da qualidade espermatica ser de suma importancia para a qualidade
da rainha, outras medidas também se destacam. O peso € uma medida comumente
utilizada, relacionado a outras, como o peso dos ovarios, a quantidade de ovariolos,
0 peso da espermateca, devido a légica de quanto mais pesada, maior sera o espago
para desenvolvimento dos érgéos reprodutores, consequentemente apresentando
melhor desempenho (BOCH; JAMIESON, 1960; DELANEY et al., 2011; SOUZA et al.,
2013; AMIRI et al., 2017). Por sua vez, rainhas mais pesadas possuem espermateca
maior (SOUZA et al., 2013), o que lhes garante alta capacidade de armazenamento
de sémen. Isso reflete no favorecimento da diversidade genética, incrementando a
robustez da colénia (OLDROYD; FEWELL, 2007; MATTILA; BURKE; SEELEY, 2008).

Peso e tamanho da rainha estao ligados a quantidade de ovariolos e as fases
de desenvolvimento dos ovos (SHEHATA; TOWNSEND; SHUEL, 1981). Os ovarios
sao compostos por ovariolos, podem também ser chamados de tubulos de ovos, os
quais sao responsaveis por maturarem os ovocitos até eles completarem o ciclo e
serem ovipositados (CRUZ-LANDIM, 2009; KOZII et al., 2021).

Doencgas também influenciam a qualidade reprodutiva das rainhas, como por
exemplo Nosema spp. (DELANEY et al., 2011; AMIRI et al., 2017). Uma associagéo
de fatores como a sanidade, questdes nutricionais, manejo equivocado de
agrotéxicos, e outros, sdo importantes no desempenho ao longo da vida das rainhas.
De maneira geral, o ambiente tem influéncia na qualidade reprodutiva da rainha, o que
nos leva a buscar padrées que possam ser quantificados e estudados para que
critérios de selecdo possam ser estabelecidos de maneira a identificar de fato

superioridade reprodutiva.
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3.5 Por que estudar rainhas ao descarte?

O cenario mundial da apicultura atual esta diante de altas quedas
populacionais das abelhas. Muitas suspeitas foram levantadas sobre os motivos das
perdas anuais de colénias. No estudo de vanEngelsdorp et al. (2008) é retratado
13,3% das colbnias de abelhas manejadas nos EUA, eles constataram que embora
as principais suspeitas fossem de fome, do acaro varroa e disturbio do colapso das
colénias (CCD) (28%, 24% e 9%, respectivamente), o principal problema relatado
pelos apicultores foram as “rainhas pobres” (31%). “Rainhas pobres” podem ser uma
das principais razdes para o fracasso da col6nia, e uma das principais causas podem
ser os “zangdes pobres” (METZ; TARPY, 2019).

Diante disto, estudar a saude e fecundidade das rainhas, deve ser o foco das
pesquisas e da industria, em particular para a realidade nacional. Designar os motivos
que geram rainhas de baixa qualidade € fundamental para melhorar a produtividade
das colénias. De qualquer forma, uma reproducao eficiente também é fundamental
para repor as colénias mortas. Assim sendo, analisar as rainhas ao descarte
contribuira de forma importante nesse cenario.

O descarte de rainhas se deve ao fato de a mesma nao responder mais aos
requisitos de reproducédo e produtividade da coldnia. Ocorre conforme os critérios
estabelecidos pelo apicultor, como por exemplo, quando o mesmo realiza resgate de
colbnias, nao sabendo o historico da rainha, optando pela substituicdo da mesma.

A idade pode refletir no baixo desempenho da rainha, uma vez que sua vida
reprodutiva esta em grande parte limitada pelo estoque de espermatozoides em sua
espermateca. As rainhas sao substituidas pelas operarias quando comegam a
ovipositar ovos nao fecundados, gerando crias de zangao (SOUZA et al., 2013). A
rainha africanizada vive em média 1,5 anos em plena oviposicao, e depois disso 0
desempenho reprodutivo geralmente diminui (RANGEL; KELLER; TARPY, 2013).

Como abordado no item 4.2, sdo inumeros os estudos sobre rainhas virgens
e recém-fecundadas, pois acredita-se que o sucesso reprodutivo esteja ligado a
rainhas jovens. Mas mesmo com tantos estudos, existem lacunas no conhecimento
que nao afirmam qual é o padrdo exato de rainhas de alto potencial reprodutivo,
faltando o estudo de rainhas ao descarte para completar o ciclo.

Rainhas de descarte, até entdo nao foram estudadas em estoques comerciais

no Brasil. Os estudos na fase de descarte de rainhas fecundadas poderao esclarecer
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as relagdes entre caracteristicas fisicas, morfologicas de érgaos reprodutivos e de
qualidade espermatica a fim de conhecer o potencial das rainhas.

Estudos sobre o ciclo reprodutivo completo de rainhas, inclusive a
senescéncia, trardo um melhor entendimento sobre a redugdo do potencial
reprodutivo, e se as proprias caracteristicas avaliadas sdo bons estimadores de tal
potencial. A correlacdo dos dados deve trazer respostas diretas ao mercado em busca

de rainhas com maior potencial reprodutivo, sucessivamente colonias mais produtivas.

3.6 Qual a relacdo das Rainhas ao descarte com o melhoramento genético de

abelhas?

Como visto anteriormente, um dos principais problemas enfrentado na
apicultura atualmente é o declinio das populacées de abelhas, inclusive do poli-hibrido
africanizada Apis mellifera L. (SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019). Mesmo assim,
alguns locais ainda consideram o poli-hibrido como praga, tornando a realizagao de
estudos sobre a biodiversidade crucial, a fim de ampliar os valores adaptativos da
espécie (MUTINELLI, 2021). Ainda sdo escassos os estudos sobre o potencial
reprodutivo de rainhas africanizadas, que tem distribuicdo ampla por todo o Brasil.
Tendo isso em vista, produzir rainhas € uma das ferramentas para desenvolver o
melhoramento genético.

O melhoramento genético nao é tarefa simples, exige a selecao dos melhores
individuos, seguindo com a propagacao genética deles, de modo a gerar ganho na
populagao e incremento da produtividade (KINGHORN et al., 2009). Colénias com alta
diversidade genética se destacam em relacdo as com baixa variabilidade, pois séao
capazes de apanharem maiores areas de fonte de recursos, o que gera forrageamento
mais desenvolvido, e aumenta a adaptagdo ao ambiente (MATTILA; BURKE;
SEELEY, 2008).

No exterior, paises como Canada detém alto conhecimento sobre o comércio
de rainhas, principalmente por comprar muitas rainhas de outros paises, verificando
quéo prejudicial pode ser ndo aprofundar conhecimentos sobre as genéticas locais,
verificando falhas na reproducgéo das rainhas, causada por diversos fatores (BIXBY et
al., 2020). As experiéncias vividas em diversos locais no mundo, nas regides
brasileiras e suas subdivisdes, vém gerando vasto conhecimento a ser utilizado para

promover a apicultura mundialmente. No mercado nacional somos limitados a poucos
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estudos sobre o0 aspecto genético da abelha Apis mellifera L. africanizada, represando
o desenvolvimento comercial e tecnologico, mas por outro lado € uma oportunidade
de desenvolver o mercado interno.

Perfaz-se uma grande dificuldade em realizar melhoramento genético em
abelhas Apis mellifera L., pois é complexo isolar populagdes de abelhas para realizar
estudos. Assim como produzir e isolar populagdes de individuos machos nas colbnias,
por isso comumente as rainhas séo o foco das pesquisas, sendo elas as responsaveis
por reproduzirem, gerando novos individuos, e impactando diretamente a
sobrevivéncia, crescimento e consequentemente a produgao (SOUZA et al., 2013).

As rainhas de descarte podem ser fonte de material genético adaptado a
diversas caracteristicas produtivas, como foco em producdo de prépolis, pdlen e
apitoxina. Grande parte das colOnias brasileiras sdo destinadas a producido de mel,
poucas colbnias sdo destinadas especificamente para outro objetivo, o que leva
muitas rainhas a serem substituidas como improdutivas. Ao se descartar uma rainha,
estd sendo descartado todo seu material genético, sem ao menos verificar seu
potencial.

Avaliar rainhas de apiarios comerciais ao final do ciclo produtivo, caracteriza
este status reprodutivo até entdo nao descrito. As analises realizadas sao capazes de
contribuir com o estabelecimento de métricas de qualidade para estudos futuros, que
podem incluir preocupagdes com resisténcia a doencgas, medidas imunoldgicas, entre
outras. Por estes motivos, a descricdo da populacéo de rainhas ao descarte contribui

com o desenvolvimento do melhoramento genético das abelhas brasileiras.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em quatro etapas (Figura 1). A primeira, a
realizagao de uma revisao sistematica e planejamento do projeto; segunda, execug¢ao

a campo; terceira, execucao laboratorial; e quarta, analise estatistica.

Figura 1. Esquema grafico das quatro etapas do projeto

\b

ra
Web of Science”

196
Resultados |\,
s

Etapa 1

Etapa 2

‘,/ AC

134 Rainhas

Fonte: Autoria prépria (2023)

O projeto foi conduzido do campo, apiarios dos produtores da Associagao de
Apicultores de Capanema (APIC), para o laboratdério da Unidade de Ensino, Pesquisa
e Extensdo Apicultura (UNEPE), da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana,
Campus de Dois Vizinhos (UTFPR-DV), Parana, Brasil (Figura 1). Apds a coleta inicial,
realizada entre agosto e setembro de 2022, as demais analises foram executadas nos
laboratérios de Controle Biolégico (LABCON), multiusuarios Il e o Laboratério de
Reproduc¢ao Animal, Microscopia e Materiais (LAMMAN) de setembro a dezembro de
2022.

