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RESUMO

Qualidade espermética de zangdes de Apis mellifera L. selecionados para produgéo de
geleia real

A geleia real é de ampla importancia dentro da coldnia para alimentagdo da rainha e das
larvas, e, em zangdes, ajuda na regulacdo de hormdnios sexuais. O objetivo deste trabalho
foi avaliar as caracteristicas reprodutivas dos zangbes de colbnias que apresentam dois
alelos para maior producéo de geleia real em relagdo as coldnias com pelo menos um alelo
de menor producdo. Em um estudo conduzido em 18 colonias de Apis mellifera L.
localizadas em Maringa, PR, e mediante analises moleculares utilizando microssatélite de
MRJP3, foi avaliada a presenca dos alelos C, D e E, para maior producdo de geleia real, e
dos alelos A, B, F e G para baixa producdo de geleia real. Com base nos resultados, foram
conduzidas as criagOes de zangbes de seis colbnias selecionadas, sendo trés delas com a
presenca de alelos de maior producdo de geleia real (DE e EE) e trés com um alelo de
menor producdo (EF e EG); ainda, foi realizada a avalia¢do da qualidade do sémen e 0 peso
de cada um dos zangbes. As colbnias que apresentaram os alelos DE e EE tiveram uma
maior producdo de zangbes, mas com pesos menores em relagdo as coldnias que
apresentaram alelos EF e EG. No entanto, ndo foi observada a interferéncia dos alelos sobre
a qualidade espermética do zangdo, em que a média das variaveis foi: sobrevivéncia
88,38%, volume 1,2 pL, turbilhonamento em massa cinco, e as principais anormalidades
dos espermatozoides foram cauda dobrada, cabeca solta, cauda solta e cauda bifurcada. Os
alelos de maior producdo de geleia real influenciaram o peso e a quantidade de zangdes
criados nas coldnias de A. mellifera, mas ndo a qualidade espermatica. Palavras-chave:

Anormalidades esperméticas, Brasil, genética, MRJP3, sémen, turbilnonamento.



ABSTRACT

Sperm quality of Apis mellifera L. drones selected for royal jelly production

Royal jelly is of great importance within the colony to feed the queen and as larvae, and in
drones, it helps in the regulation of sex hormones. This research was carried out to evaluate
as reproductive resources of colony drones that presented two alleles for greater production
of royal jelly concerning colonies with less than one lesser allele. Through molecular
analysis using MRJP3 microsatellite, the presence of alleles C, D and E were evaluated for
greater production of royal jelly, and alleles A, B, F and G for low production of royal jelly
in 18 colonies of Apis mellifera L. located in Maringa, PR. Drones were reared from six
selected colonies, three with the presence of alleles of greater production of royal jelly (DE
and EE) and three with an allele of less production (EF and EG), and the evaluation of the
semen quality and the weight of each one was evaluated. The colonies that presented the
DE and EE alleles had a higher production of drones, but with lower weights concerning
the colonies that presented EF and EG alleles. As the colonies that exhibited alleles for
greater production of royal jelly, there was a greater production of drones, but with lower
weights about the colonies that presented alleles of royal jelly lower production. However,
no allele interference was observed on the sperm quality of the drone, with an average of
the following variables: 88.38%, volume 1.2 pL, mass swirling five and main abnormalities
of the spermatozoa were bent tail, headless, tailless sperm, and bifurcated tail. The alleles
of greater production of royal jelly influence the weight and number of drones reared in the
colonies of A. mellifera, but not in the sperm quality.

Keywords: Brazil, genetics, mass motility, MRJP3, semen, sperm abnormalities.



| - INTRODUCAO

1. Zangéao

As abelhas apresentam um dimorfismo sexual, com 0s zangdes sendo maiores que as
fémeas, e principalmente nos 6rgdos sensoriais ligados ao acasalamento, como olhos e as
antenas (Snodgrass et al. 2015a). As ultimas, constituidas por sensilas, que sdo estruturas
que variam em morfologia e funcdo, sendo as placoides relacionadas ao olfato (Ochieng et
al. 2000). O sistema olfativo dos machos é maior, com antenas mais longas e com sete
vezes mais sensilas placoides do que as fémeas (Kelber et al. 2006). Além disso, existem
também diferencas entre os glomérulos contidos nos lébulos das antenas e o numero de
arranjos dos macroglomérulos entre machos das diferentes espécies de abelhas com menor
quantidade em Apis mellifera e maior em Apis cerana (Bastin et al. 2018).

Quando a origem dos ovos de zangdes é a postura realizada por uma operaria, estes
sdo mais suscetiveis a umidade do que aqueles que sdo da rainha, alem disso, os ovos da
rainha geram zangdes com peso maior e com melhor qualidade de sémen (Wegener et al.
2010, Gencer e Kahya 2011). Por outro lado, zangdes emergidos de ovos fertilizados
(diploides) sdo consumidos pelas operarias (Koeniger et al. 2014), condicdo que permite
limitar o desenvolvimento de machos diploides com anomalia genética.

Dada sua morfologia e qualidade espermatica, a principal funcdo do zangdo € a
reproducdo, no entanto, sua condigdo e capacidade sdo muito importantes e podem ser
afetadas por varios fatores (Koeniger et al. 2014). Inicialmente, o peso dos zangdes esta
condicionado pela presenca de alimento disponivel para as larvas, especialmente quando

em um estado avancado de desenvolvimento (Szentgyorgyi et al. 2017). Quando o macho é



desenvolvido a partir de ovos diploides ou haploides, os primeiros levam a obtencdo de
valores mais elevados e sdo maiores em tamanho (Koeniger et al. 2014).

O peso apresenta uma correlagdo positiva com o tamanho das asas (Szentgyorgyi et al.
2017). A asa direita dos zangBes € maior que a esquerda, 0 que gera uma assimetria entre
elas (Szentgyorgyi et al. 2017), além da morfologia das asas, a idade também é um fator
que influencia o peso dos zangdes, tendo uma relacdo inversamente proporcional (Mazeed
e Mohanny 2010). Em termos de longevidade, a média dos zangbes € de 29,9 dias, com
uma variacdo entre 7 e 54 dias (Rueppell et al. 2005).

As abelhas sdo protandricas, caracterizadas por um desenvolvimento dos 0Orgaos
reprodutivos primeiro nos machos e depois nas fémeas (Page 1981). Os zangdes emergem
primeiro que as rainhas, e o pico de producdo de machos acontece 30 dias antes de
enxamear, sincronizado com o momento em que ha maior quantidade de rainhas prontas
para acasalar (Page 1981). O numero de zangdes produzidos em uma colbnia €, em média,
de 2.400 zangbes, numero que vai reduzindo a medida em que ocorre a enxameacao (Lee e
Winston 1987).

1.1.1 Condic0es para cria¢do e manutencdo de zangdes

A capacidade de uma coldnia para criar e manter uma populacédo de zangdes depende
de inumeros fatores, o primeiro é a presenca de alimento, que pode variar de acordo com a
época do ano, sendo assim, a colénia depende do fluxo continuo de entrada de polen (Boes
2010). Se a quantidade de polen diminui, os zangdes adultos sdo expulsos da col6nia, € as
larvas que dariam origem a eles sdo consumidas pelas operarias (Wharton et al. 2008).

Diariamente, as larvas de zangdes tém uma exigéncia de proteina que varia entre 65,0
e 98,2mg/larva, enquanto as operarias consomem entre 25,0 a 37,5mg (Hrassnigg e
Crailsheim 2005, Mandla e Kumar 2016). A partir do terceiro até o sétimo dia de vida, a
quantidade de alimento para as larvas de zangBes aumenta, e é nesse periodo que o alvéolo
é operculado (Hrassnigg e Crailsheim 2005). Os zangfes adultos sdo alimentados pelas
operarias até o sétimo dia de vida e, em seguida, eles buscam os favos de alimento e
conseguem se alimentar sozinhos (Hrassnigg e Crailsheim 2005, Goins e Schneider 2013).

A disponibilidade do pdlen esta relacionada positivamente com o peso do zangéo, a

facilidade de ejacular, o volume e a viabilidade do sémen e, em menor medida, esta ligada



também ao numero de zangdes criados e a concentracdo de espermatozoides (Czekonska et
al. 2015, Rousseau e Giovenazzo 2016). Portanto, a facilidade de ejacular e a qualidade do
sémen sdo potencializadas quando se oferta suplementagédo proteica a coldnia (Rousseau e
Giovenazzo 2016).

O segundo fator relacionado a capacidade da colonia é o tamanho da populacéo,
devido a exigéncia de um numero suficiente de operarias, tanto para coletar o polen quanto
para a alimentacdo dos zangdes (Free e Williams 1975). Para manter esse equilibrio de
individuos dentro da colbnia, as pupas de zangdes representam menos de 20% quando
comparados ao numero das pupas de operarias (Free e Williams 1975, Rowland e McLellan
1987). O terceiro fator que influéncia a capacidade da col6nia é o nimero de alvéolos de
zangOes presentes na coldnia. Deste modo, as col6nias que ainda ndo possuem alvéolos,
irdo construi-los em maior quando comparadas as col6nias que ja tém alvéolos construidos
(Free e Williams 1975).

A presenca da rainha é o quarto fator que influencia na manutencdo da col6nia, pois se
a col6nia perde a rainha, as operarias vao permitir que os zangdes permanegam ali por mais
tempo como uma estratégia para manter a sua genética (Free e Williams 1975). O quinto
fator é a salubridade da colbnia, pois quanto maior a presenca de doenc¢as ou acaros, COmo
Varroa destructor, menor serd a qualidade do zangdo e de seu sémen (Duay et al. 2002). O
ultimo fator, tdo determinante quanto os demais, sdo 0s agrotoxicos, que afetam o
desenvolvimento normal de machos, gerando um menor valor adaptativo quando

comparados aqueles que nao foram expostos ao agrotoxico (Rangel e Fisher 2019).

1.1.2 Aparelho reprodutor dos zangdes

Os o6rgdos reprodutivos do zangdo consistem em: testiculos, vasos deferentes,
vesiculas seminais, glandulas acessérias ou de muco, e o 6rgdo copulatorio ou pénis
(Figura 1). Os testiculos se desenvolvem na pupa e cada um consiste em varios tabulos
pequenos que formam os espermatozoides e os conduzem até os vasos deferentes
(Snodgrass et al. 2015b). Os testiculos sdo maiores durante o estado de pupa e, com 0
aumento da idade, o tamanho dos testiculos diminui devido a migracdo dos
espermatozoides dos mesmos as vesiculas seminais (Mazeed e Mohanny 2010, Snodgrass
et al. 2015b, Metz e Tarpy 2019).



Os vasos deferentes sdo a continuacdo do epitélio externo dos testiculos, e servem para
conectar 0s mesmos com as vesiculas seminais, encarregadas de armazenar oS
espermatozoides depois do primeiro dia de emergéncia do zangao (Snodgrass et al. 2015b).
As glandulas do muco apresentam um tecido muscular de trés capas, e células glandulares
que permitem a secrecao do muco, o qual evita a saida dos espermatozoides da rainha apos
acasalamento (Woyke 2011). O ¢rgdo copulatorio € composto de trés partes: dutos
ejaculatorios, bulbo e o tubo do pénis que, em conjunto, encontram-se invaginados na

cavidade abdominal do zangédo (Snodgrass et al. 2015a).

