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“Se as abelhas desaparecerem da face da Terra, a humanidade terd apenas mais
quatro anos de existéncia. Sem abelhas nio ha po[inizagio, nio ha Veprodu(;ﬁo
da ﬂora, sem ﬂova nio hd animais, sem animais, ndo haverd raca humana”

(Albert Einstein).
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CONSIDERACOES INICIAIS

1. As abelhas Apis mellifera

As abelhas Apis mellifera (Classe: Insecta; Ordem: Hymenoptera; Familia: Apidae),
s80 insetos eussociais e estdo presentes em todos os continentes do globo terrestre, com
excecdo da Antartida; sdo insetos de grande importancia, seja por fatores econémicos
(producéo), ou por seus servicos ambientais (polinizacdo). As abelhas Apis mellifera
vivem em col6nias muito bem organizadas onde os individuos se dividem em castas,
possuindo fungbes bem definidas que sdo executadas visando sempre a sobrevivéncia e
manutenc¢do do enxame. Numa coldnia, em condi¢es normais, existe uma rainha, cerca
de 5.000 a 100.000 operarias e de 0 a 400 zangdes (GUPTA, 2014).

S&o insetos que fornecem beneficios para os seres humanos, como o mel e
outros produtos apicolas, polinizacdo de culturas alimentares e servigos ecoldgicos. A
apicultura é praticada em todo o mundo e pode fornecer uma valiosa fonte de renda para
as pessoas em regides em desenvolvimento com relativamente pouco investimento
(FAO, 2016). Segundo Bacaxixi et al. (2011) as abelhas possuem grande importancia na
polinizacdo cruzada, aumentando a variabilidade genética das espécies e aumentando a
producdo de frutos e sementes, que sdo responsaveis por fecundar 73% dos vegetais da
nossa flora.

A riqueza e variedade de abelhas sdo notaveis, chegando a 20.000 espécies em
todo o mundo. Destas, aproximadamente 2.500 espécies sao encontradas no Brasil, onde
estdo distribuidas em cinco familias, sendo que dentro de cada uma muitos géneros e
espécies sao representados com caracteristicas proprias e papéis na natureza de crucial
importancia (SILVA et al., 2014).

Um desses papeis € a manutencdo da variabilidade genética dos vegetais por
meio da reproducdo sexuada. Este processo chamado de servico ecossistémico de
polinizacdo vem sendo muito valorizado atualmente, principalmente os prestados pelas
abelhas no que diz respeito a plantas silvestres e cultivadas (CASTRO et al., 2006).

Exemplo deste servico é evidenciado pelo agronegécio, que atualmente é
responsavel por 21,3% de todo rendimento gerado pela economia brasileira, em que a
contribuicdo econdmica dos polinizadores nas principais culturas comercializadas, tanto
para exportacdo, como para 0 mercado interno é substancialmente elevada (CEPEA,

2014). De acordo com Giannini (2015), de 141 culturas avaliadas no pais, 85 delas
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dependem de polinizadores. Além disso, o valor atribuido a esse servi¢o ecossistémico,
prestado de forma gratuita é de U$$ 12 bilhdes ao ano.

As paisagens se tornam cada vez mais caracterizadas pela agricultura intensiva
de monoculturas, portanto a polinizacao das abelhas é influenciada de maneira negativa,
bem como suas necessidades nutricionais (NAUG, 2009). As abelhas de todos os tipos
desempenham um papel importante na producdo agricola, na silvicultura. Atualmente,
no entanto, os servi¢os de polinizacdo estdo mostrando tendéncias declinantes em todo o
mundo, principalmente pelo usado indiscriminado de inseticidas, queimadas,
desmatamento, e grandes areas de monoculturas, o que tem efeitos diretos no

rendimento produtivo e na nutricdo das abelhas (FAQO, 2016).

1.1. Histdrico de abelhas Apis mellifera

As abelhas evoluiram de um grupo de vespas semelhantes as atuais (familia
Sphecidae), existiam insetos que coletavam o néctar das flores (fonte de energia), e
cacavam pequenos animais como pequenas moscas e aranhas (fonte proteica); com o
passar do tempo e selecdo natural, algumas dessas vespas abandonaram totalmente o
habito predatdrio e substituiram a proteina animal pela proteina vegetal, passando a se
alimentar de polen (DANFORTH, 2007; GUPTA, 2014).

Existem registros de pinturas rupestres em cavernas no continente Africano e
Europeu no periodo paleolitico, aproximadamente 6.000 anos A.C.; essas pinturas
representavam a extracdo do mel realizada pelo homem em enxames selvagens
instalados em frestas rochosas, sendo que essa extragdo era bastante primitiva, 0 que
prejudicava a longevidade dos enxames (CRANE, 1999). A criacdo e 0 manejo de
abelhas pelo ser humano, no entanto, culminou em diferentes subespécies por meio de
diferentes acasalamentos naturais (hibridacdo), especialmente em regiGes como o
continente Americano, onde a Apis mellifera ndo era endémica (PARKER et al., 2010).

No Brasil, as abelhas chegaram no século XIX, foi no ano de 1839 que Padre
Antonio Carneiro conseguiu autorizacdo do rei Dom Pedro Il e trouxe para o Rio de
Janeiro as primeiras abelhas europeias da subespécie Apis mellifera mellifera (abelhas
pretas), com o objetivo de produzir mel para a alimentacéo da familia real e a fabricacdo
de velas de cera, dando inicio as atividades apicolas no pais (GONCALVES, 2001). Em
1879, imigrantes alemées trouxeram para o Rio Grande do Sul as colmeias de abelhas

Apis mellifera ligustica. Outras subespécies também foram trazidas por imigrantes
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europeus, disseminando-se, assim, as abelhas Apis mellifera L. por todo territdrio
brasileiro (WIESE, 2005).