4.1 Coleta das Rainhas

Rainhas de apiarios comerciais, da regidao Sudoeste do estado do Parana,
Brasil, consideradas em final de ciclo de vida, ou seja, aptas a serem substituidas nas
suas colbnias de origem, foram avaliadas. Junto a assisténcia técnica prestada por
meio do Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), do
Parang, foram definidas e coletadas 134 rainhas fecundadas ao descarte. As rainhas
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foram alojadas em gaiolas tipo JZsBZs®, contendo alimento candy (agucar+mel) na
sua extremidade e identificadas de um a 134. Todos os cuidados necessarios para
manter o bem estar das rainhas durante o transporte do campo ao laboratério foram
prestados, incluindo sete operarias acompanhantes na gaiola, fornecimento de agua
limpa e fresca a cada quatro horas, além de cuidados como evitar movimentos
bruscos, contato com outros insetos, e variagbes consideraveis de temperatura.
Mesmo sob todos os cuidados, 17 das 134 rainhas morreram, portanto ndo foram

consideradas para esse estudo.

4.2 Preparo para receber as Rainhas

Para a realizagdo dos procedimentos, antes da chegada das rainhas foram
tomados diversos cuidados no preparo dos ambientes e materiais de trabalho. Placas
de Petri de poliestireno foram utilizadas como molde para fabricar placas de cera de
abelha (DADE, 1994), usadas para fixar a rainha na dissecacéo.

Além disso todos os ambientes utilizados na coleta de dados foram limpos e
desinfectados com solucdes a base de cloro e alcool 70%, sendo o alcool reaplicado
imediatamente antes de iniciar a coleta de dados. Tapetes sanitizantes de vinil preto
0,70x1,00m foram embebidos em cloro e alocados na entrada de cada setor do
laboratério. Os materiais que entraram em contato com a rainha foram autoclavados,
exceto os objetos cortantes como a tesoura, os quais foram flambados apds cada
rainha dissecada, assim como a cada rainha eram trocadas as luvas. Todos esses
procedimentos foram adotados como meio de evitar ao maximo qualquer tipo de

contaminagao das amostras.

4.3 Mensuragao, pesagem e dissecagao das rainhas

A chegada, as rainhas foram avaliadas quanto ao comprimento corporal total,
de térax, abdome e asa, e suas respectivas larguras (mm), e em seguida foram
pesadas (mg). Para recolher as mensuragdes foi utilizado paquimetro digital
Resolug¢ao pol./mm: 0,0005/0,01 (MTX, Moscou, Russia). Em seguida, as rainhas,
ainda vivas, foram colocadas em frascos de vidro de 20 mL previamente tarados, para
a pesagem na balanga de precisao (SHIMADZU/ ATX224, Filipinas) de 0,001g.

Logo apds as mensuragdes externas, foi realizado o processo de dissecacgao,

no qual nao foi utilizado nenhum processo de narcotizacao, para nao afetar o resultado
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da qualidade espermatica. A primeira parte removida foi a cabeca, que foi alocada em
microtubo de 1,5 mL contendo TRIzol (Invitrogen, Massachussets, EUA) para
realizacao futura de analises moleculares. O proximo passo foi a fixacdo do toérax e
abdémen com alfinetes na placa de cera de abelha, em seguida foi realizada a incis&o
lateral para remogao da cuticula do exoesqueleto ventral, com o auxilio de uma pinga
(tipo relojoeiro 12 cm reta), tesoura Cirurgica Oftalmica Capsulotomia Curva (Vannas
IM-283AA, Kazan, Russia) e do Microscépio Estereoscopio Binocular Zoom (QUIMIS
Q714Z-1, Piracicaba, Sdo Paulo-Brasil). Apds a remogé&o da cuticula foram pingadas
duas gotas de diethyl pyrocarbonate (DEPC), para inativar enzimas de RNAse. A
remogao da cuticula do exoesqueleto possibilitou o acesso as partes internas da
rainha, com isso foram removidos os ovarios, a espermateca, intestino, corpo
gorduroso e térax, dos quais os trés ultimos itens foram conservados para futuras

pesquisas.

4.4 Qualidade reprodutiva das rainhas

Apos a disseccao, foram realizadas as analises para mensurar a qualidade
reprodutiva das rainhas, abrangendo peso de ovarios, avaliagdo do numero de
ovariolos e da qualidade espermatica. As rainhas que morreram (17) antes da
chegada ao laboratério e aquelas que tiveram algum 6rgdo danificado durante o

processo foram removidas das avaliagcbes (Vide Tabela 1).

4.4 1 Ovarios e Ovariolos

O numero de ovariolos foi obtido por meio da metodologia de Raulino-
Domanski et al. (2019) que consiste na remog¢do dos ovarios direito e esquerdo,
pesagem (mg) dos mesmos e preparacgao histoldgica para contagem dos ovariolos.
Os ovarios foram imersos imediatamente em fixador Bouin (150 mL de etanol a 80%,
pureza = 99,3%; 60 mL de formaldeido 40%, pureza = 40%; 15 mL de acido acético
glacial, pureza = 99,7%; e 1 g de solugao saturada de acido picrico; pureza =298%),
em temperatura ambiente por 1 hora. Logo apés, foram imersos em etanol 70% por
15 min, e o processo repetido trés vezes. A proxima etapa foi a desidratacao, apos a
infiltragdo, os ovarios foram colocados em moldes de base (diametro e altura de 1,5
cm) e incluidos em Paraplast. Para facilitar o corte do tecido, os ovarios foram

cuidadosamente orientados nos moldes de base usando uma pinga aquecida
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(JACKSON; TARPY; FAHRBACH, 2011). Em seguida, os cortes histolégicos foram
realizados na zona média usando um micrétomo semiautomatico (SLEE medical
GmbH CUT6062) em 7 um de espessura e distendidos em lamina histolégica
gelatinizada (KIERNAN, 1999) onde secaram a temperatura ambiente (x 25°C) por no
minimo 1 hora. Secas, as laminas foram coloridas com hematoxilina e eosina e
novamente deixadas secar. A proxima etapa foi montar as laminas com laminula e
Balsamo do Canada (sintético), mais uma vez secas a temperatura ambiente.

Com isso, foi possivel realizar a fotografia que permitiu a contagem dos
ovariolos. Os cortes foram fotografados em camera digital acoplada a microscépio de
luz binocular (Carl Zeiss Microscopy PrimoStar com camera Axiocam 105 color / Jena,
Alemanha) e os ovariolos contados por meio das fotos visualizadas no software Zen
Lite 3.4 Blue Edition (2021).

4.4.2 Espermateca

A avaliagao da espermateca foi iniciada pelo seu peso, em seguida a mesma
foi transferida para microtubos contendo 250 pl de solugéo de Ringer (KAFTANOGLU;
PENG, 1984) a 36 °C. Apds ruptura da parede epitelial da espermateca utilizando uma
tesoura Castroviejo curva em estereomicroscopio, a espermateca foi lavada em
solugcado de Ringer a 36 °‘C para coleta dos espermatozoides e o volume final da
solugdo de sémen ajustado para 1 mL na mesma solugédo, em seguida, gentilmente
misturado por inversdo do microtubos.

Para aferir a concentracdo espermatica foi utilizado o protocolo adaptado
baseado do descrito (ROUSSEAU; FOURNIER; GIOVENAZZO, 2015). Brevemente,
a concentracdo de espermatozoides foi verificada em camara hematimétrica de
Neubauer. As células espermaticas foram contadas em 5 quadrados (0.1 mm?3 = 0.1
ML, cada), presentes nos quatro cantos e no centro do hemocitdmetro, sendo a
contagem repetida duas vezes em microscopio optico de luz, utilizando aumento de
400x. Para o calculo do total de espermatozoides foi utilizada a férmula abaixo, a qual
leva em consideragdo a média das duas contagens de espermatozoides por mL,
multiplicada por 5 para representar uma area de 1Tmm?, por 2 que representa o fator
de diluicdo, por 10 para ajustar a altura para 1mm e finalmente por 1.000 para

transformar mm3em mL:
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[(Contagem 1 %5 x 2 % 10 * 1000) + (Contagem 2 * 5 * 2 * 10 * 1000)]
2
A seguir, foi realizada a analise de motilidade espermatica, conforme o

Espematozoides/mL =

meétodo de Kaftanoglu e Peng (1984). Para observar o vigor dos espermatozoides,
30uL da solucédo foram adicionados a uma lamina pré-aquecida e cobertos com
laminula também pré-aquecida, estes foram observados em microscopio optico no
aumento de 400x e classificados entre os escores 0 (zero) até 5. A classificagéo
abrange motilidade de 0 (zero) a 95%, dentro dos niveis: 5 - quando 80 a 95% dos
espermatozoides sdo modveis, com padrao de natagdo progressivo e ondulagéo
vigorosa; 4 - motilidade entre 60 e 80%, com espermatozoides nadantes, com pouco
redemoinho e menos vigorosos do que na pontuagao 5; 3 — entre 40 e 60% dos
espermatozoides méveis, entretanto com perda de movimento progressivo; 2 — entre
20 e 40% dos espermatozoides moveis, sem movimento progressivo; 1 — entre 0
(zero) e 20% dos espermatozoides moéveis, e 0 (zero) ndo se observou qualquer
motilidade.

Como a motilidade € a unica caracteristica ndo quantitativa (KAFTANOGLU;
PENG, 1984), com o objetivo de melhorar a compreenséo dos intervalos acima
apresentados, as classes de 0 (zero) até 5 foram transformadas em valores
percentuais de 0 (zero) até 95%, mantendo a escala original dos valores (0= 0%; 1=
20%, 2= 40%, 3= 60%; 4= 80%; 5= 95%).