Figura 1. Orgdos reprodutivos do zangdo (A: Testiculos; B: Dutos ejaculatorios; C: Pénis;
D: Glandulas acessérias ou de muco; E: Vasos deferentes; F: Vesiculas seminais; G:
Bolsas basais do pénis; H: Camara de paredes finas; I: Lobo duplo pinado; J: Bulbo do
pénis e K: Placas quitinosas (Snodgrass et al. 2015b).

A eversdo do endofalo ocorre pela pressdo que a musculatura abdominal gera ao
empurrar a hemolinfa para trds (Woyke e Ruttner 1978). No acasalamento natural, a
ejaculacdo ocorre a partir do bulbo sem everter, o que faz com que o térax e a cabeca do
zangédo fiquem paralisados e 0 abddmen continue ativo (Woyke e Ruttner 1978). Séo trés as
substancias ejetadas pelo macho: o muco de cor branca, o sémen de cor creme e uma
substancia X que sdo fragmentos da membrana epitelial, de cor transparente e que
representa 1/3 do volume total (Woyke 2010). O zangdo deixa um sinal de acasalamento,

mas a rainha pode ter mais de um e, a capacidade de tirar o sinal de acasalamento sera o



regulador da idade de inicio de postura, indiretamente, determinado pelo zangdo (Woyke
2011).

1.1.3. Sémen

O sémen é um conjunto de secrecGes das glandulas reprodutivas, composto pelos
espermatozoides e pelo plasma seminal (Setchell 2014). A proporcéo de plasma seminal e
espermatozoides é em torno de 1:1 ou 1:2, dependendo da época do ano (Novak et al.
1960). No plasma seminal e nos espermatozoides existem 15 aminodcidos livres e ligados,
sendo que a maior parte deles se encontra nos espermatozoides (Novak et al. 1960). As
maiores quantidades de aminoacidos sdo representadas pela arginina, pela lisina, pela
leucina e pelo &cido glutdmico, e as menores partes por treonina, por triptofano e por
metionina (Novak et al. 1960).

No liquido seminal e nas vesiculas seminais de Apis mellifera também se encontram
69 proteinas, das quais 36 sdo unicas das vesiculas seminais e 15 do sémen (Collins et al.
2006). Essas proteinas ajudam a manter a viabilidade dos espermatozoides e seu contetdo
difere entre testiculos, vesiculas seminais e glandulas do muco, variando também com a
idade do zangdo (King et al. 2011, Matsushima et al. 2019).

Com o aumento da idade do zangdo o sémen torna-se mais viscoso e muda de cor
creme claro para escuro, o volume diminui e a viabilidade aumenta (Locke e Peng 1993,
Czekonska et al. 2013). Zang0es entre 10-21 dias sdo considerados mais adequados para a
inseminacdo instrumental e natural, devido a melhor qualidade de seu sémen (Koeniger et
al. 2014). A temperatura ambiental é um fator determinante na qualidade do sémen do
zangao, sendo a ideal entre 30 a 35 °C, uma vez que as altas e as baixas temperaturas
diminuem a concentragcdo de espermatozoides e aumentam a mortalidade (Bienkowska et
al. 2011, Wegener et al. 2012).

Outro fator que afeta 0 sémen é a contaminagdo por bactérias, pois ele é altamente
suscetivel as bactérias, sendo as mais comuns o0s bacilos e os estafilococos (Andere et al.
2011). Outros fatores como o de armazenamento longo, o tipo de diluente utilizado para
diluir, variac6es na flora apicola, e uso de agrotoxicos afetam negativamente a viabilidade
(Locke e Peng 1993, Taylor et al. 2009, Fisher et al. 2018).



A contaminacdo do sémen pode dar-se pela epiderme humana ou pela presenca de
conteddo gastrico na eversdo manual (Locke e Peng 1993, Andere et al. 2011). Para
diminuir a contaminagéo, pode-se lavar o sémen, permitindo incrementar em um 15% a
viabilidade, mas isso ocasiona atraso no inicio da postura da rainha, possivelmente, pela
retirada de algum feroménio que o zangdo transmite (Collins 2004).

A qualidade do sémen é avaliada pela viabilidade, motilidade espermatica,
morfologia, volume e concentracdo dos espermatozoides (CBRA 2013) que séao células
que transportam o material genético (Chenoweth e Lorton 2014). A estrutura do
espermatozoide de zangdo é constituida pela cabeca com acrossoma, fina e alongada e pela
cauda filamentosa contendo as mitocondrias (Pen et al. 1993). Diferindo dos
espermatozoides de mamiferos, que contém cabeca e acrossoma, pega intermediaria com
mitocondrias, cauda principal e cauda terminal (Chenoweth e Lorton 2014).

A morfologia do espermatozoide consiste em uma cauda com duas derivacbes
mitocondriais, um axon, e corpos acessorios em forma triangular, destacando que a cauda €
afetada pelo tempo, que faz com que esta diminua de tamanho, mas nao é afetada pelo tipo
de corante usado (Lino-Neto et al. 2000, Gontarz et al. 2016). O espermatozoide esta
coberto por duas membranas: a externa, denominada plasmatica, que envolve a totalidade
do espermatozoide e a que recobre o acrossomo denominada membrana acrossomal
(Baccetti 1972).

Essas membranas sao compostas por carboidratos, proteinas e lipidios, os quais tém as
funcBes de proteger o contetudo genético e fornecer as condigdes para que ocorra a fusao
com o Ovulo (Baccetti 1972, Wolf et al. 1990). CondicGes que sdo determinadas,
principalmente, pela interagdo entre as proteinas e os fosfolipidios das membranas, os quais
geram interacGes para manter as funcdes celulares (Curry et al. 2000, Pintado et al. 2000).

A viabilidade dos espermatozoides varia entre 60-98%, e é afetada pela idade dos
zangoes, pela quantidade de alimento, temperatura ambiental e pelo tipo de coleta feita no
momento de avaliar (Locke e Peng 1993, Collins 2004, Taylor et al. 2009, Gencer e Kahya
2011, Czekonska et al. 2013, Rousseau et al. 2015, Metz e Tarpy 2019). A viabilidade esta
altamente correlacionada com a concentracdo espermatica e, em geral, ndo varia se 0s
zang0es sdo filhos de rainha ou de operéaria ou da subespécie de Apis, mas € afetada quando

as avaliacOes sdo feitas individual ou grupalmente (Collins 2004, Gencer e Kahya 2011).



O movimento realizado pelos espermatozoides é chamado de motilidade massal, ele é
determinado pelo vigor individual e pela motilidade progressiva, que é suprimida pelos
cations de Na" e K, enquanto a adicdo de arginina e lisina prolongam o periodo de
motilidade (Verma 1978, Chenoweth e Lorton 2014). A motilidade massal é influenciada
pelo tempo de avaliacdo, o qual pode ser prolongado com uso de catalase, que evita a
rapida oxidacdo do sémen porque ajuda a decompor o peréxido de hidrogénio produzido
pela desaminacgdo oxidativa dos aminoacidos (Verma 1978, Chenoweth e Lorton 2014).

Pesquisas no macho e na rainha tém sido desenvolvidas a fim de compreender o
mecanismo pelo qual os espermatozoides conseguem sobreviver por longos periodos na
espermateca da rainha. (Gessner e Gessner 1976, Verma 1978). Os cations Na*, K*, Ca®* e
Mg?* sdo mais concentrados nos espermatozoides do que no sémen, plasma seminal e na
hemolinfa dos zangdes (Verma 1978). Contudo, na rainha, o Na* e o K* sdo mais
concentrados na espermateca do que na hemolinfa e, juntos, atuam como inibidores
reversiveis da motilidade espermatica (Verma 1978). O potassio alcalino ajuda a manter 0s
espermatozoides vivos por longos periodos (Gessner e Gessner 1976).

A espermateca, além dos cations, contém uma concentracdo de proteinas de 29 kDa, 0
que favorece, possivelmente, a motilidade e o armazenamento do sémen (Klenk et al.
2004). Uma adaptacdo dos espermatozoides para se manter na espermateca € a utilizacao do

ciclo das pentoses como uma alternativa do metabolismo da glicose (Kraft et al. 1978).

1.1.4. Hormonios

O contetdo de dopamina e 0s seus trés genes receptores de Amdop 1, Amdop 2 e
Amdop 3 aumentam no cérebro de zangdes entre os dias quatro e oito apds a emergéncia
(Sasaki et al. 2012). O gene Amdop 1, a dopamina e o0 hormdnio juvenil regulam o
comportamento reprodutivo dos zang@es, uma heranca das abelhas primitivas. O horménio
juvenil aumenta de acordo com o desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos e, se for
possivel administrar esse horménio nos zangdes, a maturacdo pode ser acelerada (Sasaki et
al. 2012, Matsushima et al. 2019).

Os niveis de dopamina séo influenciados pela idade, pela colonia e pela geleia real,
podendo ser aumentados aos oito dias de vida em zangdes alimentados com tirosina (Sasaki

2016). Os receptores de dopamina sdo secretados no cérebro com niveis mais elevados do



que nos Orgaos reprodutivos, destacando-se maiores valores nas vesiculas seminais quando
comparadas aos testiculos e glandulas secretoras de muco (Sasaki 2016).

A locomocdo e voo de zangbes sdo influenciados pela idade, isso porque, em
consequéncia da elevada expressdo dos receptores Amdop 1, Amdop 2 e Amdop 3, 0s niveis
de dopamina aumentam na hemolinfa nos dias cinco a sete de vida (Akasaka et al. 2010).
Esses fatores podem contribuir para o inicio do voo de acasalamento, sendo este mantido
até os doze dias de vida pelo Amdop 3 (Sasaki et al. 2012, Mezawa et al. 2013). A
mortalidade dos zangdes aumenta exponencialmente com o voo, o qual inicia, em média,
aos onze dias de vida (Rueppell et al. 2005).

O periodo de voo de quatro espécies de Apis - A. florea, A. andrenifromes, A. cerana e
A. dorsata - é realizado em diferentes horarios ao longo do dia, 0 que permite um tipo de
isolamento reprodutivo entre as espécies (Rinderer et al. 1993). Os zanges, durante 0 voo,
carregam néctar em concentracdes elevadas de agucar a 71,6%, como alimento para 0s V00s

de acasalamento (Hayashi et al. 2016).

2. Geleia real

A base de uma coldnia de abelhas é a rainha, e ela é o resultado de uma nutricdo
diferenciada na qual a geleia real é a substancia imprescindivel como fonte de alimento
(Haydak 1970). Para que uma larva de operaria se transforme em uma rainha, a mesma
deve ser alimentada exclusivamente com geleia real em todo o periodo de desenvolvimento
larval e essa informacdo nutricional sera transportada pela via de sinalizacdo da insulina
(Lensky e Rakover 1983, Wheeler et al. 2006, Kamakura 2011, Fujita et al. 2013). A rainha
mantém uma dieta de geleia ao longo de toda sua vida, sobrevivendo por anos, enquanto as
operéarias vivem alguns dias ou meses, dependendo da época do ano (Detienne et al. 2014).

A geleia real é composta entre 60-70% de &gua e 12-15% de proteinas, além de conter
acucares (frutose, sacarose, glicose), acidos graxos (10-hidroxidecanoico e 10-hidroxi-2-
decandico), minerais, entre outros (Simuth 2001, Kausar e More 2019). A geleia real é
produzida nas glandulas mandibulares e hipofaringeanas de abelhas com uma idade entre 5-
14 dias (Lensky e Rakover 1983). As glandulas mandibulares secretam uma substancia

branca leitosa e as hipofaringeanas uma substancia transparente, as quais estdo numa



proporcédo de 1:1, e juntas se caracterizam pela cor branco-creme, com uma textura viscosa,
odor azedo e gosto doce (Haydak 1970, Lensky e Rakover 1983, Kausar e More 2019).

