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Resumo

A biodiversidade das abelhas africanizadas (4pis melifera) encontra-se sob grande ameaca e, neste
cenario as investigacdes acerca da biologia reprodutiva, alguns aspectos ainda incipientes, bem como
métodos aprimorados para a inseminag¢ao instrumental e criopreservacao de gametas podem ser ferramentas
preciosas para a conservagdo in situ e ex situ de subespécies e ecotipos. O entendimento e adogdo de
ferramentas como estas mencionadas, podem auxiliar na sele¢do de caracteristicas de interesse para os
criadores, assim como, nos esfor¢os para a conservagao de populagdes de abelhas ameagadas.
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Abstract

The biodiversity of Africanized bees (Apis mellifera) is under great threat and, in this scenario,
investigations about reproductive biology, some aspects are still incipient, as well as improved methods for
instrumental insemination and cryopreservation of gametes can be precious tools for ex situ and in
conservation. situ of subspecies and ecotypes can be contemplated. The understanding and adoption of
tools such as those mentioned can help in the selection of characteristics of interest to breeders, as well as
those committed to the conservation of endangered bee populations.
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Introducao

A espécie Apis melifera do Brasil € denominada abelha africanizada devido a hibridizacdo entre
abelhas Europeias, introduzidas no Brasil desde o século XIX, e as abelhas africanas, introduzidas em 1957
(Collet et al., 2006). Estas apresentam uma elevada importincia econdmica com a produgdo de mel
principalmente (Wolf, 2007). Ainda, tém grande importancia ecoldgica pois sdo responsaveis pela
polinizacdo de diversas espécies de plantas (Garibaldi et al., 2014).

No entanto, uma preocupac¢do mundial vem sendo discutida devido a diminui¢do das abelhas Apis
sem causa especifica, tendo seu primeiro relato em 2006. Esse fato foi denominado desordem do colapso
das colonias (Pires et al., 2016). Acredita-se que ndo exista um tnico fator atuando neste declinio, mas um
conjunto de fatores (Pires et al., 2016). Com base nos aspectos supracitados, as ferramentas
conservacionistas sdo extremamente importantes para garantir o desenvolvimento e sobrevivéncia das
colénias (Wegener et al., 2014).

Neste contexto, a total elucidagdo dos mecanismos que governam a biologia reprodutiva e a
utilizacdo das biotécnicas aplicadas a reprodugdo se apresentam como ferramentas essenciais para a
conservacao desses exemplares. Portanto, a presente revisdo tem como objetivo principal apresentar as
diferencas anatdmicas e bioldgicas entre as diferentes castas de abelhas africanizadas, sua forma de
acasalamento natural, insemina¢do instrumental ¢ conservagdo de s€émen.
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Diferencgas anatomica e fisiologica dos érgios reprodutivos entre castas

As Apis meliferas sao divididas em trés castas: a rainha, as operarias e os zangdes, cada uma com
morfologia e fungdes distintas. A rainha tem como fungao a ovoposi¢ao de ovos diploides e haploides, além
disso, produzem o feromdnio da glandula da mandibula que atua na atrag@o de zangdes para o acasalamento,
manutencio da umidade da colmeia, inibi¢do do desenvolvimento dos ovarios das operéarias e a produgdo
de rainhas (Free, 1987; Ronai et al., 2016). No tocante ao seu 6rgdo reprodutivo, o mesmo ¢ constituido
por dois ovarios, cada ovario ¢ formado por diversos ovariolos, e um par de oviduto laterais que culminam
em um oviduto comum que se liga a vagina. Em adig8o, tem-se uma esfera destinada ao armazenamento
de espermatozoides denominada espermateca que ¢ ligada a vagina por um pequeno ducto (Dallai, 1975).

Nos ovarios, ¢ possivel encontrar de 150 a 180 ovariolos, os quais contém multiplos odcitos em
diferentes estagios de desenvolvimento (Snodgrass, 1956). Os odcitos sdo ligados a um grupo de células
nutridoras que fornecem elementos requeridos pelo gameta feminino em desenvolvimento (Snodgrass,
1956). A medida que o ovdcito se aproxima do oviduto, as células nutridoras transferem seu contetido
restante para o o6cito e morrem quando o odcito completa seu desenvolvimento (Aamidor et al., 2022). A
rainha ¢ alimentada com geleia real desde seu estagio de larva, o que a faz desenvolver suas caracteristicas
especificas. Essa alimentagdo também estimula a produg¢do de hormdnio juvenil, o qual atua diretamente
no numero de ovariolos, assim como na sintese de vitelogenina (Winston, 2003; Barchuk et al., 2002;
Piulachs et al., 2003).