Para a analise de viabilidade espermatica as amostras foram transportadas
ao Laboratorio de Reprodugcdo Animal da UTFPR-DV, e o método de coloragao
fluorescente dupla segundo o protocolo descrito por Wegener et al (2012) foi utilizado:
4uL de 1mg/mL de iodeto de propideo (Invitrogen) em Ringer e 2uL de 0,5mg/ml de
Hoechst 33342 (Invitrogen H1399) em Ringer foram adicionados a 100uL da
suspensao de espermatozoides em solugao Ringer a 36 'C e levemente misturadas.
Apos incubacgao a 36°C no escuro por 20 minutos, uma amostra homogénea de 10uL
foi colocada entre lamina e laminula e avaliada em microscopio de fluorescéncia em
um aumento de 400x.

Para visualizagao do total de células, a marcacdo com Hoechst 33342 foi
visualizada com excitacdo de 350nm e emissao de 461nm, que resulta em coloragao
verde e marca todos os espermatozoides da amostra, enquanto células mortas foram
marcadas com iodeto de propideo e verificadas com uma excitacdo 488 nm de

emissao de 617nm, que gera coloragao vermelha, marcando apenas os mortos. Para
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o calculo da porcentagem de células mortas foram contadas 150 células por amostra,

subtraindo as mortas do total para obter o valor de cada uma.

4.5 Analise estatistica

Os dados foram tabulados em planilha Excel® e rodados estatisticamente com
o auxilio do programa R studio 4.2.1 (2022), a fim de gerar analise descritiva dos
dados, que inclui média, desvio padrao, erro padrdo, mediana, valor minimo e
maximo, e a variagdo entre minimo e maximo.

A descricdo e comparagao morfofisiolégica sobre o numero de ovariolos e
qualidade espermatica foram baseadas em fontes de literatura publicadas
anteriormente. Neste trabalho n&o ha grupos para comparagao entre eles, por isso a
estatistica é descritiva e inferencial.

De maneira a complementar e buscar as melhores caracteristicas a serem
avaliadas em populagdes de abelhas rainhas africanizadas Apis mellifera L. foi
realizada a Analise de Componentes Principais (ACP) ou Principal Component
Analysis (PCA). Para determinar os autovalores e a propor¢do da variancia
(informacao) obtida pelo Componente Principal (CP) foram usadas as fungdes
get_eigenvalue() [pacote factoextral.

Para seguir o estudo das relagbes entre as caracteristicas, foi realizado
correlacdo de Spearman, apenas motilidade foi excluida por ser uma variavel
qualitativa. Os coeficientes obtidos foram testados quanto ao nivel de 5% de
significancia, os valores de correlagdo variam de -1 a 0 para correlagdes negativas
(vermelho) e de 0,1 a 1 para correlagdes positivas (azul).

Ademais, foi realizada analise de regresséo para verificar o aspecto de
simetria entre os ovarios esquerdo e direito, utilizando modelo linear simples ajustado
por métodos de regressao correlacionando os pesos dos ovarios. O modelo ajustado
tem a seguinte forma:

yi=a + bx; +¢€;
No qual y e x se referem aos pesos dos ovarios direito e esquerdo, respectivamente,
a e b séo os coeficientes do modelo, € é o erro aleatério, e o indice i identifica as
rainhas. A simetria perfeita gerou uma equagéo linear onde a =0 e b = 1 e foi usada

como referéncia de simetria para o0 modelo ajustado.
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5 RESULTADOS

Os resultados descritivos a seguir caracterizam a populacdo de rainhas

coletadas (Tabela 1), demonstrando a variagao existente dentro de cada caracteristica

avaliada.
Tabela 1. Resultados descritivos da populagao de rainhas coletadas no sudoeste do
Parana/BR.
Variaveis Média ET0  Mediana Minimo Maximo 'Mtervalo entre
Padrao min-max

Peso (mg) 183(’;13:1;-'72)2'6 2,09 183,60 129,80 236,70 106,90

Comprimento 18,16 £ 1,02

Total (mm) (n=117) 0,09 18,22 15,48 20,39 4,91

Comprimento 10,39 £ 0,93

abdémen (mm) (n=117) 0,08 10,42 8,31 12,80 4,49

Largura 4,80 £ 0,30

abdémen (mm) (n=117) 0,02 4,80 3,50 5,57 2,07

Comprimento 10,4 £ 0,66 0,06 1037 895 11,97 3,02

da asa (mm) (n=117)

Largura da asa 3,59_1 0,29 0,02 3.57 207 4.64 1,67

(mm) (n=117)

Comprimento 4,29 + 0,32

do Térax (mm) (n=117) 0,03 4,31 3,36 5,11 1,75

Largura do 3,42+ 0,43

Térax (mm) (n=117) 0,04 3,36 2,59 5,00 2,41

Peso

Espermateca 220,35 0,03 090 040 200 1,60
(n=116)

(mg)

Peso Ovario 30,72 £ 10,58

Direito (mg) (n=117) 0,97 28,80 3,70 64,40 60,70

Peso Ovario 30,58 + 10,52

Esquerdo (mg) (n=117) 0,97 29,10 4,80 64,80 60,00

Ndmero de

ovariolos direito 10221 £43.57 4 09 159,00 85,00 280,00 195,00
(n=113)

(un)

Ndmero de

ovariolos 169,58 £50,05 42, 164,00 67,00 366,00 299,00
(n=112)

esquerdo (un)

Concentragao 1,79+ 0,9

(x109) (n=114) 0,08 2,00 0,30 4,80 4,50

Viabilidade (%) 2017 * 24,67 2,34 60,00 133 96,00 94,66

(n=111)

Fonte: Autoria prépria (2023)

As mensuragbes lineares externas apresentaram valores médios e desvios
padrdo para peso total (183,32 + 22,66 mg), comprimento total (18,17 + 1,03 mm),
comprimento (10,39 £ 0,93 mm) e largura do abdémen (4,81 £ 0,31 mm), comprimento
(4,30 £ 0,33 mm) e largura do térax (3,43 + 0,43 mm), comprimento (10,43 £ 0,67 mm)
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e largura da asa (3,60 + 0,30 mm), de forma a descrever rainhas africanizadas
advindas de um sistema de produgao de mel comercial.

Ainda para aprimorar a descri¢cao, a Tabela 1 traz as médias e desvios padrao
para as caracteristicas morfofisiolégicas com o peso de ovario direito (30,72 + 10,58
mg) e esquerdo (30,58 + 10,52mg), numero de ovariolos de ovario direito (165,21 *
43,57) e esquerdo (169,58 £ 50,05). Da mesma forma, para a descrigcdo da estrutura
e conteudo da espermateca se observou o peso médio (0,95 = 0,35mg), a
concentragdo de aproximadamente 1,8 milhdo de espermatozoides (1.793.421,05 +
923.501,25), e viabilidade espermatica de 56,17% (56,17 + 24,67 % vivos e 44,24 +
24,55 % mortos).

De maneira a descrever o potencial dos espermatozoides quanto a capacidade
de movimentagao entre os ovidutos lateral e mediano para a espermateca, e vice-
versa, a Figura 2 demonstra a motilidade espermatica (barras). Foram coletados
dados de 111 espermatecas, das quais 60% apresentaram motilidade inferior a 40%,
e as demais (cerca de 40%) acima de 60%.

Para pormenorizar a variagdo de espermatozoides vivos dentro da
espermateca de cada rainha, a Figura 2 demonstra com a linha pontilhada a
viabilidade espermatica. Cerca de 60% das 111 espermatecas ficaram dentro das
classes de 60 e 80% de viabilidade, destas menos de 5% atingiram valores proximos
de 95%.
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Figura 2. Qualidade espermatica dada por avaliagdao da motilidade e viabilidade dos
espermatozoides presentes nas espermatecas de 111 rainhas de populagao coletada no
sudoeste do Parana/BR.
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Pontos vermelhos representam o centro da classe de viabilidade espermatica.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Em relacdo a concentragdo espermatica, a Figura 3 mostra os numeros
absolutos de espermatozoides nas espermatecas das rainhas analisadas. Os valores
vao de 300 mil espermatozoides até 4,8 milhdes, destes mais de 50% das rainhas tém
valores abaixo de 1,5 milhdo e menos de 10% ultrapassam os 3 milhdes de
espermatozoides.
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Figura 3. Histograma (%) com a distribuicdo de 114 rainhas de populagao coletada no
Sudoeste do Parana/BR de acordo com a concentragao absoluta de espermatozoides nas
espermatecas.
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Fonte: Autoria prépria (2023)

De modo a explorar melhor as variaveis analisadas, foi realizada a Analise de
Componentes Principais (ACP). A Tabela 2 e a Figura 4 representam os critérios que
podem ser utilizados para escolha dos Componentes Principais (CP), autovalores
acima de 1 e a variancia acumulada. O critério aqui adotado como medida explicativa
foi a soma da variancia, demonstrando que as seis primeiras dimensdes somadas
atingem 70,21% da variancia total.

Tabela 2. Critérios de escolha dos Componentes Principais (CP) da Analise de Componentes

Principais (ACP) realizadas nas variaveis analisadas para as rainhas da populagao coletada no
sudoeste do Parana/BR.