De maneira natural, a atividade das glandulas diminui com a idade e, na medida que a
abelha se torna mais velha, ela passa a produzir invertase, uma enzima utilizada na
producdo de mel, isso se da devido a mudanca do trabalho da operaria de nutriz para
forrageira (Huang e Otis 1989). A exposicdo da colbnia aos agrotoxicos, parasitas e
disponibilidade de alimento afetam o tamanho das glandulas hipofaringeanas e a
composicdo da geleia real (Huang e Otis 1989, Deseyin e Billen 2005, Ji et al. 2014,
Yousef et al. 2014, Ayoub et al. 2015, Wu et al. 2015, Smet et al. 2017, Dobritzsch et al.
2019). O principal fator da sintese da geleia real sdo as proteinas ribossémicas, que regulam
a atividade secretora das glandulas hipofaringeanas (Han et al. 2019).

Por outro lado, a espécie de abelha também interfere nas caracteristicas das glandulas
hipofaringeanas, devido a adaptacdo de subespécies de abelhas ao ambiente em que vivem,
0 que inclui mudancas nas exigéncias nutricionais de cada uma delas (Albert et al. 1999,
Qu et al. 2008). Essas mudangas causam uma Vvariacdo na capacidade de producdo da
geleia, relacionada ao desenvolvimento de melhores estruturas no citoesqueleto e na
morfologia dos acinos das células das glandulas hipofaringeanas (Baitala et al. 2010,
Parpinelli et al. 2014, Han et al. 2019). O que mostra a diferenca é a identificacdo da
expressdo de alelos da proteina de maior producéo de geleia real (MRJP3), 0s quais podem
variar em algumas subespécies (Ostroverkhova et al. 2018).

Dentre as proteinas produzidas pelas abelhas, e que estdo na geleia real, pode-se
destacar dois tipos: as proteinas menores e peptideos e o grupo das proteinas principais da
geleia real conhecidas como MRJPs (Major Royal Jelly Proteins), as quais estdo presentes
em maior quantidade e apresentam uma massa molecular entre 49 e 87 kDa (Fujiwara et al.
1990, Bilikova et al. 2002). Em conjunto, as abelhas utilizam essas proteinas em processos
enzimaticos, nutritivos, atividades fisiologicas e como prote¢do sanitaria da colbnia
(Simuth et al. 2004, Cruz et al. 2011).

Os peptideos sdo pequenas sequéncias de aminoacidos com alta atividade
antibacteriana, e trés deles ja foram identificados: Royalisina, Jelleinas e Apisimina
(Fujiwara et al. 1990, Bilikova et al. 2002, Fontana et al. 2004). As Jelleinas sdo divididas

em quatro peptideos, os quais apresentam algumas sequéncias hidrofobicas e possuem
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funcdo antibacteriana, com excecao da Jelleina IV e, em conjunto com a Royalisina, esses
sdo utilizados nas coldnias para a protecdo contra microrganismos (Fontana et al. 2004).
Por sua vez, dos 54 aminoécidos que compdem o Apisimina, 0s mais abundantes sdo a
serina e a valina. No total, o peso molecular é de 5540,4 Da, dentro dos quais esta presente
a albumina, a qual, possivelmente, ajuda no processo de diferenciacéo celular (Bilikova et
al. 2002).

Ademais, as MRJPs sdo um grupo de proteinas que se dividem em nove, nomeadas
MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5, MRJP6, MRJP7, MRJP8 e MRJP9 (Schmitzova
et al 1998). Variedade que se deve a quantidade de aminoacidos que varia entre 39,3 e
51,4%, com peso molecular entre 45, 06 e 420 kDa (Ramanathan et al. 2018). As MRJPs
sdo expressas, principalmente, na cabeca dos individuos da coldnia, sendo 0s zangdes e as
rainhas com menor expressao pela auséncia das glandulas que produzem a geleia real
(Buttstedt et al. 2013).

A MRJP3 é utilizada para a selecdo de colbnias visando a melhora na producéo, isso
porque ela estd com um aumento na produtividade de geleia real (Baitala et al. 2010,
Ostroverkhova et al. 2018a, Ostroverkhova et al. 2018b). Sua caracteristica de ampla
variedade de regifes repetitivas permite usa-la como marcador molecular em Apis mellifera
(Schmitzova et al, 1998; Baitala et al 2010).

A massa molecular aparente da MRJP3 é entre 60 e 70 kDa, contém 20 aminoécidos
essenciais, principalmente, Asparagina:15,9%, acido aspartico:7,5% e glutamina:7,1%
(Schmitzova et al 1998). A MRJP3 possui uma alta variabilidade de comprimento,
apresentado pelo polimorfismo de uma regido com um numero variavel de repeticdo em
tandem (VNTR), localizada na parte terminal C da regido de codificagdo da MRJP3
(Schmitzové et al 1998).

Baitala et al. (2010), trabalhando microssatélite de MRJP3 como marcador molecular
em abelhas africanizadas (A. mellifera) identificaram sete alelos: A (410 bp), B (460 bp), C
(480 bp),D (510 bp), E (530 bp), F (580 bp) e G (610 bp). Desses alelos, o C, D e E, estdo
relacionados a colénias com maior producdo de geleia real, alelos que sdo mantidos e
apresentam-se com alta frequéncia ao longo do tempo nas col6nias que produzem maior

guantidade de geleia real (Parpinelli et al 2014). No entanto, Niel et al. (2017) identificaram
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a relacdo entre a alta produtividade de geleia e 369 genes de expressdo diferenciada, que
estdo envolvidos em 46 rotas metabolicas para a sintese da geleia real.

A MRJP3 apresenta uma atividade anti alergénica, anti-inflamatoria e acelera a
resposta imune, e nas regides repetitivas de sua sequéncia genética, tem variacdo entre
subespécies de Apis (Sano et al. 2004, Qu et al. 2008, Shinkhede 2009). Em Apis dorsata,
sua sequéncia é maior do que em Apis mellifera (Shinkhede 2009). Entre abelhas chinesas
(A. cerana), europeias (A. mellifera) e africanizadas, a expressdo das proteinas varia, sendo
essas mais heterogéneas nas abelhas europeias, enquanto as africanizadas e as chinesas
apresentam menos polimorfismos (Sano et al. 2004, Qu et al. 2008). Outra diferenca é o
namero de alelos que se apresentam, no caso das A. mellifera a expressdo é cinco e as A.
cerana, de dois a trés (Qu et al. 2008, Shinkhede 2009).

Devido as caracteristicas que possui, a geleia real é um produto de grande uso na
industria farmacéutica e na cosmetologia (Ramanathan et al. 2018), o que faz com que ela
se torne um objetivo de pesquisa para o desenvolvimento de medicamentos, dado suas
caracteristicas anti patdgenos, microbianos e bactericidas, como antioxidante, modulador da
resposta imune, que pode diminuir os niveis de colesterol, e auxiliar no tratamento da
hipertensdo (Cemek et al. 2010, Kashima et al. 2014, Fan et al. 2016, Fratini et al. 2016,
Vezeteu et al. 2017).

Assim sendo, para atingir a demanda gerada a partir da descoberta das suas
propriedades, o melhoramento genético de colbnias de Apis mellifera é um passo
importante para incrementar a produtividade das colénias, visando atingir as necessidades
do mercado (Ruvolo-Takasusuki et al. 2016, Altaye et al. 2019, Cao et al. 2016). A China,
o0 atual primeiro exportador de geleia real, ¢ um exemplo disso. Com o desenvolvimento de
programas de melhoramento genético de Apis mellifera ligustica desde os anos 80, a China
conseguiu fazer com que sua producdo de geleia real passasse de 200 toneladas/ano para
mais de 3500 toneladas/ano (Chen et al. 2002, Cao et al. 2016). Isso enfatiza que o
investimento em pesquisa e desenvolvimento de tecnologias é a chave, também, para o

progresso econémico de um pais.
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Il - QUALIDADE ESPERMATICA DE ZANGOES DE Apis mellifera L.
SELECIONADOS PARA PRODUCAO DE GELEIA REAL.

Resumo

A geleia real é de ampla importancia dentro da coldnia para a alimentagdo da rainha e as
larvas e, em zangdes, ajuda na regulacdo de horménios sexuais. O objetivo deste trabalho
foi avaliar as caracteristicas reprodutivas dos zang6es de colonias que apresentam alelos D
e E, para maior producéo de geleia real, em relagéo a colonias com pelo menos um alelo F
ou G, de menor producdo. Foram criados zang@es de seis coldnias selecionadas, trés com
presenca de alelos de maior producéo de geleia real (D e E), e trés com um alelo de menor
producdo (F e G), e foi conduzida uma avaliacdo da qualidade do sémen e do peso de cada
um deles. As colbnias que apresentaram os alelos para maior produgdo de geleia real
tiveram uma maior producdo de zangbes, porém, com pesos menores em relacdo as
colbnias que apresentaram alelos de menor producdo. No entanto, ndo foi observada
interferéncia dos alelos sobre a qualidade espermatica do zangdo, em que a média das
variaveis foram: sobrevivéncia 88,38%, volume 1,2 uL, turbilhonamento em massa cinco, e
as principais anormalidades dos espermatozoides foram cauda dobrada, cabeca solta, cauda
solta e cauda bifurcada. Os alelos de maior producdo de geleia real influenciaram o peso e a
quantidade de zang@es criados nas coldnias de Apis mellifera L., mas ndo a qualidade
espermatica.

Palavras chaves: Anormalidades espermaticas, Brasil, genética, MRJP3, sémen,

turbilhonamento.

Abstract

Sperm quality of Apis mellifera L. drones selected for royal jelly production

Royal jelly is of great importance within the colony to feed the queen and as larvae, and in
drones, it helps in the regulation of sex hormones. This research was carried out to evaluate
as reproductive resources of colony drones that presented two alleles (D, E) for greater
production of royal jelly concerning colonies with less than one lesser allele (F, G). Drones

were reared from six selected colonies, three with alleles D, E of higher production of royal
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jelly and three with an allele of lower production F or G, and the semen quality and the
weight of each one was evaluated. As the colonies that exhibited alleles for greater
production of royal jelly, there was a greater production of drones, but with lower weights
about the colonies that presented alleles of lower production. However, no allele
interference was observed on the sperm quality of the drone, with an average of the
following variables: 88.38%, volume 1.2 pL, swirling mass in five and main sperm
abnormalities were bent tail, headless sperm, tailless sperm, and bifurcated tail. The alleles
of greater production of royal jelly influence the weight and number of drones reared in the
colonies of Apis mellifera L., but not in the sperm quality.

Key words: Brazil, genetics, mass motility, MRJP3, semen, sperm abnormalities.

Introducéo

A reproducdo partenogénica arrenétoca € caracteristica dos hymenoptera, os quais
agrupam as Apis mellifera L. Esse tipo de reproducdo se caracteriza por fémeas com
capacidade de gerar cria sem serem fecundadas, contudo, isso condiciona o sexo da prole em
machos haploides (Michener 2007, Gardner et al. 2012). Para a producdo de fémeas, a
reprodutora, neste caso, a rainha, precisara se acasalar para acrescentar o material genético
do macho e dar origem a um individuo diploide, e esse processo & conhecido como
haplodiploidia, e ocorre na maioria das subespécies de A. mellifera, com excecdo da Apis
mellifera capensis (Anderson 1963, Oldroyd et al. 2008).