As operarias, também fémeas diploides, sdo responsaveis por todo o trabalho na colmeia e
apresentam os mesmos Orgdos reprodutivos que a abelha rainha (Dallai, 1975). Estas t€ém em torno de
quatro ovariolos por ovario, esse baixo nimero esta associado a baixa concentragdo do horménio juvenil
durante o periodo larval (Winston, 2003). Nesta casta, a oogénese ¢ iniciada, porém ¢ interrompida antes
da vitelogéneses pelo feromoénio da glandula da mandibula da rainha que desencadeia morte celular
programada, inibindo assim a producdo dos ovos (Ronai et al., 2016). Na auséncia de rainha, as operarias
retomam a oogénese e ovopdem ovos haploides, mas sdo incapazes de colocar ovos diploides, pois ndo
acasalam com os zangoes (Verma e Karol, 1992; Oldroyd e Osborne, 1999).

Os zangdes sdo os unicos machos da colmeia, tendo como fungao primordial a reproducao (Kovac
et al., 2009). O 6rgdo reprodutivo dos zangdes ¢ composto por testiculos pareados, vasos eferentes, ductos
deferentes e ductos ejaculatorios, glandulas sexuais acessorias (vesiculas seminais e glandulas mucosas) e
endofalo (Klein et al., 2021). No tocante a espermatogénese, esta dura 25 dias em zangdes africanizados, e
ocorre durante o crescimento larval, no qual todas as espermatogdnias sdo diferenciadas em
espermatozoides, logo, o individuo emerge com produgdo espermatica completa (Lago et al., 2020). Em
seguida, os espermatozoides migram dos testiculos para as vesiculas seminais ¢ entdo os machos sio
considerados sexualmente maduros (Klein et al., 2021).

Coépula e armazenamento de espermatozoides na espermateca

Apo6s a emersdo, uma abelha rainha atinge a maturidade sexual entre 5 a 10 dias de idade, momento
no qual sdo iniciados os voos de acasalamento (Souza, 2009). Ela farda de um a trés voos de acasalamento
nos dias subsequentes e acasalard com 12 ou mais zangdes ao longo desses voos (Souza, 2009). E
importante salientar, que os feromonios produzidos na mandibula da rainha servem para atrair os zangdes,
os quais também produzem feromonios na mandibula que atuam na formagdo da zona de congregacdo,
local onde os zangdes ficam juntos aguardando uma rainha virgem, assim como na atragdo pelas mesmas
(Winston, 2003). Em alguns dias apds concluir o processo de acasalamento, a rainha iniciard o
comportamento de postura de ovos e nunca mais acasalara durante seus anos de vida (Kocher et al., 2008).

Existem duas teorias sobre como o s€émen dos zangdes ¢ conservado na espermateca, a primeira
defende que o s€émen de cada zangdo permanece armazenado em pacotes (Taber, 1955; Martinho, 1979),
de forma que essa mudancga de pacotes de espermatozoide pode ser detectada na mudanca de fenotipo das
operarias de tempos em tempos, como comprovado por Martinho (1979). A segunda vertente defende que
no momento da migracdo dos espermatozoides para a espermateca, o sémen dos zangdes mistura-se
homogeneamente, sendo estocado desta forma (Moritz, 1983; Page-Jr et al., 1984).

Inseminacéao artificial
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O primeiro passo para inseminagao artificial ¢ a coleta de sémen dos zangdes. Para isso € necessario
usar zangdes maduros sexualmente, nos quais o s€émen ¢é coletado pela eversdo do endofalo (Cobey et al.,
2013). O estimulo para eversao ¢ realizado manualmente, onde ¢ feito uma pressao no abdémen, e em
seguida, a compressao natural do mesmo e eversdo do enddfalo. Assim, o s€émen fica na ponta do enddfalo
ao lado de um muco branco (Mendes, 2008). Cada zangdo produz em torno de 1 uL de sémen, o qual ¢
coletado com auxilio de um capilar conectado a uma seringa Harbo, sendo normalmente utilizados de 8 a
12 uL de sémen por rainha, logo cada rainha ¢ inseminada com um pool de sémen (Cobey, 2007; Mendes,
2008; Cobey, 2016).