Percentual de Variancia

Autovalores

Variancia Acumulada
Dimensao 1 4,11 25,72 25,72
Dimenséo 2 2,25 14,10 39,82
Dimensao 3 1,49 9,37 49,19
Dimenséao 4 1,28 8,00 57,19
Dimenséo 5 1,07 6,72 63,92
Dimenséao 6 1,00 6,29 70,21

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 4. Grafico “Scree plot” utilizado como critério de escolha dos Componentes Principais
(CP) da Anadlise de Componentes Principais (ACP) realizadas nas variaveis avaliadas para as
rainhas da populagao coletada no sudoeste do Parana/BR.
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Para explicar as variagbes do presente trabalho, as dimensdes 1 e 2, as quais
explicam 39,82% (Tabela 1 e Figura 4) da variancia total foram utilizadas. Deste modo,
foi possivel elaborar o Grafico de correlagdes e realizar os agrupamentos (Figura 5).
Ao correlacionar todas as variaveis das dimensdes 1 e 2 (Figura 5) observou-se a
formacao de trés principais grupos, que concentram as caracteristicas que mais se

correlacionaram.
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Figura 5. Grafico circular da correlagido entre as variaveis das dimensdes 1 e 2, com formagao
de 3 agrupamentos/clusters: 1 variaveis em azul, 2 em amarelo e 3 em cinza.
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Fonte: Autoria prépria (2023)

O agrupamento 1, € composto por numero de espermatozoides vivos,
comprimento e largura de asa, comprimento do térax e largura de abdémen. O
segundo agrupamento é composto por numero de espermatozoides mortos,
concentracdo, peso da espermateca, largura do térax e numero de ovariolos dos
ovarios esquerdo e direito. Ja o terceiro agrupamento reuniu as caracteristicas de
peso da rainha, dos ovarios direito e esquerdo, comprimento total e do abdémen.

A visualizagdo da importancia de cada variavel dentro de cada Componente
Principal (CP) (dimensdes) € demonstrada por meio do grafico de qualidade de
representacao (Figura 6). Das caracteristicas que compdem a Dimensao 1, o peso da
rainha, peso dos ovarios direito e esquerdo, assim como o comprimento do abdémen
e comprimento total da rainha sdo assim classificados em ordem decrescente de
importancia. A viabilidade espermatica, caracterizada pela porcentagem de

espermatozoides vivos e mortos tem na Dimenséo 2 sua importancia representada.
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As demais dimensdes podem ser melhor exploradas em trabalhos futuros, porém nao

representam mais de 10% de variancia cada uma, sendo menos representativas.

Figura 6. Grafico de qualidade de representagao de cada variavel em cada Componente
Principal (CP) da Analise de Componentes Principais (ACP) realizadas nas variaveis avaliadas
para as rainhas da populagao coletada no sudoeste do Parana/BR.

Dim.1
Dim.2
Dim.3
Dim.4
Dim.5
Dim.6
Dim.7

82
Peso (mg) ’

CT (mm) 73
L_abd
C_asa
L_asa
C_abd Q
C_torax 10.49
L_torax
[0.41
PE
oD 0,33

OE

[0.24
N_ov_d

N_ov_e
10.16

Concentracao

Vivos . 0.08
Mortos .

— 0

CT= Comprimento Total | L.abd=Larguraabdébmen | C.asa= Comprimentodaasa |
C. abd = Comprimento abdémen | L. Térax= Largurado Térax | PE=Peso Espermateca |
OD= Peso Ovario Direito | OE= Peso Ovario Esquerdo | N_ov_d= numero de ovariolos direito |

N_ov_e= numero de ovariolos esquerdo.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Cabe ressaltar que os circulos estao relacionados ao tamanho da seta das
coordenadas (Figura 5), corroborando com o quanto cada variavel interfere no
resultado. Ao observar a variavel peso da rainha na Figura 5, a mesma apresenta a
maior seta, e na Figura 6, o circulo maior e mais escuro, logo, peso € a variavel que
explica a maior porcentagem de variagao dentre as outras caracteristicas da mesma

dimensao.
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Neste sentido, em ordem decrescente, as variaveis peso, comprimento total,
peso do ovario direito e esquerdo, comprimento e largura do abdémen, comprimento
e largura do térax e comprimento da asa sdo as com maior variagdo dentro da
Dimensdo 1. Na Dimensdo 2 as caracteristicas com maior variagcdo sao os
espermatozoides vivos e mortos, seguidos de comprimento e largura da asa e
comprimento do térax, resultado confirmado na Figura 7, que contém a contribuicdo

de cada variavel dentro do CP1.

Figura 7. Contribui¢cao de cada variavel dentro do Componente Principal 1.
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Linha tracejada em vermelho representa a média das contribuicdes.

CT= Comprimento Total | L.abd = Larguraabdémen | C.asa= Comprimento daasa |
C. abd = Comprimento abdémen | L. Térax=Largurado Téorax | PE= Peso Espermateca |
OD= Peso Ovario Direito | OE= Peso Ovario Esquerdo | N_ov_d= numero de ovariolos direito |

N_ov_e= numero de ovariolos esquerdo.
Fonte: Autoria propria (2023)

Na Figura 7, a linha tracejada em vermelho representa a média da contribuigao
entre as variaveis, ou seja, valores acima da linha sdo os maiores contribuintes da
variagdo entre as variaveis presentes, que sdo 6 das 16 variaveis (vivos e mortos
compdem a viabilidade espermatica). A contribuicdo para o CP1 € uma das mais
importantes, pois € o componente que representa a maior parte da variancia. O peso
total, peso de ovario esquerdo e direito, comprimento do abdémen, comprimento total
e largura abdémen sédo as variaveis medidas que contribuiram para mais de 50% dos

resultados.
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Ao somar a contribuicdo das variaveis nos CP 1 e 2 (Figura 8) levados em
consideragao no trabalho, observa-se que peso continua sendo a variavel de maior
relevancia, e é seguido da viabilidade espermatica (valores de espermatozoides vivos
e mortos), apos segue sendo peso de ovario esquerdo e direito, comprimento total e
muda para o comprimento do abdémen. Variaveis que sao correlacionadas com CP1
(Dim.1) e CP2 (Dim.2) sao as mais importantes para explicar a variancia do conjunto
de dados. Variaveis n&o correlacionadas com nenhum CP ou correlacionadas com as
ultimas dimensdes sao variaveis com pequena contribuicdo, como € o caso de peso

de espermateca, numero de ovariolos e concentragao (Figura 8).

Figura 8. Contribuicdo de cada variavel na soma dos Componentes Principais 1 e 2.
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Variaveis

Linha tracejada em vermelho representa a média das contribui¢des.

CT= Comprimento Total | L.abd=Larguraabdébmen | C.asa= Comprimentodaasa |
C. abd = Comprimento abdémen | L. Térax= Largurado Térax | PE=Peso Espermateca |
OD= Peso Ovario Direito | OE= Peso Ovario Esquerdo | N_ov_d= numero de ovariolos direito |

N_ov_e= numero de ovariolos esquerdo.
Fonte: Autoria prépria (2023)

No entanto, ao analisar a Figura 9 visualiza-se as variaveis somadas dos CPs
1 até o 6, os quais representam 70% da variabilidade dos dados. Neste contexto é
interessante observar que variaveis como a concentragdo espermatica e peso de
espermateca ganham valor de explicagdo maior do que quando observado apenas,

paraos CP 1 e 2.
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Figura 9. Contribuicdo de cada variavel na soma dos Componentes Principais de 1 até 6.
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Linha tracejada em vermelho representa a média das contribui¢des.
CT= Comprimento Total | L.abd = Larguraabdémen | C.asa= Comprimentodaasa |
C. abd = Comprimento abdémen | L. Térax=Largurado Térax | PE= Peso Espermateca |
OD= Peso Ovario Direito | OE= Peso Ovario Esquerdo | N_ov_d= numero de ovariolos direito |
N_ov_e= numero de ovariolos esquerdo.
Fonte: Autoria prépria (2023)

A Figura 5 € uma forma de apresentar a correlagao entre as variaveis medidas,
diretamente ligada as variagcbes dos CP 1 e 2, dentro da ACP. De forma

complementar, foi montada a matriz de correlacdo de Spearman, para visualizar a
correlagéo das variaveis, duas a duas (Figura 10).
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Figura 10. Matriz de Correlagao de Spearman realizada nas variaveis avaliadas para as rainhas
da populagao coletada no sudoeste do Parana/BR.
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Os coeficientes obtidos foram testados quanto ao nivel de significancia de 5%.

CT= Comprimento Total | L.abd=Larguraabdémen | C.asa= Comprimentodaasa |
C. abd = Comprimento abdébmen | L. Térax=Largurado Térax | PE= Peso Espermateca |
OD= Peso Ovario Direito | OE= Peso Ovario Esquerdo | N_ov_d= numero de ovariolos direito |

N_ov_e= numero de ovariolos esquerdo.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Observa-se que ha apenas duas correlagbes negativas, uma entre
espermatozoides vivos e mortos (-0,99), e a outra entre concentragao espermatica e
porcentagem de espermatozoides mortos (-0,24), o que representa numericamente o
impacto da sobrevivéncia e mortalidade.

Em contrapartida, a maior correlacdo € a do peso entre ovario direito e
esquerdo (0,94), formando correlagdo de alta magnitude (valor acima de 0,9),
resultado que é confirmado pela analise de regressado apresentada na Figura 11. Ao
contrario de peso de ovario direito e esquerdo, numero de ovariolos dos ovarios direito
e esquerdo ndo apresentaram correlagdo um com o outro (espagos em branco na

matriz), confirmado pela analise de regressao da Figura 12.
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Figura 11. Anadlise de regressao correlacionando os pesos dos ovarios direito e esquerdo (OE
E OD).
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Figura 12. Andlise de regressao correlacionando os niumeros de ovariolos presentes nos
ovarios direito e esquerdo.
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Pode ser apreciado na matriz de correlagao (Figura 10), que a maioria delas
sao positivas, e podem ser classificadas como valores nulos (=0), e correlagdes de
magnitude baixa, com valores entre 0 e 0,3. Estdo inclusas nesta segunda classe a

correlagdo entre comprimento total e largura abdémen (0,23), comprimento total com
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numero de ovariolos direito (0,22), largura abdémen com comprimento de abdémen,
largura do térax, peso do ovario esquerdo, numero de ovariolos esquerdo (0,25; 0,23;
0,23; 0,24), comprimento da asa com comprimento de abdémen (0,25), comprimento
de abddémen com largura do torax (0,28), comprimento do térax e largura do torax
(0,23), comprimento do térax com peso do ovario esquerdo (0,25), largura do torax
com peso do ovario esquerdo (0,25) e peso ovario direito com numero de ovariolos
direito (0,23).