O entendimento desse comportamento é importante em programas de melhoramento
genético, nos quais determinadas caracteristicas dos individuos sdo selecionadas dependendo
do objetivo de estudo. Na A. mellifera, muitos produtos das coldnias podem ser explorados
comercialmente e ser classificados como: de coleta e transformacédo (polen, mel e propolis),
produzidos pelas abelhas (apitoxina, cera e geleia real) e outros, como pacotes de abelhas, e
ar da colénia e polinizagdo (FAO 2015). Porém, para adquirir um alto nivel de
desenvolvimento da coldnia deve-se considerar fatores que afetam o fenotipo, por exemplo,
0 ambiente e a genética.

O ambiente € um fator de dificil controle, mas a genética representa o ponto-chave no
desenvolvimento de um programa de melhoramento (Echevarria e Miazzo 2002). Ao

selecionar uma rainha de alta qualidade, ela ira transmitir essa informacdo genética a sua
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prole, seja fémea ou macho. No entanto, 0 macho também se torna um fator decisivo dentro
do sucesso da coldnia, uma vez que transmite todo seu gendtipo para a prole. Uma rainha se
acasala com, no minimo, 10 machos, portanto, cada um deles tera caracteristicas diferentes
que permitem uma ampla variedade de individuos dentro da coldnia (Woyke 2011,
Czekonska et al. 2013).

Esses machos se localizam em areas especificas do ambiente denominadas zonas de
congregacdo nas quais a rainha virgem atrai os zangdes por meio de feromdnios sexuais
secretado pelas glandulas mandibulares (Butler 1971, Collet et al. 2009). Se a rainha é
selecionada, mas os machos do ambiente ndo, o processo seletivo vai demorar mais. 1sso
ocorre em programas de melhoramento, nos quais a inseminagdo instrumental de rainhas
ainda ndo estd bem estabelecida, visto que ela permite controlar a genética tanto da fémea
quanto do macho (Polkovnikova e Pershina 2017).

Somada a essas caracteristicas, a diversidade geografica do Brasil e a estacdo
ambiental do ano, influenciam diretamente o desenvolvimento das coldnias (Maleszka et al.
2009, Amiri et al. 2020). Portanto, pesquisas que determinem a qualidade espermatica dos
zangOes sdo de ampla importancia para identificar as caracteristicas dela em cada um dos
ambientes. Entretanto, a maioria das pesquisas que envolvem qualidade espermatica estao
relacionadas a subespécies europeias em ambientes temperados, diferentes aos presentes no
Brasil (Michener 2007, Czekonska et al. 2013).

Igualmente, fatores como suplementacdo, sanidade, agrotédxicos, idade e tamanho dos
zang0es, afetam a qualidade do sémen, além do ambiente (Cobey 2007, Rousseau et al. 2015,
Rousseau e Giovenazzo 2016). Quando sdo desenvolvidos programas de selecdo de machos,
é possivel obter melhor qualidade do sémen, comparado com col6nias sem nenhum tipo de
selecdo, permitindo controlar eficientemente caracteristicas desejaveis das colénias (Acassio
dos Reis e Comastri Filho 2003).

Com base nisso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade espermatica
de zangdes de coldnias que apresentam os alelos DE, EE, EF, e EG relacionados a producéo
de geleia real, partindo do pressuposto que colonias de maior producdo de geleia real (DE,

EE) conseguem alimentar melhor os zang@es, incrementando a qualidade do sémen.
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Materiais e métodos

Local do experimento

O experimento foi desenvolvido no setor de Apicultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi (FEI), pertencente & Universidade Estadual de Maringd — UEM, localizado no
municipio de Maringa, PR, Brasil, no periodo entre abril a outubro de 2019. As analises
moleculares foram realizadas nos laboratorios de Genética Animal, Cultura de tecidos e
Eletroforese de vegetais e no de Métodos Quantitativos Aplicados a Zootecnia.

A pesquisa baseou-se na identificagdo de dois grupos por meio de marcador
microssatélite de MRJP3, sendo eles: colénias com presenca de dois alelos para maior
producdo de geleia real (C, D e E); colénias com pelo menos um alelo de menor producéo de
geleia real (A, B, F e G), para ambas as analises, foram utilizados os dados de Baitala et al.
(2010).

Selecdo genética das colnias

Para a realizacdo das andlises foram coletadas 10 abelhas operarias pertencentes a 18
coldnias do matrizero, no setor de apicultura da FEI, proximas a emergir. Os alvéolos foram
desoperculados com a ajuda de pingas para assegurar que os individuos coletados tivessem o
material genético da rainha da coldnia, evitando, assim, a coleta de espécimes de outras
colbnias que por deriva estivessem nos favos. As abelhas coletadas foram armazenadas em
tubos falcon contendo alcool 70%, devidamente rotulados com o numero da coldnia e
armazenados em freezer a -20 °C, por 24 horas. Posteriormente, o alcool de 70% foi
substituido por alcool 100%; as amostras continuaram no freezer a -20 °C até 0 momento da
extracéo.

A extracdo do DNA total foi feita seguindo o protocolo para A. mellifera delineado por
Bardakci e Skibinski (1994), e adaptado por Baitala (2007). Para confirmar a quantidade do
DNA, foi utilizado NanoDrop Lite spectrophotometer e, posteriormente, foi realizada
eletroforese com géis de agarose 0,8% para avaliar a integridade do DNA. Os géis foram
corados com banho de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e as bandas de DNA visualizadas sob
luz ultravioleta; a imagem foi capturada pelo sistema Ultraviolet Transilluminador High
Performance - Edas 290, utilizando o programa Kodak 1 D Image Analysis 3.5.

Para a determinacgéo da presenca dos alelos da MRJP3 utilizou-se os primers de Albert et
al. (1999): forward: ATG TAA TTT TGA AGA ATG AAC TTG; reverse: TGT AGA TGA
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CTT AAT GAG AAA CAC. A amplificacdo do DNA extraido foi feita por Reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), utilizando o protocolo de Baitala 2010. Por sua vez, com os produtos da
PCR, foram realizados géis de electroforese 1,7 % agarose (50% agarose puro e 50% agarose
MetaPhor), corrida a 60V durante 5 horas e, posteriormente, corados com banho de brometo
de etidio (0,5 ug/mL) e as bandas de DNA visualizadas sob luz ultravioleta. A imagem foi
capturada pelo sistema Ultraviolet Transilluminador High Performance - Edas 290, utilizando
o0 programa Kodak 1 D Image Analysis 3.5.
Para confirmar os alelos em algumas das amostras, realizou-se gel de poliacrilamida 12
%: 14,4 g de ureia, 12,5 mL de poliacrilamida (29:1), 3 mL de TBE 10X, 30 pL de temed, 500
puL de PSA. As amostras foram previamente desnaturadas no programa AFLP1 durante 15
minutos a 94 °C e a 4 °C ao final. Antes de colocar as amostras no gel, foi feita uma pré-
corrida durante 30 minutos a 180 V em solucdo tampdo TBE 1X. Posteriormente, a corrida foi
realizada a 150 V até o front de azul de bromofenol sair do gel. A revelacdo foi feita por
nitrato de prata.
Na figura 1, podem ser observados os resultados preliminares dos genotipos das rainhas
que foram analisadas para a criacdo de zangdes. Dentre as 18 colbnias, nenhuma apresentou
unicamente alelos de baixa producdo: A, B, F e G, verificou-se, entdo, que todas tinham, pelo

menos, um alelo de alta producédo: C, D e E (Figura 1).

Numero de coldnias
(%) E wn [ N | o]

]

, 1 B H
0

CD CE DE EE EF EG
BAIXA PRODUCAO

ALTA PRODUGAO
Alelos identificados da MRJP3

Figura 1. Alelos de producdo de geleia real identificados nas colénias matrizes da FEI.
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Com base nessa analise genética foram selecionadas trés coldnias como tratamento
um: duas com alelos EF e uma com alelos EG que tinham pelo menos um alelo de baixa
producdo de geleia real (F e G), e trés col6nias com alelos D e E: duas homozigotas (EE) e
uma heterozigota (DE) como tratamento dois, que apresentaram dois alelos para maior

producdo de geleia real.

Criacéo de zangoes

Um favo de zangdo foi deixado numa gaiola constituida de madeira e de uma tela
excluidora para rainhas, e a gaiola foi colocada centralmente nas colonias selecionadas. A
rainha foi deixada engaiolada por 48 horas para fazer a postura de zangdes. Em seguida, a
gaiola foi retirada, a rainha liberada, e o favo com postura foi deixado na mesma posig&o.
Posteriormente, as colbnias receberam semanalmente 2400mL de suplemento energético
(xarope de sacarose e agua, em relacdo 1:1) e 80g de racdo proteica (feita de mel e pdlen na
proporcao de 1:1).

Para os zangdes utilizados na coleta de sémen, foi feito um acompanhamento diario
para ter uma idade conhecida com variacdo de *24 horas de data de emergéncia.
Diariamente, marcaram-se 0s zangdes que emergiram e todos eram introduzidos novamente

nas colénias, e apos um prazo entre 15 e 18 dias, sémen foi coletado para analises.

Peso dos zangdes e qualidade do sémen

Para a andlise da qualidade do sémen, os zangdes previamente marcados em cada
colénia foram coletados em uma caixa térmica de isopor para que fossem isolados da
temperatura ambiente e transportados ao laboratério. Em seguida, foram pesados em balanca
analitica de precisdo 0,001g e deixados huma armacao de tecido voil, e, com o auxilio de um
algodao, os zangbes foram alimentados com xarope de sacarose (agua: agucar em proporcao
1:1) para auxiliad-los a manter sua atividade, e em um dos extremos da armagé&o foi colocada
uma lampada para que a luz vermelha pudesse estimular o voo de limpeza. Ao todo, 30
zangbes de cada colbnia foram utilizados para as analises, dos quais foi avaliado volume

(n=6), anormalidades morfoldgicas (n:10) e sobrevivéncia (n=14) - apenas em duas coldnias
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ndo foi possivel analisar 30 zangdes devido a mortalidade e a auséncia de sémen, dessas duas
colénias foram analisados entre 12 a 15 zangdes.

Todas as analises foram avaliadas individualmente, e para coletar o sémen foi realizada
a eversao manual do endofalo do zangdo (Cobey et al. 2013). O volume de sémen foi
coletado usando uma micropipeta de 10uL, com precisao de 0,1uL, em que a ponteira foi
previamente hidratada com agua de coco, para melhorar a coleta.

Para o turbilhnonamento foram adotados os métodos do CBRA (2013), desta forma, a
sobrevivéncia espermética foi verificada com uma coloragdo eosina-nigrosina (5 e 10%
respectivamente) em laminas a 37 °C, utilizando o método descrito por Swanson e Berden
(1951), e para a andlise de anormalidades na morfologia espermatica, foi utilizado o método
de Oberlender et al. (2012), ja a coloracdo e classificacdo das mesmas deu-se segundo o
CBRA (2013).

Anélises estatisticas

Em todos os dados utilizou-se a andlise descritiva por meio de tabelas e Box-Plot para
extrair as informacdes iniciais. Em relacdo a analise diagndstica do modelo, para cada
varidvel utilizou-se o grafico normal de probabilidades com envelope simulado. Devido a
diversidade das variaveis das respostas foram utilizadas analises estatisticas diferentes para
cada uma delas, conforme veremos a seguir.