A rainha ¢ inseminada durante 5 a 12 dias apds a emersdo, com auxilio de um equipamento
especifico para sua manipulacdo. Primeiro, estas sdo presas em um tubo de suporte, entdo sdo anestesiadas
com CO». Em seguida, para expor o orificio vaginal da rainha, as placas abdominais sdo separados usando
um par de ganchos que estdo presentes no equipamento de inseminagdo e com auxilio de uma capilar de
vidro uma valvula presente na vagina ¢ contornada e o sémen depositado (Cobey, 2016; Cobey et al., 2013).
O sucesso da inseminagdo pode ser verificado pela dissecacdo da espermateca ou pela avaliagdo da
ovoposi¢ao (Cobey et al., 2013).

Criopreservacio de sémen

Os primeiros estudos de criopreservacdo do sémen de zangdes foram realizados durante as décadas
de 70 ¢ 80 (Harbo, 1983). O primeiro passo para criopreservagdo ¢ a coleta de sémen, que ja foi descrita
anteriormente, sendo em seguida realizada a dilui¢do em proporgdes de 1:1 até 1:12 ( Taylor et al. 2009;
Hopkins et al., 2012). Com o aperfeigoamento dos meios de dilui¢do, diversos diluentes ja foram testados
para a criopreservagdo de sémen em abelhas (Tab. 1). E importante mencionar que o dimetilsulfoxido
(DMSO) ¢ o crioprotetor de escolha para a criopreservagdo do sémen em abelhas.

Ap6s a diluigdo, ¢ realizada a criopreservagdo, a qual tem sido principalmente conduzida por meio
de curvas lentas (Tab. 1). A curva de congelagdo mais utilizada tem sido a lenta com auxilio de maquinas
de congelagdo na qual ha uma diminui¢do de 3 °C por minuto até atingir -8 °C, depois muda-se a taxa de
arrefecimento para 15 °C/min até atingir -120 °C (Alcay et al 2019). Em adi¢do, o protocolo de
criopreservagdo sem uso de maquinas ja foi relatado, no qual as amostras foram resfriadas a 15 °C por 2
horas, seguido de exposicdo ao vapor de nitrogénio e finalmente armazenados em botijdo criobiologico
(Dadkhah et al. 2016). Ainda outra op¢ao € o uso da criopreservacdo com auxilio do dispositivo de S-
CryoLock® ou tubos de microdidlise, o qual é submerso ao vapor de nitrogénio ¢ armazenado (Auth e
Hopkins, 2021).

No tocante aos resultados, em 1983 foi descrito um relato de criopreservagdo de sémen de zagdes
com uso de inseminagdo instrumental como ferramenta de avaliagdo, no qual obteve-se crias de operaria,
provando que o protocolo foi eficiente. Em seguida a maioria dos estudos focaram nas caracteristicas
qualitativas dos espermatozoides, os quais mostraram resultados varidaveis a depender do protocolo
utilizado, com motilidade variando de 40 a 70%, viabilidade de 60 a 80%, funcionalidade de membrana de
59 a 72% e atividade mitocondrial de 60 a 79% (Alcay et al., 2019; Auth and Hopkins, 2021; Wegener et
al., 2012). Em 2020, Rajamohan et al., avaliando diferentes diluentes na criopreservacdo de sémen de
zangdo obtiveram 76.8% de operarias nascidas de rainha inseminada com sémen descongelado.

Consideracdes finais

Em resumo, a biologia reprodutiva das abelhas africanizadas (Apis melifera) apresenta uma rede
complexa de eventos necessarios para o processamento ¢ desencadeamento dos eventos reprodutivos.
Contudo, muitos desses mecanismos que governam a fisiologia reprodutiva nestes animais ainda ndo foram
completamente elucidados, demandando grandes esfor¢os em pesquisas sobre tal assunto, que ¢ algo
imprescindivel para garantir tanto a conservacdo como também a selecdo de caracteristicas de interesse
zootécnico. A inseminagdo instrumental e a criopreservagdo de sémen sdo técnicas promissoras, porém
desafiadoras, para a reprodugdo seletiva e a conservagio genética desses animais. E importante que essas
técnicas sejam aplicadas de forma cuidadosa, levando em consideragao os aspectos éticos, ecoldgicos e de
bem-estar animal, visando a sustentabilidade e a satde das abelhas.
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Tabela 1. Protocolos convencionais de criopreservacdo ja aplicados para abelhas africanizadas (Apis melifera)