Conseguinte, correlagdes moderadas incluem valores de 0,3 a 0,6, nos quais
se encontram a maioria das relagbes apresentadas (Figura 9). Os resultados incluem
a correlagao entre as variaveis peso e largura do abdémen (0,46), peso e comprimento
da asa (0,39), peso e comprimento do térax (0,37), peso e largura do térax (0,34),
comprimento total com comprimento da asa (0,42), comprimento total com largura do
térax (0,31), comprimento total com peso dos ovarios direito e esquerdo (0,33 e 0,36),
largura do abdémen e comprimento da asa (0,43), largura do abdémen e comprimento
do torax (0,43), comprimento da asa com comprimento de térax (0,34), largura da asa
com comprimento térax (0,34), comprimento de abdémen com peso dos ovarios direito
e esquerdo (0,43 e 0,44) e o comprimento total com o comprimento do abdémen
(0,57).

Os valores entre 0,60 e 0,90 representam as correlacbes de magnitude alta,
apenas as combinagbes entre o peso da rainha com comprimento total (0,66),
comprimento do abdémen (0,63) e peso dos ovarios direito e esquerdo (0,63; 0,66)
estdo nesta classe.

Em termos de peso dos ovarios o lado direito e o lado esquerdo s&o muito
simétricos, como pode ser visto na analise de regresséo da Figura 10, com coeficiente
de determinacao elevado (R? = 0,98). Por outro lado, isso nao significa que por serem
simétricos em peso também sao simétricos em numero de ovariolos. A regressao da
Figura 11 tem coeficiente de determinacdo muito baixo R? = 0,043 e isso pode ser

observado na dispersao dos pontos, ndo sendo possivel observar nenhuma simetria.
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6 DISCUSSAO

A tematica rainhas de abelhas africanizadas a senescéncia, principalmente em
apiario comerciais, € ainda pouco explorada. Observa-se tal fato ao buscar literatura
em plataformas como a “Web of Science”: em todo periodo até margo de 2023, com
termos relacionados a rainha de abelhas (Queen and bee OR honey bee OR honey-
bee OR Apis mellifera OR bees OR bee mellifera OR Apis or honeybee), a
longevidade, senescéncia, substituicdo, rainha velha (Queen and longevity OR
senescence OR disposal OR discarded OR replaced OR replac* OR old), e abelhas
africanizadas (Queen and Africanized OR hybrid OR polyhybrid OR hybridized poly
OR africanizing OR Africana), apenas 196 resultados sdo encontrados.

Entretanto, nenhum deles aborda a descricdo de populagbes comerciais de
abelhas rainhas africanizadas ao descarte. Este fato impede a comparacéao direta aos
nossos resultados. Mesmo assim, os parametros médios serdo aqui citados de modo
a verificar se as medidas das rainhas ao descarte tém valores semelhantes aos das
jovens, ou se elas sofrem alteragdes ao longo do tempo.

As rainhas aqui estudadas diferem da maioria dos estudos publicados, pois elas
nao foram criadas em condigbes controladas como as de laboratorio, foram geradas
nas condigbes naturais, dentro das colbnias. Essa condigdo caracteriza a
morfofisiologia destas rainhas.

Em relacdo ao peso, a média encontrada para rainhas jovens é de 157 a 236
mg (TOWNSEND; SHUEL, 1981; SZABO; HEIKEL, 1987; DELANEY et al., 2011;
RANGEL; TARPY, 2013; SOUZA et al., 2013; METORIMA et al., 2015; SHEHATA), e
mesmo com variagao consideravel, as rainhas ao descarte (183 + 22,6 mg) estdo com
0 peso médio dentro do intervalo encontrado na literatura. Vale ressaltar, que Souza
et al. (2013) consideraram rainhas virgens abaixo de 180 mg como de qualidade
inferior, valores proximos aos aqui encontrados para rainhas ja fecundadas, ao
descarte.

Dentre as medidas aqui realizadas, o peso da rainha tem a maior relevancia na
variabilidade, se correlacionando com a maioria das demais (Figura 5 e 10). Explica-
se, pois, a maior parte das caracteristicas interferem diretamente no peso, como o
comprimento total (0,66), largura (0,46) e comprimento do abdémen (0,63), peso dos
ovarios direito (0,63) e esquerdo (0,66), comprimento da asa (0,39), largura (0,34) e
comprimento do térax (0,37). Na Figura 10, visualiza-se a correlagdo do peso com as
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demais variaveis, confirmando que esta caracteristica tem relagédo com peso de ovario
direito e esquerdo (SOUZA et al., 2013).

Por isso, a variavel peso da rainha vem sendo considerada como a mais
importante das morfométricas analisadas, dado a magnitude de sua correlagdo com
as demais caracteristicas morfométricas, e principalmente por evidéncias de
existéncia de relagdo com area de cria na colénia (BOCH; JAMIESON, 1960; AKYOL;
YENINAR; KAFTANOGLU, 2008; SOUZA et al., 2013). Segundo Akyol, Yeninar e
Kaftanoglu (2008), a correlagéo entre peso também impacta positivamente no numero
de espermatozoides, e no didmetro da espermateca, o que n&o ocorreu neste
trabalho. Nesse sentido, a auséncia dessas correlagdes pode ser explicada pela baixa
qualidade espermatica das rainhas avaliadas, especialmente por estarem na fase do
descarte.

Visto que, a correlagdo entre peso e comprimento total € positiva e de alta
magnitude (0,66), esta ultima caracteristica impacta também na largura (0,23) e
comprimento do abdémen (0,57), largura do térax (0,31), comprimento da asa (0,42),
e com peso dos ovarios direito (0,33) e esquerdo (0,36). O desafio das mensuragdes
fenotipicas ultrapassa a tecnologia disponivel na producao animal, visto a dificuldade
de coleta de dados fidedigna a campo. Pensando em solugdes para a coleta de
informacgdes de qualidade, o comprimento total da rainha pode ser utilizado em
substituicdo ao peso dela, trazendo economia e praticidade.

Outro aspecto importante do comprimento total da rainha, foi a relagao positiva
com o numero de ovariolos do ovario direito (0,22). Na literatura, o numero de
ovariolos nao apresenta nenhuma relagcdo com o peso ou medidas externas de
rainhas jovens (JACKSON; TARPY; FAHRBACH, 2011; RAULINO-DOMANSKI,
2018), inclusive no ambito genético (COSTA-MAIA et al., 2019).

Nesse sentido, a largura do abdémen foi a outra caracteristica externa que
apresentou correlagdo com numero de ovariolos (0,24), entretanto, com o lado
esquerdo. A relagdo entre senescéncia de abelhas rainhas, comprimento total e
largura do abdémen devem ser estudadas, a fim de elucidar aspectos de simetria em
insetos, e futuramente relaciona-los com o potencial reprodutivo das rainhas.

Comumente, a rainha sai para o voo de fecundagao uma unica vez em sua
vida, e podemos dizer que esse € o momento em que as asas serao mais utilizadas.
Em funcdo disso, as asas e toérax tem sido estudados, de maneira a estabelecer

alguma relagdo com a qualidade da rainha. O comprimento do térax tem relagao
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positiva com o comprimento (0,34) e largura (0,34) da asa, pois funcionalmente se
complementam (Figura 10).

O torax abriga as partes locomotoras da rainha, as asas, as pernas e 0s
musculos, logo € compreensivel sua relagdo com as asas (WINSTON, 1987). Desta
forma, térax maior permite estrutura de musculos e asas maiores, que permite as
rainhas voarem maiores distancias por mais tempo para acasalarem. Assim, acasalam
com maior quantidade de zangdes, aumento a variabilidade dos genes e podendo
armazenar maior quantidade espermatica (DELANEY et al., 2011).

Na Figura 5, isso pode ser confirmado, uma vez que, estdo no mesmo nivel de
interacdo dentro do Componente Principal 1 (CP1). No mesmo agrupamento esta a
largura do abdémen, que também se correlaciona positivamente com comprimento de
térax (0,43). Essa relagdo parece ser importante, pois em eventual fuga ou na
reproducao da coldnia, mais especificamente na enxameacgao, a rainha fecundada
migra para nidificar em outro local, exigindo resisténcia em atividade de voo por
quilédmetros.

Aspectos interessantes que relacionaram positivamente a largura do térax e
comprimento da asa, com o numero de espermatozoides s&o relatados por Delaney
et al. (2011). No presente estudo, ndo foram observadas relagdes entre medidas
morfométricas e concentracdo de espermatozoides, provavelmente por se tratar de
rainhas ao descarte. As relagdes estabelecidas para pesquisas com rainhas jovens,
parecem nao atender os estudos qualitativos para a fase de senescéncia.

Dois, dos poucos trabalhos que tratam de medidas lineares em térax (TARPY
et al., 2011; 2012) consideraram que rainhas de baixa qualidade apresentam largura
toracica media de 4,24 + 0,23 mm. As rainhas aqui estudadas, apresentaram média
de 3,42 + 0,43 mm, o que pode ser gerado por processos bioquimicos na fase de
envelhecimento, por passarem a maioria de suas vidas reprodutivas dentro da colonia.
Por outro lado, o comprimento do abdémen (10,39 + 0,93 mm) e das asas (10,40 +
0,66 mm) foram maiores aos encontrados na literatura por Metorima et al. (2015) (9,43
mm), e por Tarpy, Hatch e Fletcher (2000) (9,60 mm /9,33 mm) em rainhas virgens.

As asas tem variagao de tamanho ao longo da vida da rainha recém emergida
até oito dias de vida (METORIMA et al., 2015). A campo, um conhecimento de senso
comum € que rainhas velhas ou de baixa qualidade apresentam fissuras na parte final

da asa, sendo essa ainda uma especulagao, que futuramente podera ser testada. Se
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validada, podera ser um parametro para determinar visualmente o momento da troca
da rainha.