Peso e volume: quanto a suposicdo de normalidade da varidvel resposta, utilizou-se o
teste de Shapiro-Wilk, considerando o nivel de significancia a 5%. Para verificar a suposicao
de homogeneidade de variancias no volume utilizou-se o teste de Bartlett com nivel de
significancia a 5%. A fim de verificar se existem efeitos significativos do tratamento nas
varidveis respostas, utilizou-se o modelo de efeitos (1), no qual os blocos correspondem a
trés semanas nas quais o experimento foi conduzido. A analise diagnéstica do modelo foi
realizada por meio do grafico semi-normal de probabilidades com envelope simulado e QQ-
Plot.

Modelo de efeitos:

Vipg =R+ T, +B, +e;9i=1..n 1)
k=
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e y;; 0 efeito do i-ésimo tratamento, a j-ésima repeticéo e o k-ésimo bloco;
e uamedia geral;

o 1, efeito do i-ésimo tratamento (alelos DE, EE e alelos EF, EG);

e 3, efeito do k-ésimo bloco (os blocos foram semana um, dois e trés);

* &, componente do erro aleatorio.

Turbilhonamento: para avaliar a escala de motilidade dos espermatozoides considerando
o efeito da genética destes individuos, utilizou-se a regressdo multinomial, pela qual foi
ajustado o modelo logitos de categoria de referéncia. Em relacdo a andlise diagndstica do
modelo, utilizou-se o grafico dos residuos de Pearson.

Sobrevivéncia espermética: o teste Kruskal-Wallis foi utilizado com o intuito de
verificar se ha diferencas na mortalidade de espermatozoides de acordo com o tratamento,
considerando o nivel de significancia de 5%. Para a qualidade do ajuste do modelo utilizou-
se a deviance e, para verificar se o efeito do tratamento na mortalidade de espermatozoides é
significativo, utilizou-se o modelo de regressao logistico.

Anomalias morfoldgicas: com o objetivo de identificar se ha diferencas na morfologia
dos zangbes de acordo com o carater geneético, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis
considerando o nivel de significancia de 5%. As variaveis consideradas foram: CS — Cabeca
Solta, FS — Cauda Solta, FD — Cauda bifurcada e FE — Cauda Dobrada. Todos os dados
foram analisados no software R versdao 3.6.0. (Kleinbaum e Klein 2002, Paula 2004, R

development Core Team 2014, Montgomery 2017).

Resultados
Peso
Observou-se que a variabilidade do peso dos zangdes quanto a genética foi similar,
porém, a média do peso foi maior no tratamento com alelos EF e EG de baixa producgéo de
geleia real (Figura 2). Realizou-se a anéalise de variancia do modelo ajustado a um nivel de
5% de significancia, na qual os resultados obtidos determinaram uma diferenca significativa,
tanto do bloco quanto da genética (F=13,46, valor-p= 0,008 e F=4,193, valor-p= 0,016,

respectivamente).
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Figura 2. Peso em mg dos zangbes maduros, com média de 196,6 e 187,8 mg para alelos
EF e EG (baixa producéo de geleia real) e para alelos DE e EE (alta producdo de geleia
real), respectivamente, valor-p= 0,016.

Para verificacdo final, o teste de hipoOtese para normalidade de Shapiro-Wilk foi
realizado e o valor obtido foi (valor-p = 0,26), ndo rejeitando a hip6tese de normalidade.
Quanto a homogeneidade, ndo se rejeita a hipotese de homogeneidade pelo teste de Bartlett
(valor-p=0,14).

Volume do sémen

A variabilidade, quanto a quantidade de sémen produzido por zangdo, foi maior no
tratamento com alelos EF e EG (de baixa producdo de geleia real), assim como a média da
quantidade de sémen produzida (Figura 3). Com base no teste Shapiro-Wilk, a varivel
volume segue uma distribuicdo normal (valor-p= 0,68).

Realizou-se a analise de variancia do modelo ajustado a um nivel de 5% de
significancia, em que os resultados obtidos ndo foram significativos para o tratamento (F=0;
valor-p= 0,96), porém, houve efeito para o bloco (F=8; valor-p= 0,008). Para verificar, o
teste de hipdtese para normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado e o resultado foi de (valor-p
= 0,44), sendo assim, a hipétese de normalidade ndo foi rejeitada. Quanto a homogeneidade,

rejeitou-se a hipdtese de homogeneidade pelo teste de Bartlett (valor-p= 0,64).
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Figura 3. Volume de sémen produzido por zangdes, média de 1,21uL para alelos EF e EG
de baixa producédo de geleia real, e de 1,20uL para alelos DE e EE para alta producédo de
geleia real, valor-p=0,96.

Turbilhonamento ou movimento em massa

O turbilnonamento caracteriza a movimentagdo do sémen ocasionada pelo vigor
espermatico, e categorizado de um a cinco, avaliando o tamanho da onda (base e altura).
Quando menos de 10% do sémen exibe ondas altas com base estreita, caracteriza-se como
categoria um, entre 20 e 40%, categoria dois, entre 45 e 75%, categoria trés, entre 75 e 85%,
categoria quatro e a categoria cinco quando 90% do sémen apresenta essas caracteristicas.

A variavel resposta Y (grau de motilidade) é politbmica e apresenta cinco categorias,
sendo elas Motilidade massal-1, Motilidade massal-2, Motilidade massal-3, Motilidade
massal-4, Motilidade massal-5, referentes a escala de movimentagdo em massa de sémen de
zangbes. Observou-se que hd uma proporcdo superior de zangdes cujo sémen exibe uma
motilidade de ordem cinco em cada nivel genético (Figura 4). Ou seja, ha uma proporcao
significativa de sémen cuja movimentacdo em forma de ondas é predominante as de tamanho
alto e de base estreita.

No modelo ajustado ambos os efeitos foram significativos, o que indica que as
covariaveis X1 e Xz (genética e tempo em semanas) devem permanecer no modelo valor-
p=0,002; Critério de Informacdo de Akaike (AIC):82,54. Verificou-se que o0 ajuste do
modelo foi satisfatorio, uma vez que as probabilidades observadas estdo proximas das
probabilidades preditas pelo modelo, e mais, a estatistica deviance resultou em 12,92 (valor-

p= 0,11, graus de liberdade (g.l) =8), indicando a ndo rejei¢do do modelo.
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Figura 4. Grau de turbilhonamento considerando a genética dos zangdes. A cor representa
cada categoria de turbilhonamento, dada pela proporcédo exibida pelo sémen de ondas altas
com base estreita. 1:<10%; 2 entre 20 e 40%; 3: entre 45 e 75%; 4: entre 75 e 80% e 5:
>90%.

A Tabela 1 contém as estimativas dos parametros do modelo ajustado e a Tabela 2
apresenta, para os logitos, as expressoes e estimativas da chance de ocorréncia da categoria

de resposta j, j = 1,2,3,4 em relacédo a categoria r =5 para um dado vetor x = (X1, X2).

Tabela 1. Estimativas dos parametros do modelo ajustado

Logito 1 Logito 2 Logito 3 Logito 3
Mot-1/Mot-5 Mot-2/Mot-5 Mot-3/Mot-5 Mot-4/Mot-5
Parametros
Est. E.P. Est. E.P. Est. E.P. Est. E.P.

BD] intercepto -1.25 0,67 -1.91 0,86 -1.79 0,80 -1,77 0,79
B4;bloco 2 -1,59 1,25 0,23 1,09 0,65 1,02 0,90 0,98
B;bloco 3 -0,88 0,96 -1,95 0,92 0,18 1,00 0,69 0,93

P3;Genética 0,79 0,91 0,70 1,07 0,34 0,84 0,28 0,76

Est: Estimativa; E.P.: Erro padrdo
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Tabela 2. ExpressOes e estimativas da chance de ocorréncia da categoria de resposta j em
relacdo a categoriar, p_j (X)/p_r (x), j=1,2,3,4er=5

Mot-1/Mot-5 Mot-2/Mot-5 Mot-3/Mot-5 Mot-4/Mot-5
BI Tr.

pi(x)/ps(x) Est py(x)/ps(x) Est p3(x)/ps(x) Est  py(x)/ps(x) Est

1 1 efetBee 062 efmtFaz 029  eFestFe 023 eFeetB 022
1 2 eFo: 0,28 Pz 0,14 eFes 0,16 gPos 0,16
2 1 ePfortButBa (012 ePeutBuztBa (037 ePesthisthi (045 ePesthut B (55
2 2 gfertbee 005 gFoxtFi 018  ePeetBi 032  eFeatFu 041
3 1 ePortButhBu (025 oPoatButBam (00 efosthast i (028 elosthat B (44

3 2 gfoetha 011  gPfexthu 0,00 ePes¥Fz 0,19  eFea®Fzs 0,33

Bl: Bloco; Tr: Tratamento; Est.: Estimativas

A partir das estimativas mostradas na Tabela 2, existe a chance de o sémen ter grau de
motilidade massal-5 quando alocado no bloco 1 (semana um do experimento) cuja genética é
de alelos EF e EG (baixa producéo de geleia real) foi = 1/0,62 = 1,6 vezes a chance de o
sémen ter grau de motilidade massal-1. Quando considerada a genética de alelos DE e EE
(de maior producao de geleia real), a chance de o sémen ter grau de motilidade massal-5 foi
de 1/0,28 = 3,57 vezes a chance de o sémen ter grau de motilidade massal-1.

No bloco 2 (semana dois do experimento), a chance de o sémen ter grau de motilidade
massal-5, cuja genética € de alelos EF e EG (baixa producéo de geleia real) foi 1/0,12 = 8,3
vezes a chance de o sémen ter grau de motilidade massal-1. Na genética de alelos DE e EE
(maior producéo de geleia real), a chance de o sémen ter grau de motilidade massal-5 foi de
1/0,05 = 20 vezes a chance de o sémen ter grau de motilidade massal-1.

Nos espermatozoides do bloco 3 (semana trés do experimento), a chance de o sémen ter
grau de motilidade massal-5, cuja genética € de alelos EF e EG (menor producdo de geleia
real) foi 1/0,25 = 4 vezes a chance de o sémen ter grau de motilidade massal-1. Para a
genetica de alelos DE e EE (maior producéo de geleia real), a chance de o sémen ter grau de
motilidade massal-5 foi de 1/0,11 = 9 vezes a chance de o sémen ter grau de motilidade

massal-1.
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Quanto a comparacdo dos demais graus de motilidade, as estimativas contidas na Tabela
2 mostram predominancia de sémen com escala de motilidade massal-5. Nota-se que esses
resultados estdo de acordo com o apresentado na Figura 4, que evidenciam uma alta
proporcao de sémen com grau de motilidade massal-5, em particular para o bloco 2 e 3.

Sobrevivéncia espermatica

Observou-se que a variabilidade e a sobrevivéncia de espermatozoides foram maiores no
tratamento de alelos DE e EE (maior producdo de geleia real), em relacdo a média, a qual
apresenta-se de maneira similar em ambos os tratamentos - alelo EF e EG de baixa producao
de geleia real: 176,10 espermatozoides vivos equivalente a 88,05% e alelos DE e EE de
maior producdo de geleia real: 177,40 espermatozoides vivos, equivalente a 88,7% (Figura
5).
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Figura 5. Numero de espermatozoides vivos para cada tratamento, alelos EF e EG (menor
producdo de geleia real) com média de 176, 10 e alelos DE e EE (alta producdo de geleia
real) com média 177, 40, valor-p=0,79.