Objetivos Meios de diluicio Protocolos de criopreservagio Principais resultados encontrados Referéncia
Ciropreservacio de sémen | Solucdo tampao a base de sulfato de sodio e sulfato de Freezer programavel I;:;rcllgzs el;gzemn;a%ass fi(;riz S:?:;l (Harbo,
de zangio diidroestreptomicina acrescido de 25 % DMSO ¢ 25% gema de ovo prog gcfado, = apo: > g 1983)
produziram 8% de crias operarias.
Avaliar diferentes Citrato de sodio, Bicarbonato de s6dio, Cloreto de Sémen diluindo na proporg¢do de 1:12 (Taylor et
protocolos de potassio, Amoxicilina, Catalase (pH de 8,1; 280 Freezer programavel usando 10% de DMSO proporcionou | Y
crio 3 Osmol Ih de viabilidad al., 2009).
preservacio mOsmol) melhores taxas de viabilidade
Aval.lar 0 uso de sémen Fosfato monossddico, fosfato dissédico, DMSO e gema . Duas Ade Y EAIIRS 1nsem1ngdas (Hopkins et
criopreservado em Freezer programavel com sémen descongelados produziram
. R de ovo (pH 7,2) Lo s al., 2012)
inseminacio instrumental majoritariamente operarias.
Diluente base (DB): Tris, glicose, acido citrico, glicerol,
- . ~ o . .. o
Avaliar diferentes DMSO e gstrepton'n.cma . Refrl'gera(;a}o a5°Cpor2 horas,em O diluente base ad'lcwnado de 20% de (Dadkhah et
diluentes DB +0,5 % de lggltlna de s0ja sggulda fm colocado em vapor de gema de ovo foi o que apresentou al., 2016)
DB + 2% de lecitina de soja nitrogénio e entdo armazenado melhor motilidade pos-descongelagio ?
DB + 20% de gema de ovo
Penicilina, Estreptomicina, TES, Tris base, EDTA, R ~ o
2 T - e : Sémen de zangdo armazenados a 16°C
Desenvolver um método Fosfato de sodio dibasico, Citrato de sodio, Glicose, . X .
~ A .. . . . , sobrevivem até 9 meses, ¢ quando (Paillard et
de preservacao de sémen | Arginina, Glicina, Prolina, Catalase, Albumina de soro Freezer programavel .
~ . P 1 criopreservados foram descongelados  al., 2017)
de zangoes bovino, Cloreto de Potéssio, Cloreto de Sédio, com viabilidade de 76 < 5%
Bicarbonato de S6dio, DMSO e Gema de ovo. o
Diluente basico: Tris, acido citrico, glicose e
estreptomicina . ~ o
Avaliar uso de (pH 7,0). Eeiill%:;aii? seaui dsa (f:oi cpo(;f)cacslg Os tratamentos T2 e T3 (Loeza-
crioprotetor intra e T1 - 25% glicerol + 25% gema de ovo centrifugada em Va’ or dge nitrogénio e proporcionaram melhor motilidade  Concha et
extracelular T2 - 25% DMSO + 25% gema de ovo centrifugada arma enz do & p6s- descongelagao. al., 2019)
T3 - 25% glicerol + 25% gema de ovo z
T4 - 25% DMSO + 25% gema de ovo centrifugada.
Avaliar uso de geleia real | Diluente base: Citrato de sddio, bicarbonato de sodio, cloreto de O diluente acrescido de 1% de geleia real ity
na criopreservacio de potassio, amoxicilina, catalase ¢ 10% DMSO. (pH 8,1). Freezer programavel obteve as maiores taxas de motilidade al 20yl 9)
sémen de zangdes. Adicionada as concentragdes de 1%, 2%, 4% e 8% de geleia real espermatica e integridade acrossomal. ?
Freezer proeramavel Imerso 1o O sémen criopreservado em vapor de
Avaliar diferentes Fosfato monossddico, fosfato dissodico e gema de ovo nitro éniE 0%1 Colocado 16 vapor nitrogénio  usando  tubos de  (Auth and
métodos de (pH 7.2). Adicionada as concentragdes de 20%, 40%, de ni%r oeénio usando C oLockpou microdialise com 20% de DMSO foi Hopkins,
criopreservaciio 60% de DMSO g y semelhante ao controle fresco e 2021)

tubos de microdialise

congelado por freezer programavel.
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