Ao observar os resultados de pesos dos ovarios (OD e OE), pode ser verificado
que eles apresentaram correlagdes com as caracteristicas de tamanho da rainha,
como peso, comprimento, abdémen e até mesmo com a largura do torax. Apesar dos
ovarios serem constituidos de ovariolos, apenas o ovario direito se correlacionou com
0 numero de ovariolos direito, o ovario esquerdo ndo se correlacionou com 0s
ovariolos (Figura 10).

Entre si, os ovarios tém correlagao forte (0,94), e sdo muito simétricos (Figura
11). Entretanto, isso n&o significou que o numero de ovariolos também fosse, pois néo
foi observado correlacdo entre eles, com valores muito dispersos (Figura 12). Jackson
e Tarpy (2011) em seu estudo, encontraram assimetria no numero de ovariolos, com
tendéncia do ovario direito ter mais ovariolos que o esquerdo, o que nao foi confirmado
pelo presente estudo.

Ao correlacionar peso total com os numero de ovariolos, autores anteriores néao
verificaram relacdo (KAHYA; GENCER; WOYKE, 2008; METORIMA et al., 2015). Fato
nao corroborado por Hoopingarner e Farrar (1959), que nos primeiros estudos nessa
linha encontraram relagédo entre peso da rainha e numero de ovariolos, o que deixa
margem para prosseguir o estudo nessa area, como forma de estabelecer se ha ou
nao esta correlagao.

Vale destacar que foram observadas correlagcbes entre numero de ovariolos
com peso de ovario direito (0,23), largura de abdémen (0,24) e comprimento total
(022). Essas relagdes sao de grande importancia devido a nao haver registros
anteriores na literatura. Quantificar os ovariolos € uma das avaliacbes de maior
complexidade, pois é necessario sacrificar a rainha. Os resultados mostram que ainda
a um caminho a ser trilhado até confirmar outra avaliagdo de facil analise, como o
comprimento total, que possa ser realizada a campo, 0 que também ocorre com as
caracteristicas de qualidade espermatica.

O par de ovarios forma um 6rgdo que ocupa cerca de 2/3 do abdémen da
abelha rainha, logo nao é surpreendente que as caracteristicas de tamanho tenham
correlagao (SNODGRASS, 1956). Ovarios bem desenvolvidos sao importantes para
a produgao dos ovos que dao origem a toda prole da coldnia (operarias, rainhas e
zangbes), por isso apos o acasalamento os ovarios podem ficar até 8 vezes maiores
do que quando a rainha estava virgem (SHEHATA; TOWNSEND; SHUEL, 1981).
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Para mais, o peso dos ovarios em uma rainha madura nao depende apenas do
numero de ovariolos, esta vinculado a quantidade e ao estagio de desenvolvimento
dos ovos presentes neles (AMIRI et al., 2017). Cada ovario tem entre 100 a 180
ovariolos, sdo produzidos cerca de 5 6vulos por dia cada um, estima-se que um
ovogébnio passa do ovariolo para o oviduto aproximadamente a cada 3-5 horas,
caracterizando um o6vulo maduro (SNODGRASS, 1956; ENGELS, 1973; CRUZ-
LANDIM, 2009).

Sendo assim, é possivel ilustrar que rainhas com meédia de 335 ovariolos
(165,21 ovariolo direito e 169,58 no esquerdo) podem madurar de 4 a 8 ovdcitos cada
um por dia, e gerar até 2.680 ovos. Estas quantidades estdo dentro dos parametros
esperados, inclusive de produgdo de ovos, os quais estima-se que em o6timas
condigdes podem chegar a 3.000 ovos por dia, todavia dentro do normal € cerca de
1.500 (ECKERT, 1934; SNODGRASS, 1956; CRUZ-LANDIM, 2009; JACKSON;
TARPY; FAHRBACH, 2011; KOZII et al., 2021).

A variagdo no tamanho do ovario pode também ser gerada pelo fato da
reabsorcao natural dos ovocitos em condigdes adversas, ou pelas rainhas velhas
apresentarem ovarios em degeneracdo (CRUZ-LANDIM, 2009). Gregorc e Skerl
(2015), analisaram os pesos dos ovarios por 3 anos, em abelhas europeias, e
encontraram valores de 69, 73 e 78 mg, valores maiores do que 0s aqui observados.
No entanto, a quantidade de ovariolos do estudo presente foi maior, mesmo com o
peso menor que a literatura.

Neste sentido, ao realizar analises futuras em rainhas, sugere-se a realizagao
de analises qualitativas além das quantitativas, buscando saber quais destes ovariolos
ainda estdo funcionais e ndo apenas a quantidade presente em cada rainha. Para
mais, buscar correlacionar com a idade da rainha para descobrir em que momento
que o ovario comega sua degeneracgao.

Ademais, as variagdes encontradas podem estar relacionadas a idade da
rainha, a qual n&o foi possivel ser estimada. Outro fator de variabilidade é a genética
das diferentes rainhas, por esses motivos sdo pontos importantes a serem analisados
em futuras pesquisas

Outro ponto de interesse, é que os ovarios variam também em comprimento,
sendo esta outra medida a ser avaliada futuramente. Pois, o flamento terminal sofre
0 processo de desagregacado em rainhas velhas (CRUZ-LANDIM, 2009), esta medida

traria possiveis repostas de qual é o padrao e quando comeca a reduzir.
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Os fatores que afetam o potencial produtivo das rainhas estdo entrelagados,
com as caracteristicas espermaticas nao seria diferente. Rainhas provenientes de
ovos e larvas recém eclodidas apresentam espermatecas maiores, comparadas as
rainhas advindas de larvas de 3° instar (HATCH; TARPY; FLETCHER, 1999; TARPY;
HATCH; FLETCHER, 2000; RANGEL; KELLER; TARPY, 2013).

O peso da espermateca (PE) é atrelado ao seu tamanho, logo, a quantidade
de espermatozoides que ela € capaz de armazenar. Contudo, uma espermateca
grande néo significa sozinha uma rainha de boa qualidade, caso ela n&o realize uma
copula eficiente.

O PE nao apresentou nenhuma correlagdo com as demais caracteristicas
(Figura 10), tem a menor correlagdo com o Componente Principal (Figura 5), e € um
dos fatores com menor contribui¢gdo para explicar a variagao (Figuras 7,8 e 9). Como
citado anteriormente, essa é outra caracteristica que pode apresentar esse padrao
pela baixa qualidade espermatica da rainha ao descarte.

A concentragao espermatica, também chamada em outros estudos de numero
de espermatozoides, foi de aproximadamente 1,8 milhdo de espermatozoides por
espermateca, variou entre 300 mil a 4,8 milhdes de espermatozoides (Tabela 1).
Diversos estudos apontam amplas faixas de concentragcao de espermatozoides, em
média de 4 a 7 milhdes de espermatozoides ficam armazenados na espermateca da
rainha (WOYKE, 1962; COBEY, 2007; AL-LAWATI; KAMP; BIENEFELD, 2009;
DELANEY et al., 2011), os quais seréo usados durante toda sua vida reprodutiva.

A reducdo do estoque de espermatozoides aqui encontrada (1,8 milhdo de
rainhas ao descarte vs 4 - 7 milhdes rainhas recém fecundadas) pode ser explicada
pelo fato das rainhas colocarem até 3.000 ovos por dia (SNODGRASS, 1956; CRUZ-
LANDIM, 2009; KOCHER; TARPY; GROZINGER, 2010), e cada membrana do ovo
ser penetrada por até 20 espermatozoides (HARBO, 1979; BAER et al.,, 2016;
GILLARD; OLDROQOYD, 2020).

Harbo (1979), observou que as rainhas usaram metade de seus
espermatozoides em cerca de 5 meses, equivalente a metade da safra local,
passaram de 5 para 3,25 milhdes. De acordo com as observacdes anteriores Szabo
e Heikel (1987) verificaram que as concentragdes diminuiram logaritmicamente com
a idade da rainha. Lodesani, Balduzzi e Galli (2004) corroboram ao verificar que
rainhas apresentaram 5,1 milhdes com 2 meses de vida, 4 milhdes com um ano e 2,6

milhdes com dois anos.
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Uma rainha com menos de 500 mil espermatozoides pode passar a produzir
muitos zangdes ao invés de operarias, o que significa que ela s6 pode colocar ovos
nao fertilizados (PAILLARD et al., 2017). Tendo isto em vista, as rainhas encontradas
nas colonias estudadas estavam muito proximas de findar sua fecundacédo de ovos
sendo que foram obtidos valores de até 300 mil.

Genger e Kahya (2011) encontraram média de 7,25 milhdes de
espermatozoides em rainhas jovens. Todavia, Tarpy et al. (2012), verificaram 4,37
milhdes. Delaney et al. (2011), avaliaram 115 rainhas recém-fecundadas e obtiveram
média de 3,99 + 1,504 milhdes de espermatozoides (variagao de 0,20 — 9,03 milhdes).
Os proprios autores classificaram 18,9% das rainhas avaliadas como “mal
inseminadas”, consideradas as com menos de 3 milhdes de espermatozoides
armazenados, e 81,1% como “subinseminados” com menos de 5 milhdes com base
em Woyke (1962).

De acordo com a classificagao acima, todas as rainhas aqui analisadas estao
“subinseminados” e “mal inseminadas”, ou seja, abaixo do nivel desejado, entretanto
€ importante ressaltar que essa classificacdo e denominagao séo para rainhas recém
fecundadas. Neste caso, as rainhas se mostraram realmente desgastadas, aptas a
serem substituidas em suas coldnias de origem.