O teste Kruskal-Wallis evidenciou que ndo houve diferengas significativas quanto a
mortalidade de espermatozoides nem quanto a sobrevida de espermatozoides por zangdes
de acordo com os tratamentos (p-valor = 0,88, p-valor = 0,79). Observa-se que o tratamento

se apresenta néo significativo, enquanto o bloco foi significativo (Tabela 3).
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Tabela 3. Estimativas do modelo de regresséo logistica

Efeito Estimativa valor-z valor-p
Constante 2,45 10,80 <0,05
T2 -0,02 -0,12 0,90
Bloco 2 -0,52 -1,94 0,05
Bloco 3 -0,97 -3,73 <0,05

T2: Tratamento de dois alelos de maior producéo de geleia real.

Em termos de mortalidade, observa-se que a variavel de tratamento se apresenta ndo
significativa, mas que houve efeito do bloco (Tabela 4). A violagdo da pressuposic¢édo da
falta de ajuste do modelo, tem-se que a hipdtese ndo foi violada, mostrando que o modelo

foi adequado para tal situacédo (p-valor = 0,74).

Tabela 4. Estimativas do modelo de regressdo logistica quanto a mortalidade

Efeito Estimativa valor-z valor-p
Constante -2,45 -10,80 <0,05
T2 0,02 0,12 0,90

Bloco 2 0,52 1,94 <0,05
Bloco 3 0,97 3,73 <0,05

T2: Tratamento de dois alelos de maior producéo de geleia real.

Anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides

A Tabela 5 contém os resumos das medidas em geral, como das varidveis
anormalidades presentes nos espermatozoides: cabeca solta (CS), cauda solta (FS); cauda
bifurcada (FB) e cauda dobrada (FE), verificando-se que, em média, ha um namero superior
de espermatozoides com cauda dobrada (FE).

A Tabela 6 contém os valores médios das variaveis para cada tratamento, verificando-se
que a maior média registrada para CS e FS foi no tratamento de um alelo de menor producéo
de geleia real, enquanto para FD e FE foram registradas no tratamento com dois alelos de
alta producéo. O teste Kruskal-Wallis evidenciou que ndo houve diferencgas significativas
quanto as anormalidades morfologicas CS, FS, FD e FE de acordo com o carater genético

(valor-p=0,48; valor-p=0,41; valor-p=0,16 e valor-p=0,24, respectivamente).
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Tabela 5. Valores médios das variaveis em geral em estudo

Variaveis Minimo 1°Quartil  Mediana  Média  3°Quartil  Mé&ximo
CS 0,00 1,00 2,00 2,98 4,00 12,00
FS 0,00 0,00 1,00 1,65 2,00 7,00
FB 0,00 1,00 3,00 4,67 6,25 20,00
FE 0,00 3,00 5,00 5,67 8,00 14,00
CS: Cabeca solta; FS: Cauda solta; FB: Cauda bifurcada; FE: Cauda enrolada
Tabela 6. VValores médios das varidveis por tratamento
CS FB FE
Tl T2 Tl T2 Tl T2 Tl T2
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1°Quartil 0,00 1,00 1,00 0,00 0,00 2,00 2,00 4,50
Mediana 3,00 2,00 1,00 1,00 2,00 4,00 4,00 5,00
Média 3,40 2,60 1,76 1,55 4,40 4,92 5,12 6,18
3°Quartil 5,00 4,00 2,00 2,00 5,00 7,00 8,00 7,50
Maximo 12,00 8,00 7,00 6,00 20,00 20,00 12,00 14,00

CS: Cabeca solta; FS: Cauda solta; FB: Cauda bifurcada; FE: Cauda enrolada

Em relacdo a analise descritiva uni variada, observou-se que para as variaveis cauda

dobrada e cauda bifurcada em média, estas admitem uma maior quantidade de

espermatozoides com estas anormalidades no carater genético de alelos DE e EE de alta

producdo de geleia real. Ja as variaveis cabeca solta e cauda solta em média, admitem uma

maior quantidade de espermatozoides essas anormalidades no carater genético de alelos EF

e EG de baixa producdo de geleia real. Na Figura 6, pode-se observar graficamente as

anormalidades encontradas.
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Figura 6. Anormalidades dos espermatozoides de Apis mellifera L. A: Padrdo mais
comum. B: Cabeca solta; C: Cauda solta; D: Cauda bifurcada; E: Cauda com estrutura
alterada; F:Cauda em saca-rolha; G1-G2-G3: Caudas enroladas.

Discusséo
Os resultados do volume do sémen por zangdo estdo dentro do apresentado por
outros autores (0,88uL até 1,8uL), este é inversamente proporcional com a idade de
zangao, sendo de 1,02 pL aos 15 dias e 0,88 pL aos 30, quantidade que esta relacionada a
origem do zangdo (operaria ou rainha) e a suplementacdo da colénia (Czekonska et al.
2013, Gencer et al., 2014, Rousseau et al., 2015, Rousseau e Giovenazzo, 2016). Os
fatores anteriores (idade e suplementacdo) foram homogéneos nos dois grupos testados,
assim a auséncia de diferenga significativa entre os resultados confirma que a genética
selecionada para producéo de geleia real ndo influencia o volume do sémen produzido

por zangao.
A sobrevivéncia dos espermatozoides foi avaliada com eosina-nigrosina, a qual
penetra nas membranas plasmaticas dos espermatozoides mortos, deixando sem corar 0s

vivos, contudo, nem todos os vivos sdo viaveis. Para determinar a viabilidade é utilizado
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0 iodeto de propideo (Blom 1950, Harry e Madden 1993, Valczircel et al. 1994) e, em
zang0es, as avaliagOes de viabilidade ou vitalidade variam entre 60 e 98% (Taylor et al.
2009, Gencer e Kahya 2011, Czekonska et al. 2013, Rousseau et al. 2015, Metz e Tarpy
2019).

Em pesquisa desenvolvida por Pintado et al. (2000) e Brito et al. (2003) avaliando
sémen bovino, observaram uma alta correlacdo (r=0,83; P=0,009 e r-0,89; P<0,01,
respectivamente) entre a eosina/nigrosina (vivo/morto) e iodeto de propideo (viavel
/inviavel). Deve-se ponderar que as amostras com 0 uso de eosina é muito menor e nédo
requer microscopio de fluorescéncia como no iodeto de propideo (Williams e Pollak
1950).

O turbilhonamento espermatico e as anormalidades morfoldgicas dos
espermatozoides ndo foram muito relatadas anteriormente. A movimenta¢do em massa é
determinada pela quantidade de espermatozoides vivos e seu vigor, avaliada em espécies
de maior concentracdo espermatica (CBRA 2013). No presente estudo, os dados obtidos
para o tratamento de alelos DE e EE de maior producdo de geleia real ttm uma maior
chance de ter o maximo de movimento em massa do que o tratamento de alelos EF e EG
de baixa producdo de geleia real. O que representa espermatozoides com maior vigor e
movimento que vao ter uma melhor possibilidade de migrar para a espermateca.
Provavelmente, dentro do tratamento com dois alelos de producéao de geleia real haja uma
relacdo entre os alelos e o turbilhonamento.

As anormalidades que foram encontradas, evidenciaram que ndo houve diferenca
entre os tratamentos pelas mesmas condi¢Oes anteriormente relatadas (ndo houve
influéncia da genética, e a idade e suplementacdo foram homogéneas nos dois
tratamentos). Por ndo existirem critérios oficiais para analises do sémen de zangdes,
foram adaptados os critérios do manual de exame androl6égico para mamiferos e peixes
(CBRA 2013). No entanto, hd uma diferenca morfoldgica entre o espermatozoide do
zangdo e dos mamiferos, principalmente, no tamanho da cabeca, por isso, algumas
anomalias das mesmas ndo podem ser identificadas. As anormalidades mais comuns
foram cauda dobrada, cauda solta, cabega solta e cauda bifurcada, mas também foram
observados espermatozoides com cauda com estrutura alterada e cauda em espiral
(Figura 6).

Finalmente, col6nias com presenca de alelos DE e EE de maior producédo de geleia

real, criaram zangbes com um peso menor, fator que esta relacionado com a baixa
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qualidade espermatica, e que € uma desvantagem para o voo nupcial (Szentgyorgyi et al.,
2017). Contudo, neste estudo os resultados ndo apresentaram diferenca significativa na
qualidade do sémen. Faz-se importante, no entanto, para que os zangdes tenham um peso
maior, que a coldnia invista mais em coleta de alimento e trabalho das nutrizes para
suprir a demanda do mesmo (Rortais et al. 2005, Mandla e Kumar 2016).

Observou-se que coldnias com zangdes mais leves conseguem criar mais zangoes —
em média, 1010 individuos - do que as de zangBes mais pesados — em média, 840
individuos. Os valores foram tomados s6 para uma parte do total, o que poderia
favorecer programas de melhoramento genético que utilizam inseminacdo instrumental,
uma vez que seria possivel obter-se uma maior quantidade de individuos que, mesmo
sendo leves, apresentariam qualidade seminal similar a de zangdes mais pesados.

Como a oferta da geleia pode variar entre os diferentes tipos de prole (rainha,
operéarias, zangdes), embora a maior parte seja ofertada para a rainha (Haydak, 1970,
Matsuka et al., 1973), nos resultados obtidos neste estudo, em cada um dos tratamentos as
colénias possuiam o alelo E de maior producdo de geleia real e, como a expressao deles
nas abelhas nutrizes e a producdo de geleia real das colénias ndo foram avaliadas, ndo é
possivel saber a quantidade de alimento fornecida as larvas de zangdo. Fator esse que
poderia explicar o motivo de ndo terem sido encontradas diferencas significativas na
qualidade espermatica, uma vez que as larvas de ambos os tratamentos podem ter sido
alimentadas com quantidades similares de geleia real.

Como o desenvolvimento espermatico acontece durante a fase de pré-pupa (Cruz-
Landim et al., 1980), o mesmo ¢é influenciado pela quantidade de alimento oferecido e
pela temperatura do ambiente (Boes, 2010, Bienkowska et al., 2011, Wegener et al.,
2012), dando suporte na influéncia dos blocos no tratamento, os quais foram o tempo, a
variacdo de temperatura entre uma semana e outra, fatores esses que podem explicar sua
influéncia nos resultados (dados ndo coletados). Por outro lado, o experimento foi
desenvolvido no final do inverno e inicio da primavera, época que ofereceu uma boa
disponibilidade de alimento, apresentado nos favos de pélen dentro das colonias e, assim,
houve recurso suficiente para o desenvolvimento dos zangdes dentro da coldnia em
condicdes semelhantes nos dois tratamentos.

O gendtipo (com alelos EF e EG de baixa producéo de geleia real e alelos DE e EE
de maior producéo de geleia real) ndo influenciou significativamente na qualidade do

sémen dos zangdes de abelhas africanizadas. No entanto, esta relacionado ao peso dos
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zang0es, isso porgue as colbnias com selecdo para geleia real investem em criar uma
maior quantidade de zangbes com um peso menor. A maior producédo de zangfes pode
ser uma vantagem, porque os zangdes leves utilizam menos energia e, no meio-ambiente,
existiriam em um maior namero disponivel para acasalar. Assim, em programas de
melhoramento genético, usando inseminacéo instrumental, a maior disponibilidade de
zangdes com alelos desejaveis poderia ser usada para inseminar mais rainhas para selecéo

de coldnias visando aumentar a producéo de geleia real.
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Figura 1. Géis de eletroforese para identificar alelos da MRJP3 presentes em col6nias matrizes
de Apis mellifera L.