Esses dados sao apoiados pelo estudo de Al-lawati et al. (2009) que
compararam rainhas recém fecundadas, com rainhas trabalhando por um e dois anos,
observaram que o numero de espermatozoides na espermateca das rainhas diminuiu
significativamente com o tempo apds o acasalamento, mas que de um ano para dois
nao havia diferenga significativa. Pode significar que no primeiro ano de vida a rainha
esta em pleno funcionamento, mas que apds seu desempenho decresce e estabiliza
em uma média baixa. Eles observaram que em média a espermateca de rainhas de
um ano tinha apenas 38% de uma espermateca de uma rainha jovem e as de dois
anos apenas 21%.

Por outro lado, existe a possiblidade dessas rainhas terem sofrido fecundagao
de baixa qualidade, esgotando seu estoque de espermatozoides rapidamente. Séao
diversos os motivos que podem interferir na fecundagao como a idade da rainha e dos
zangdes, condi¢des climaticas, disponibilidade de alimentos, qualidade espermatica,
estresse (METZ; TARPY, 2019).

Esses dados sédo apoiados pela pesquisa de Metz e Tarpy (2019), que

encontraram variacado da qualidade dos zangdes maior do que se pensava até entao,
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mudando a produgao de espermatozoides e seu préoprio tamanho corporal ao passar
do seu ciclo da vida. Os autores mostram que ao nascer eles nao possuem
espermatozoides viaveis, e atingem a maxima produgéo por volta dos 20 dias, com
meédia de 7,3910,19 milhdes de espermatozoides, que comecga a declinar quando os
zangdes completam 30 dias. Este € mais um fator de interferéncia na qualidade da
rainha, pois os problemas de baixa qualidade espermatica pode estar vinculada ao
processo de acasalamento.

Delaney et al. (2011), encontraram sete diferentes virus em rainhas recém
fecundadas, com maior prevaléncia do virus de asa deformada (DWV). As doencas
podem afetar a reprodugcdo, como o DWV, que pode interferir na produgao de
espermatozoides por zangdées ou na capacidade das rainhas de armazenar
espermatozoides. O contato social entre as abelhas pode ser um meio transmissor de
doencas, como o ato da trofalaxia, tendo isso em vista é possivel que ao longo da vida
da rainha ela adquira alguma doenga que também possa reduzir a quantidade de
espermatozoides ou a qualidade de armazenamento (PRODELALOVA;
MOUTELIKOVA; TITERA, 2019).

Como observado na Figura 2, a motilidade das rainhas ao descarte
encontrada foi baixa (0, 20 e 40% ou classificagao 0, 1 e 2), de acordo com 0s proprios
autores que elaboraram a classificagcdo (KAFTANOGLU; PENG, 1984), pois ao
realizarem a pesquisa s6 utilizaram sémen classificados como 3 ou mais. A motilidade
espermatica é fundamental para a migragao do sémen para a espermateca da rainha,
subsequentemente para a fertilizacdo do 6vulo (YANIZ; SILVESTRE; SANTOLARIA,
2020).

Mesmo assim, quando se trata de abelhas essa variavel € analisada apenas
ocasionalmente, na maior parte dos estudos esta diretamente relacionado ao zangéo
€ nao na rainha. Mesmo sendo um dos parametros mais utilizados para determinar a
qualidade do esperma em mamiferos (YANIZ et al., 2018; YANIZ; SILVESTRE;
SANTOLARIA, 2020).

Somado a isso, ha uma dificuldade do estabelecimento de um método objetivo
da realizagdo da analise, pois sao varias as particularidades na morfologia dos
espermatozoides de abelhas. Os mesmos nao tém a cabega proeminente como nos
mamiferos, ela € pequena e estreita se confundindo facilmente com o flagelo, este
fato dificulta a identificagdo de cada espermatozoide por andlise de imagem (PENG;
YIN; YIN, 1993; YANIZ; SILVESTRE; SANTOLARIA, 2020).
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A maioria dos estudos trabalha com sistema de classificagdo (KAFTANOGLU;
PENG, 1984), assim como o realizado aqui, mudando apenas as escalas, mas sempre
referente a percentuais de movimentagédo (VERMA, 1978). Outros métodos tem sido
desenvolvidos em busca de amenizar a subjetividade ou até mesmo progredir a um
meétodo objetivo, como a porcentagem de células moveis, o tipo de movimento
(WEGENER et al., 2012) e o0 uso de programas computacionais (AL-LAWATI; KAMP;
BIENEFELD, 2009).

Al-lawati et al. (2009), avaliaram motilidade de forma diferente ao presente
estudo, os autores verificaram a velocidade e o movimento dos espermatozoides,
todavia nao classificaram velocidade de 1 a 5, usaram um software para medir a
velocidade. Concluiram, que os espermatozoides na espermateca das rainhas mais
velhas movem-se mais lentamente, em particular nas rainhas de dois anos que
inclusive apresentaram espermatozoides imoveis. Pode-se fazer uma relacdo com a
motilidade 0 (imdveis) encontrada nas rainhas deste experimento, o que indica que
tais rainhas tinham mais de 2 anos.

Além disso, Al-lawati et al. (2009), avaliaram o movimento dos
espermatozoides, atribuiram o movimento circular padrao para rainhas jovens e
movimento em linha reta para rainhas velhas. Desta forma, encontraram que as
rainhas recém acasaladas tinham apenas um padrdo de movimento circular, rainhas
de dois anos apresentaram movimento exclusivo em linha reta e rainhas de um ano
os dois tipos de movimentos sendo 75% em linha reta e 25% em movimento circular
padrao.

Wegener et al. (2012), também avaliaram motilidade dos espermatozoides,
porém com o sémen diretamente do zangdo, sem passar pela espermateca. Os
autores classificaram os espermatozoides como moveis ou imdveis e quanto ao
movimento circular ou ndo circular. Obtiveram resultado de 96,1 *2,8 dos
espermatozoides moveis e 96,7 +1,8 com movimentos circulares, no mesmo caminho
dos resultados de Al-lawati et al (2009), que apontaram o sémen na espermateca
ainda com movimento circular na rainha recém fecundada.

Os movimentos circulares dos espermatozoides podem ser explicados pelo
fato dos espermatozoides longos precisarem desse movimento para evitar se
emaranharem dentro da espermateca. Outrossim, este movimento pode ajudar os
espermatozoides individuais a deixarem a massa para fertilizagdo (WERNER;
ZISSLER; PESCHKE, 1999).
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Pode ser inferido que a reducao dos espermatozoides, a baixa motilidade e a
mudanga para o movimento retilineo, fagam com que mesmo a rainha ainda
possuindo espermatozoides armazenados, mesmo que Vivos, eles ndo consigam se
desenrolar dos demais e sairem para fecundarem os ovos. Estes fatores apoiam a
pratica de substituicdo das rainhas, entretanto € necessario realizar o controle
zootécnico para otimizar o manejo.

A viabilidade espermatica pode ser vista de diversos angulos, como nas
diferentes fases da vida do zangéo, na vesicula seminal, no ejaculado, no oviduto
lateral da rainha e por fim na espermateca. Varios fatores influenciam na variagao,
como o ambiente, o clima, nutricdo, manejos, exposi¢cao a pesticidas, idade de zangéao
e por fim a idade da rainha (RHODES, 2008; YANIZ; SILVESTRE; SANTOLARIA,
2020).

O fato é que ha grande variagao nos resultados encontrados. A viabilidade ou
vitalidade do sémen dos zangdes, antes da rainha ser fecundada, e muito antes dela
completar seu ciclo reprodutivo na col6nia, podem variar entre 55 e 99% (RHODES,
2008; GENCER; KAHYA, 2011; FOURNIER; GIOVENAZZO, 2015; METZ; TARPY,
2019; ROUSSEAU; YANIZ; SILVESTRE; SANTOLARIA, 2020).

Sob outra perspectiva, na espermateca da rainha a viabilidade € em média
entre 80 e 98% (GENCER; KAHYA, 2011; TARPY et al., 2012; TARPY; OLIVAREZ,
2014). A perda progressiva com o avancar da idade da rainha é esperada, o
decréscimo de espermatozoides vivos esta de acordo com Lodesani, Balduzzi e Galli
(2004) e Tarpy e Olivarez (2014). Os primeiros, verificaram taxas de 79,5 +2,5% de
espermatozoides vivos em rainhas apés 2 meses de postura, 78,5 +2,1% em rainhas
com 1 ano e caindo para 66,5 +3,2% em rainhas com 2 anos. Por outro lado, os
segundos observaram redugéo aproximada de 10% em 6 meses.

Os resultados aqui encontrados de viabilidade espermatica (média 56,17
124,67 %; com intervalo entre 1,33 e 96% em 111 rainhas)(Tabela 1 e Figura 2), estao
no limite do minimo necessario de 42,5%, antes de afetar a producdo de ovos
fecundados (COLLINS, 2000). Pettis et al. (2016), apuraram que coldnias identificadas
com baixo desempenho pelos apicultores estavam com rainhas que apresentaram
espermatozoides com baixa viabilidade, quando comparadas com rainhas de caixas
classificadas com boa producao.

Estudos apontam caminhos diferentes em relagdo a saida do sémen das

vesiculas seminais dos zangdes para os ovidutos das rainhas. Em uma investigacao
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foi relatado a reducgéo de cerca de 10% da viabilidade espermatica ao ocorrer esse
transporte das vesiculas (98,1%) para os ovidutos (88,7%) (GENCER; KAHYA;
WOYKE, 2014). Por outro lado, Collins (2000) acurou média aproximada de 65% tanto
dos zangdes quanto na espermateca.

Na avaliagdo de Rousseau et al. (2015), os autores apontaram como
preocupante seus resultados em comparagdo a outros estudos, mensuraram a
viabilidade em zangbes de 64,2 +1,07%. Metz e Tarpy (2019), encontraram outro
resultado interessante ao medir 522 zangdes, com meédia de viabilidade de 73,52
10,80%.