Figura 2. Espermatozoides mortos corados com eosina-nigrosina.
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Figura 3. Espermatozoides vivos sem corar com eosina-nigrosina.

Figura 5. Turbilhonamento do sémen de zangdo (A: Categoria 5; B: Categoria 4; C: Categoria 3
e D:Categoria 1.
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Protocolo de extracdo de DNA de Apis mellifera L.
Coleta do material biolégico
Coletar abelhas préximas a emergir utilizando pincas para desocpercular os alvéolos
onde as abelhas estardo alocadas. Armazena-las em tubos falcon devidamente rotulados
com o numero da colbnia contendo alcool 70%, armazenar no freezer a -20 °C
imediatamente ap0s a coleta e deixar durante 24 horas. Posteriormente, trocar o alcool de
70% para 100%, deixando as amostras no freezer a -20 °C até 0 momento da extrag&o.

Extracdo e quantificacdo do DNA gendmico

Retirar as amostras do freezer e, com ajuda de tesoura de iris, preparar o material a
usar (o torax da abelha sem estruturas anexas como asas e pernas), posteriormente, tirar o
excesso de alcool com agua destilada e macerar em Eppendorf contendo 300 uL do
tampdo de lise (200 mM de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de EDTA pH 8,0, 250 mM de NaCl
e 0,5 % de SDS) e 8 uL de proteinase K (40 ug/uL).

As amostras se mantém no banho Maria em torno de 59 °C durante uma hora,
sendo misturadas gentilmente a cada 10 minutos. Passado o tempo, centrifugar as
amostras por 15 minutos a 12000 RPM e 24 °C. Coletar o sobrenadante em novo tubo
de Eppendorf devidamente marcado e realizar a purificacdo do DNA através de dos
ciclos de lavagens com cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1) 300 plL/amostra,
centrifugando cada ciclo a 12000 RPM durante 15 minutos a 24 °C, utilizando s6 o
sobrenadante em cada um deles. Posteriormente, precipitar os acidos nucléicos
utilizando acetato de sodio (3M) e etanol absoluto gelado na proporcéo de 0,25:2,5 em
relagcdo ao volume recuperado, deixando a —20 °C da noite para o dia.

Para a separacdo do DNA precipitado, centrifugar a solucdo a 12000 RMP por 15
minutos a 4 °C, utilizar uma solucdo tampédo TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0)
para ressuspender o DNA e posteriormente tratar com 3 puL. de RNAse (10 pg/mL. Para
quantificar o DNA realizar uma estimacdo atraves da comparagdo de concentracdes
conhecidas e graduadas de DNA-padrio (phago A), feito no NanoDrop Lite
spectrophotometer). Para determinar a integridade DNA as amostras se avaliaram em
gel de agarose 0,8% com tampédo TAE 1X (Tris, Acido acético, EDTA, pH 8,0).

Os géis foram corados com banho de brometo de etidio (0,5 ug/mL) e as bandas de
DNA visualizadas sob luz ultravioleta; a imagem foi capturada pelo sistema Ultraviolet
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Transilluminador High Performance - Edas 290, utilizando o programa Kodak 1 D

Image Analysis 3.5.

Amplificacdes de PCR

As reacbes de PCR se realizam usando o primer especifico sintetizado para
amplificar as regides repetitivas do loci mrjp3 (forward: ATG TAA TTT TGA AGA
ATG AAC TTG,; reverse: TGT AGA TGA CTT AAT GAG AAA CAC) (Albert et al.,
1999b). Para cada amostra preparar 20 uL de tampao Tris-KCI 1X (Tris-HCI 20 mM pH
8,4 ¢ KCl 50 mM), 0,5 uM do primer, 0,1 mM de cada ANTP (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), uma unidade de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) como volume de reagdo. No
PCR, adotar as concentragbes de MgCI2 (1,7 mmMol/L) e de DNA (10 ng/uL)
determinadas em relacdo ao primer para a amplificacdo dos loci mrjps de abelhas Apis
mellifera africanizadas.

As condigdes de amplificacdo para o primer MRJP3 foram feitas seguindo o método
descrito por Albert e Schmitz (2002), utilizando um termociclador Techne TC-512,
iniciou-se com uma desnaturacéo inicial a 94 °C por dois minutos, seguido de 30 ciclos
de 30s na mesma temperatura, logo 30s a 54 °C e 60s a 72 °C. A reacdo foi completada
com uma extensdo final de 10 minutos a 72 °C. O produto do processo anterior se
separou em gel de agarose 2%, preparado com tampdo TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5
mM é&cido borico e 1 mM EDTA). O gel foi feito com 50% de agarose comum e 50% de
agarose MS-8 (BioAmerica-Inc). A separacdo foi realizada a 60 Volts por 5 horas,
posteriormente, foi corado com banho de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e as bandas de
DNA amplificadas foram visualizadas sob luz ultravioleta. A imagem foi capturada pelo
sistema Ultraviolet Transilluminador High Performance - Edas 290, utilizando o
programa Kodak 1 D Image Analysis 3.5. Para estimar o tamanho dos alelos amplificados
foi utilizado o marcador de peso molecular de 100 pares de base (Invitrogen).

Para determinar a presenca dos alelos da MRJP3 nas coldnias, as amostras se
avaliaram em gel de agarose 1,7% feito com 50% de agarose comum e 50% de
MetaPhor agarose. A separacdo foi feita a 60V com tampdo TBE 1X (Tris, Acido
Bérico, EDTA 0,5mM pH 8,0).

Os geis foram corados com banho de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e as bandas dos
alelos de MRJP3 presentes no DNA visualizadas sob luz ultravioleta, foi também

utilizado ladder de 100 bp para determinar o tamanho dos alelos amplificados; a imagem
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foi capturada pelo sistema Ultraviolet Transilluminador High Performance - Edas 290,

utilizando o programa Kodak 1 D Image Analysis 3.5.
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2. Institutional Review Board (IRB) compliance. Use of human subjects in research
must be approved by IRB committees adhering to US Department of Health and
Human Services guidelines. Each organization may have different interpretations of
guidelines required for human subject activities which may range from surveys,
house entry for arthropod collection, use of humans to feed arthropods, use of
humans as bait for sampling host-seeking insects, test subjects for candidate
repellents, etc.:

3. Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) compliance. Use of animals
in research must adhere to protocols meeting minimal ethical requirements for
collection, maintenance, and experimental procedures. Research done within the
USA or funded by USA agencies must adhere to requirements described by the US
National Institutes of Health, and these protocols should be appropriately
referenced.

4. Sampling wildlife. Most countries and states/provinces/districts require permits to
collect vertebrate animals and some insects for research purposes. This is especially
true for migratory species, such as birds, where international agreements are in
place; for example, see permitting requirements for collecting and banding birds in

North America.
An example of state permits required for taking or trapping and release of wildlife
within California can be found aton this page.

Additional permits may be required for sampling on wildlife refuges or nature
conservatory properties. Reference to these permits should be required to ensure
sampling was done in compliance with regional oversight, especially for
endangered or threatened species.

5. Transport and release of organisms. With the increasing use of genetically modified
arthropods for population or pathogen control, medical entomologists must adhere
to correct oversight governing production and release. The US Department of
Agriculture has strict requirements for the transport and/or release of organisms as
well as experimental use permitting for applications of experimental compounds for
arthropod control.
The Biotechnology Quality Management System (BQMS) Program within the
USDA helps organizations, including small businesses and academic researchers,
analyze the critical control points within their management systems to better
maintain compliance with the APHIS regulations (7 CFR part 340) for the import,
interstate movement, and field release of regulated genetically engineered (GE)
organisms.

:Aultman, K. S., E. D. Walker, F. Gifford, D. W. Severson, C. B. Beard, and T. W. Scott.
2000. Managing risks of arthropod vector research. Science 288: 2321-2322.
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If an author or coauthor has entered into an agreement with any entity outside that authors’
home institution, including the home institution of another coauthor, giving that entity veto
power over publication of the study or over presentation, analysis, discussion, or
interpretation of any results of the study, whether or not such veto power was exercised, this
information must be disclosed in a statement immediately following the Acknowledgments.
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experiment, and a discussion of the significance of the results. There is no word limit for
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There is no word limit for review articles.

Forum

Forum articles are authored by acknowledged leaders in the field, review a research area,
and include a stimulating, thought-provoking discussion that focuses on important, and
sometimes controversial, issues. They should provide an innovative approach to current
thought and speculate about future research directions.

Short Communications

Short communications should be similar to a research article, but with briefer Materials and
Methods and Discussion. Total length should be 2,000 words or less.

Letter to the Editor

JEE will consider submissions in the form of a letter to the editor in which the authors
express their viewpoint on scientific issues. Appropriate content can include comments or
criticisms in reference to a published paper, whether or not in an ESA journal, or comments
and opinions unrelated to a specific published paper. A letter will be limited to 2,000 words,
10 references, and one table or figure.
The Editor-in-Chief (EIC) will judge whether a submitted letter merits consideration for
potential publication based on relevance, inherent interest, and coherence of the submission,
but with a view to allowing a range of opinions to be expressed. If the EIC considers the
submission to be suitable in principle, he/she will send it to at least one anonymous
reviewer for comments and will edit it for style and appropriate language before returning it
to the corresponding author for revisions. More information on letters to the editor can be
found on our Journal Policies page.
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The title page should include:
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Corresponding author: Include full name, mailing address, telephone number, and
email address.

Title: Should be as short as possible. Only include common names that are listed in
the ESA Common Names of Insects & Related Organisms. Do not include authors
of scientific names. Insert “([Order]: [Family])” immediately after the name of the
organism.

Author list: Include all authors in the order the names should be published.

Affiliation line: Include full addresses of all authors. If there are multiple
affiliations, designate through numbered footnotes.

Abstract
250 words or less.
Give scientific name and authority at first mention of each organism.
Do not cite references, figures, tables, probability levels, or results.
Refer to results only in the general sense.
A second abstract in a second language is permitted.

Keywords
Below the abstract, provide three to five keywords, separated by commas.

Do not use abbreviations, combined keywords, or species names.

Sample title page.

Body

Introduction

Clearly state the basis of your study along with background information and a statement of
purpose.

Materials and Methods

Include a clear and concise description of the study design, experiment, materials, and
method of statistical analysis.

Results

Clearly present the results. Do not include interpretation of results or interpretation of
statistical analysis—simply present the results of the experiment and the results of the
statistical analysis. Data listed in tables should not be listed in the results; instead, refer to
the table.

Discussion
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Interpret and discuss results of the study and their implications. Include suggestions for
direction of future studies, if appropriate.

Acknowledgments

Place the acknowledgments after the text. Organize acknowledgments in paragraph form in
the following order: persons, groups, granting institutions, grant numbers, and serial
publication number.

Following the Acknowledgments, you may include a statement of author contribution
outlining the specific contributions of each author to the article. A statement of author
contribution is welcomed but not required.
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o References should be in alphabetical order. If multiple references from the same
author are cited, those references should be in chronological order.

e Abbreviate journal titles according to the most recent issue of BIOSIS Serial
Sources.

e For non-English titled journals that are cited in the references, the title of the journal
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o Systematics-related articles may specify that all serial titles be spelled out for final
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Harred, J. F., A. R. Knight, and J. S. Mclintyre, inventors; Dow Chemical Company,
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Martin, P. D., J. Kuhlman, and S. Moore. 2001. Yield effects of European corn borer
(Lepidoptera: Pyralidae) feeding, pp. 345-356. In Proceedings, 19th lIllinois Cooperative
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Rossignol, P. A. 2001. Parasite modification of mosquito probing behavior, pp. 25-28. In T.
W. Scott and J. Grumstrup-Scott (eds.), Proceedings, Symposium: the Role of Vector-Host
Interactions in Disease Transmission. National Conference of the Entomological Society of
America,10 December 1985, Hollywood, FL. Miscellaneous Publication 68. Entomological
Society of America, Lanham, MD.

Theses/Dissertations

James, H. 2001. Thesis or dissertation title. M.S. thesis or Ph.D. dissertation, University of
Pennsylvania, Philadelphia.

Software
SAS Institute. 2001. PROC user's manual, version 6th ed. SAS Institute, Cary, NC.
Online Citations

Reisen, W. 2001. Title. Complete URL (protocol://host.name/path/file.name) and/or DOI
(Digital Object Identifier)

Tables

e Tables should be editable tables in a Word document.

o If a table continues on more than one page, repeat column headings on subsequent
page(s).

o All columns must have headings.

e Leave no space between lowercase letters and their preceding values (e.g., 731.2ab).
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e Do not footnote the title—use the unlettered first footnote to include general
information necessary to understand the title (e.g., define terms, abbreviations, and
statistical tests).

o Use approved abbreviations or abbreviations already defined in the text and define
others in the general footnote.

e Use the following abbreviations in the body or column headings of tables only: amt
(amount), avg (average), concn (concentration), diam (diameter), exp (experiment),
ht (height), max (maximum), min (minimum), no. (number), prepn (preparation),
temp (temperature), vs (versus), vol (volume), wt (weight) Jan (January), Feb
(February), Mar (March), April, May, June, July, Aug (August), Sept (September),
Oct (October), Nov (November), and Dec (December).

Sample table

Figures

e Figures should be at least 300 dpi, or 1200 dpi for line graphs.

e The quality in which figures are submitted is the quality in which they will print—
please ensure figures are high quality.

o The following file types of figures are accepted: tif (preferred), eps (preferred), rtf,

ppt/pptx, pdf, ps, psd, ai, gif, png. Figures should be in their native format for best

quality.

Figures should be prepared in CMYK color.

Maximum height: 240 mm.

Maximum width (one-column figure): 82 mm.

Maximum width (two-column figure): 171 mm.

All authors are required to pay additional charges for color figures. Authors may

elect to publish in grayscale in print and in color online for no charge.

e For more information on preparing figures, see OUP’s Author Resource Centre

on figures.

Authors are encouraged to submit a graphical abstract as part of the article, in addition to
the text abstract. The graphical abstract should clearly summarize the focus and findings of
the article, and will be published as part of the article online and in PDF. The graphical
abstract should be submitted for peer review as a separate file, selecting the appropriate file-
type designation in the journal’s online submission system. The file should be clearly
named, e.g. graphical_abstract.tiff. See this page for guidance on appropriate file format
and resolution for graphics. Please ensure graphical abstracts are in landscape format.

Note that graphical abstracts will be subject to any print reproduction charges that the
journal levies for colour figures.

Supplementary Material

Supplementary Material may be submitted in the form of one or more files to accompany
the online version of an article. Such material often consists of large tables, data sets, or
videos that are not possible or convenient to present in print media. Supplementary Material
represents substantive information to be posted on the ESA journal website that enhances
and enriches the information presented in the main body of a paper; however, the paper
must stand on its own without the need for the reader to access the supplementary


http://entsoc.org/PDF/Pubs/Publish/Style/Sample_table.pdf
https://academic.oup.com/journals/pages/authors/preparing_your_manuscript
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information to understand and judge the merits of the paper. All Supplementary Material
must be provided at the time of manuscript submission and will be distributed to reviewers
as part of the normal peer-review process. It will not be edited during production and will

be

published as submitted.

Supplementary Material should be:

Referenced in the body of the main paper (e.g., Supp. Table S1), where a link will
take the online reader to the file.

Be labeled with an appropriate title and caption.

Citations for any literature referenced within a Supplementary Material file should
be listed in a References Cited section at the end of the file, even when a citation is
duplicated in the main body of the paper.

Videos should be kept to a reasonable size to facilitate downloading by readers.

Species Authority, Order, Family, and Common
Names

Authors should provide the authority, order, and family for all organisms that are
central to the paper (including plants, bacteria, and other non-arthropod organisms)
at the first mention of the organism. It is the author’s responsibility to provide
accurate authority, order, and family information. Organisms mentioned in passing
or whose importance to the paper is limited do not need to have full authority, order,
and family listed, nor do mentions of common names of groups (e.g., mosquitoes,
beetles, ticks, etc.).

If a species name is included in the title of a paper, either the ESA-approved
common name or the Latin name, the order and family should also be provided. If
the order and family of an organism is provided in the title of the paper, it does not
need to be provided again in the abstract and main text.

If an organism is not listed in the title but is central to the paper, the order and
family should be provided at first mention of the organism in both the abstract and
the main text.

The taxonomic authority of an organism that is central to the paper should be given
the first time the organism is mentioned in both the abstract and the main text, but
not in the title. For tables that include lists of species, authority should be given for
each species if it is the first time it is being mentioned in the paper.

If multiple organisms in the same genus are central to the paper, order and family
only need to be provided for the first species mentioned in the genus. If multiple
organisms are central to the paper, are in different genera, but are in the same order
and family, order and family should be provided at first mention of each organism.

If two organisms that share the same order and family are mentioned in the title or
listed in the text of the paper together, the order and family should be placed after
the first species listed and does not need to be repeated after the second species.

A genus can be abbreviated after the first mention (except to start a sentence, in
which case the genus should be spelled out). If two species belong to different
genera but the genera start with the same letter, the first two letters can be used for
abbreviations.

Only ESA approved common names should be used. Common names are lower
case, except for proper nouns and their derivations.
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Statistics

All data reported (except for descriptive biology) must be subjected to statistical analysis.
Results of statistical tests may be presented in the text, in tables, and in figures. Statistical
methods should be described in Materials and Methods with appropriate references.
Descriptions should include information such as sample sizes and number of replications.
Only t-tests, Chi square, and analyses of variance require no citation. Cite the computer
program user's manual in the References Cited.

Probit/logit

When presenting results of probit/logit analysis, the following columns should be included
in tables in the following order (left to right); n, slope + SE, LD (or LC) (95% CL), and chi-
square. When a ratio of one LD versus another is given, it should be given with its 95% CI.
Statistical tests to show what model best fits data intended to estimate the 99.9986% level
of effectiveness should be presented to justify use of any model, including the probit model.
Thus, we do not recommend use of the Probit 9 without tests to show that the probit model
fits the data.

Analysis of Variance or t-test

When presenting the results of analysis of variance or a t-test, specify F (or t) values,
degrees of freedom, and P values. This information should be placed in parentheses in the
text. Example: (F = 9.26; df = 4, 26; P < 0.001). If readability of the text is affected by the
presence of repeated parenthetical statistical statements, place them in a table instead.

Regression

In regressions, specify the model, define all variables, and provide estimates of variances
for parameters and the residual mean-square error. Italicize variables in equations and text.

Variance and sample size

Include an estimate of the variance (or standard error) and sample size for each mean
regardless of the method chosen for unplanned multiple comparisons. The use of Duncan's
Multiple Range Test (DMRT) is not acceptable as a mean separation test as it was designed
to be a very liberal test intended to find even minor differences in resistance between plant
lines used for breeding.

Model Analysis, Guidelines, Equations, and Computer
Code

Model Analysis

At the beginning of the manuscript, authors should state clearly the goals of their model
construction and analysis. Evaluation by reviewers depends upon these goals and the type
of model. Authors should attempt to describe the main conclusions, limitations, and
sensitivity of results to assumptions. For stochastic models, describe the variability in the
results.
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Modeling Guidelines

e The following guidelines pertain to any mathematical model calculated for purposes
other than statistical analysis.

e Authors must adequately describe both model structure and model analysis.

e Authors must explain and justify original equations and computer programs or
justify the selection of a published software package used in the computation of
models.

e Model structure and steps in the analysis must be described in the Materials and
Methods section.

o Without presenting extensive computer code, the text must permit an understanding
of the model that would allow most mathematically inclined scientists to duplicate
the work.

o Present all equations that represent the biology of the system being modeled.

e Unless their derivation is self-evident, show how the equations were derived and
mention the underlying assumptions.

o Express how the equations are solved over time and space.
e Provide references for standard techniques (e.g., matrix manipulation, integration).

o Define all variables and parameters in each equation and describe their units (e.g.,
time, space, and mass).

e In the Materials and Methods or Results section, present the range of parameter
values included in the model, and describe the uncertainty in or range of validity of
these values.

Equations

Consult Mathematics into Type for correct formatting of equations and mathematical
variables. Italicize all mathematical variables.

Validation or Testing of Model Results

Data used for validation must be independent of data used to build or calibrate the model.
Authors must state why the model did not require testing (e.g., theoretical study), why it
cannot be tested (e.g., lack of data), or how it was tested.

Structure of Computer Code

For models solved or simulated by computers, mention the programming language and
computer used. Describe the important numerical methods used in calculating the model
(e.g., integration and random number generation). Mention how the program's logic and
algorithms were tested and verified. When published software is computed, provide a
reference and state which procedures were used. Discuss in any section of the manuscript
the limitations of the published software. Original computer programs should be made
available at the request of reviewers and readers.

Gene Sequencing
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e Inclusion of a GenBank/EMBL accession number for primary nucleotide and amino
acid sequence data is required.

e Sequences from new species and new genes must indicate the proportion of the
gene sequenced and should include data from both strands.

e The accession number may be included in the original manuscript or the sequence
may be provided for review and an accession number provided when the manuscript
is revised.

Datasets Deposited in Third-Party Repositories

The Journal of Economic Entomology encourages authors to submit complete datasets
behind the paper to a third-party repository.Datasets deposited in third-party repositories
should be cited in the references of a paper. Dataset citations can be inserted into a paper at
any point until the proofs have been returned.
ESA journals are integrated with Dryad, an online data repository. Upon submission,
authors will be sent a link to easily deposit the full dataset(s) behind their research in Dryad.
Datasets deposited in Dryad are given unique DOIs, linked to the corresponding paper, and
are available to be reviewed by subject editors of the journal upon request. Depositing data
in Dryad is optional.
If you would like your paper to link to the dataset, data should be deposited prior to
acceptance. Authors are required to pay Dryad for depositing data, but this fee is only
charged if a paper is accepted. ESA members are eligible to request one of a limited number
of waivers of the deposit fee. Please contact the ESA editorial office (pubs@entsoc.org) to
request a waiver.

Language Editing

Many manuscripts are withdrawn without review because the English language is not good
enough to be sent to reviewers. For authors whose primary language is not English, we
suggest having the paper edited by an English-speaking colleague or professional editing
service prior to submission. For a professional editing service, ESA journals have a
partnership with the Charlesworth Group, whereby ESA authorsreceive a 10% discount on
editing services. The discount is automatically applied if authors follow the hyperlink
above.

Immutable Advance Access

JEE publishes articles online ahead of inclusion in an issue via OUP’s Advance Access.
In order to comply with the requirements of the International Commission on Zoological
Nomenclature (ICZN) with regard to nomenclatural works, ALL articles published by
ESA’s journals, regardless of whether they include nomenclatural information, will be
immutable; this means that no changes will be allowed to any article without the publication
of an erratum clearly stating the changes that have been made. Therefore, it is the
responsibility of the authors to carefully check their proofs for accuracy, and to notify the
publisher of any changes that are necessary prior to Advance Access publication.
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