Para fecundagao dos ovos as rainhas utilizam os espermatozoides vivos, em
detrimento disto o que vai restando na espermateca sdo os nao viaveis (TARPY;
OLIVAREZ, 2014; KAHYA; GENCER, 2022). Outro ponto € o vigor da rainha em sua
fase inicial de postura, na qual ela sofre grande estresse, que pode influenciar a
viabilidade (KAHYA; GENCER, 2022).

Estudos tem procurado entender os mecanismos que as abelhas rainhas
usam para manter os espermatozoides viaveis por tanto tempo em seu 6rgao
especializado. Alguns modos desta mantenca a longo prazo foram encontrados e
estdo sendo explorados, tais como as concentragdes de Na* e K*, pH altamente
alcalino de 8,6 (VERMA, 1973, 1974, 1978), atividades altas das enzimas catalase
(WEIRICH; COLLINS; WILLIAMS, 2002), secregbes glandulares das rainhas (BOER,;
BOOMSMA; BAER, 2009), um subconjunto especifico de proteinas (ZAREIE et al.,
2013).

As abelhas tem sido usadas como modelo bioldgico para diversas espécies
ha vérios anos, por serem criadas e terem uma base maior de estudos (KOHLER;
NICOLSON; PIRK, 2013; YANG et al., 2021). Mesmo assim, ndo se tem informagdes
concretas de como a espermateca mantem os espermatozoides aptos a fertilizarem
os ovos por até cinco anos (VERMA, 1974; WEIRICH; COLLINS; WILLIAMS, 2002).
Estudos tem sido realizados em busca destes mecanismos, todavia ainda ha muitas
duvidas a serem sanadas.

Neste trabalho nao foi utilizado anestésico antes da disseccado da rainha,
como frio ou COz2, foram tomados cuidados para que a coleta de dados evoluisse o
mais rapido possivel, em busca de reduzir ao maximo os estimulos de nocicepgao.

McAfee et al. (2020) estudaram o estresse térmico em rainhas jovens, os resultados
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indicaram que as rainhas resistem razoavelmente ao estresse térmico, porém os
espermatozoides nao.

Tendo isso em vista, resultados como de Paillard et al. (2017), podem nao ser
adequados, pois eles sacrificaram a rainha colocando-as no freezer -20°C por 15
minutos. Esses autores testaram diferentes conservagdes para o sémen, e apos
avaliaram a espermateca das rainhas inseminadas, com isso encontraram uma
variagédo de 10 a 71% de viabilidade, e uma concentragéo de 5.000 a 150.000; valores
bem baixos, que podem ser explicados pelo estresse térmico.

Ao longo da exploragdo das bibliografias foi encontrada a analise da
classificagdo da espermateca conforme a coloracdo, densidade e tonalidade
apresentada por ela. A cor bronzeada cremosa da espermateca mostra uma boa
quantidade de espermatozoides, a aparéncia leitosa mostra uma baixa quantidade e
se a espermateca estiver clara, mostra que a rainha é virgem (COBEY; TARPY;
WOYKE, 2013). Visto que, é uma analise de baixo custo e que pode apresentar de
imediato resultados sobre as rainhas sugere-se realizar esta classificagdo em estudos
futuros.

As caracteristicas de qualidade espermatica apresentaram apenas uma
correlagao positiva, entre concentragdo e numero de espermatozoides vivos (0,25), e
duas negativas, sendo uma delas entre concentragédo e numero de espermatozoides
mortos (-0,24). De modo complementar, a quantidade de espermatozoides vivos e
mortos teve correlagdo -0,99, ou seja, inversamente proporcionais, quanto maior o
numero de vivos menor o numero de mortos, visto que a soma dos dois € 100%.

Resultado dentro do esperado, pois a concentragao é referente a quantidade
de espermatozoides presentes na espermateca. Em outros trabalhos também foram
encontradas correlagdes positivas entre a concentracéo e a viabilidade espermatica ,
(METZ; TARPY, 2019).

Algumas variaveis como peso de espermateca e concentragdao de
espermatozoides nao tem influéncia aparente quando se olha para as dimensdes 1 e
2 (Figura 5-9), apenas na dimenséao 5 (Figura 6 e 9) estas caracteristicas passam a
ter maior potencial de explicar dado fenbmeno. Porém, isso ndao quer dizer que as
variaveis nao sao relevantes, a concentragdo baixa pode reduzir o peso da
espermateca, entretanto, essas variaveis ndo tem correlacdo nem sao diretamente

influenciadas pelas outras como as caracteristicas de tamanho, logo s6 aparecem nas
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dimensbes finais. Mas, ndo se deve deixar de realizar analises sobre qualidade
espermatica, principalmente por se tratar ainda de medidas pouco exploradas.

Foi descoberto recentemente, que as temperaturas externas extremas podem
afetar as col6nias, por consequéncia a rainha, pois as abelhas enfrentam dificuldade
para termorregular (MCAFEE et al., 2020b). A cidade de Capanema tem sido noticiada
com temperaturas recordes no estado do Parana, acima de 40°, a qual é considerada
muito quente. Este ultimo, pode ser um fator para perda das colénias e redugao da
qualidade das rainhas. Posto isso, € necessario tomar os cuidados basicos de bem-
estar animal de maneira a buscar medidas para mitigar os efeitos de estresse por
temperatura.

Mesmo em revisdes sobre o comportamento das rainhas ndo ha perspectivas
sobre sua longevidade, sobre como se desencadeia a senescéncia (ABOU-SHAARA,;
ADGABA; AL-GHAMDI, 2021). O fator geralmente relacionado ao envelhecimento é o
esgotamento do conteudo da espermateca.

Além disso, se sabe que as rainhas mais velhas apresentam ovario em
degeneragao e desagregacao no filamento terminal, mas mesmo em extensa reviséo
sobre a morfologia e as fung¢des dos sistemas, nao se sabe como funciona o processo
de senescéncia nas rainhas (CRUZ-LANDIM, 2009). Em operarias, esta provado que
nao sao apenas os fatores extrinsecos que afetam seu envelhecimento, mas também
fatores internos, e que ha desagregacao celular e descontinuacdo do epitélio a
senescéncia (CRUZ-LANDIM, 2009; REMOLINA et al., 2007).

Deve ser considerada a possibilidade de que os mecanismos que mantém o
metabolismo ativo apresentem dificuldade de manter o funcionamento do sistema com
o desgaste da rainha. Assim como, as rainhas vao perdendo a capacidade de liberar
feromdnio (ABOU-SHAARA; ADGABA; AL-GHAMDI, 2021), novos estudos podem ser
feitos para avaliar essa teoria.

De maneira a concluir o exposto até entdo, ao comparar os parametros de
qualidade espermatica entre rainhas jovens e as deste trabalho, os resultados foram
valores inferiores nos atributos de qualidade espermatica, menor concentracao,
motilidade e viabilidade. Neste mesmo sentido, o peso médio das rainhas foi similar
ao das jovens de qualidade inferior, e a largura do térax da rainha ao descarte foi em

média 20% menor.
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Em contrapartida, o comprimento da asa e do abdémen foram maiores aos
encontrados na literatura. Dentre os 6rgaos reprodutivos, os ovarios mostraram-se
simétricos, no entanto esta semelhanca nao se estendeu ao numero de ovariolos.

As medidas externas apresentaram correlacédo entre si, porém foram poucas
as correlagbes com as medidas morfofisioldgicas. Todavia, destaca-se que
comprimento total e largura de abdémen obtiveram correlagcdo com a quantidade de
ovariolos, que € uma das medidas mais complexas de serem mensuradas, indicando
alternativas de mensurag¢des a campo.

Além disso, como ferramenta para analises futuras de rainhas ao descarte,
podem ser utilizadas as caracteristicas que melhor explicam a variagcdo dos dados,
com base nos Componentes Principais encontrados aqui. Em especial, métricas

advindas de agrupamentos distintos, a exemplo: peso, viabilidade e largura de térax.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A variabilidade observada para o conjunto de dados deste trabalho,
demonstrou que caracteristicas morfofisioldgicas serdo uUteis ao processo de selegao,
para a qualidade de rainhas. Uma vez que se observou variabilidade fenotipica, a
possibilidade de identificagdo de variagdo genética aditiva passa a ser também
possivel. Nesse sentido, as caracteristicas aqui avaliadas passam a ser passiveis de
serem utilizadas nao apenas pela variagdo, mas também pela facilidade e viabilidade
econdmica dessas mensuracoes.

Entretanto, o manejo de descarte de rainhas em nosso pais ainda nao
apresenta padrao ou controle suficiente para que as estimativas de variacido possam
de fato representar o potencial de ganho em qualidade de rainhas africanizadas. Neste
trabalho, foi mantido o procedimento padrdo dos apicultores frente ao descarte de
rainhas, o que ndo necessariamente indica que elas estavam a fase de senescéncia.

Em funcao disso, as variagdes observadas, podem ir além das proprias
caracteristicas, sendo viesadas pela variagao nao controlada de idade dessas rainhas.
Sendo assim, os resultados aqui apresentados devem ser usados com cautela, uma
vez que mais estudos devem ser realizados, obrigatoriamente com o controle total
sobre a idade das rainhas a serem avaliadas.

Ademais, foi verificada a necessidade premente do controle zootécnico das
colénias, mais especificamente sobre a idade das rainhas do apiario para a tomada
de decisdo acertada sobre o momento adequado de descarte. Por meio dessa
informacgéo, o investimento e retorno financeiro em rainhas jovens sera dimensionado,
de maneira a otimizar e popularizar o manejo de substituicdo de rainhas controlado.

O banco de dados coletado para este trabalho podera incentivar futuras
pesquisas em busca da identificacao de rainhas padronizadas quanto ao potencial

reprodutivo, e a melhoria de manejos a campo.
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