Porem, foi com a introducdo da abelha Apis mellifera scutellata (abelha
africana), em 1956, pelo engenheiro agronomo e professor Warwick Estevam Kerr, com
objetivo de melhorar a producdo nacional de mel, a apicultura nacional obteve
significativo avanco tecnologico e produtivo, devido ao fato de serem mais produtivas,
defensivas e resistentes as doencas; assim, atualmente no Brasil existe o a poli-hibrida
denominada “abelha africanizada”, oriunda do cruzamento entre abelhas de sub-
éspecies européias e africana (GONCALVES, 2001).

A apicultura brasileira tem demonstrado um crescente desenvolvimento, tendo a
seu favor a vasta extensdo do territorio brasileira, possuir floradas diversas e clima

propicio que possibilitam elevada producéo ao longo do ano (COUTO; COUTO, 2002).

1.2. Exigéncias nutricionais de abelhas Apis mellifera

Durante periodos de escassez de alimento (entressafra), as abelhas enxameiam a
procura de alimento (néctar e polen, fonte de energia e proteina, respectivamente). Ao
longo da vida, possuem exigéncias especificas de nutrientes para que possam
desenvolver todo o seu potencial produtivo. As abelhas coletam e estocam alimento na
forma de mel e “bee bread” (polen estocado nos favos), com o intuito de reservar
alimento suficiente para atender suas exigéncias nutricionais e das crias. Em épocas de
escassez de néctar e pdlen, muitos apicultores perdem parte de seus enxames, em razao
da diminuicdo da populacdo, devido a falta de alimento (MARCHINI et al., 2006). A
producao e a reprodugao das abelhas Apis mellifera L. sdo influenciadas principalmente
pela disponibilidade de alimento e pelo clima da regido.

As abelhas Apis mellifera L. sdo insetos sociais que possuem necessidades
especificas de nutrientes para que possam desenvolver todo o seu potencial produtivo e
reprodutivo, visando sempre a sobrevivéncia e manutencdo do enxame
(LAMONTAGNE-DROLET et al., 2019; AHMED et al., 2020). Portanto, durante os
periodos de escassez, os apicultores devem fornecer suplementacdo artificial, para
assegurar a manutencdo da coldnia, para que esteja saudavel, e com seus estoques de
alimento completos no inicio da florada, para que dessa forma, estejam aptas a produgao

(WOLFF, 2007; HENDRIKSMA, 2016; WRIGHT, 2018).
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Os teores de proteinas, aminoacidos e minerais no pdlen sdo extremamente
importantes para nutri¢do das colonias, pois durante os primeiros cinco ou seis dias de
vida adulta, as abelhas operarias consomem grandes quantidades de polen para obter um
nivel adequado de proteinas e aminoacidos necessarios para completar o seu
crescimento e desenvolvimento (OMAR et al., 2017; LAMONTAGNE-DROLET et al.,
2019).

Da mesma forma, se as abelhas operarias jovens de Apis mellifera L. ndo
consumirem quantidades ideais de proteinas, a producdo de geleia real pode ficar
prejudicada (STANDIFER, 1980). A geleia real é um produto composto a partir de uma
mistura da secre¢do das glandulas hipofaringeanas e mandibulares (que compdem o
sistema glandular cefalico), localizadas na cabeca das abelhas operarias de Apis
mellifera L. (COELHO et al., 2008). Embora a alimentagdo de abelhas seja focada em
alimentos energéticos e proteicos, outros nutrientes como vitaminas e minerais sao

essenciais para o desenvolvimento das col6nias (HAYDAK, 1970).

Os nutrientes requeridos pelas abelhas Apis. mellifera L. sdo os mesmos
requeridos por outras espécies animais: carboidratos, proteinas, vitaminas, lipideos,
minerais e agua. As abelhas sdo dependentes de recursos naturais para a sua
sobrevivéncia, visto que todos os nutrientes requeridos a sua dieta provém apenas do
néctar, polen e agua. O néctar ¢ a fonte de carboidratos e o polen ¢ a fonte de proteinas,
minerais, lipideos e vitaminas; e a agua participa do transporte e dissolucdo de

substancias, servindo de meio para varias reagdes quimicas (COUTO; COUTO, 2002).

Trabalhos de nosso grupo de pesquisa na area de nutricdo mostram que o teor de
proteina recomendado para abelhas Apis mellifera € de 22,2% e que minerais como
zinco e ferro podem modular a qualidade da geleia real e o o desenvolvimento das
glandula mandibulares (BARROS et al., 2021; CAMILLI et al., 2021; LONGUINI et
al., 2021).

1.3. Zinco (Zn)

O metal de transicdo zinco é um elemento quimico com simbolo Zn, nGmero

atdbmico 30, massa atbmica 65,4 e localizado no grupo 12 da tabela periddica e foi
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reconhecido pela primeira vez como essencial para sistemas biolégicos em 1869. O
zinco € um nutriente essencial para 0 metabolismo animal, pois participa de importantes
fungdes no organismo (KLASING, 1998). Este mineral pode ser considerado o mais
importante mineral metabolicamente ativo e sua deficiéncia prejudica a maioria das
rotas metabolicas, uma vez que tem participacdo em diversos processos enzimaticos
(KLASING, 1998).

O zinco ¢ essencial para o funcionamento celular, atuando como cofator enzimatico,
participando do metabolismo, regulacdo da expressdo génica, manutencdo estrutural de
biomembranas, imunidade e protecdo contra radicais livres, sintese de proteinas, entre
outras (FAA et al., 2008).

Os minerais essenciais podem ser classificados em macroelementos (calcio,
fosforo, potassio, sodio, cloro, magnésio, enxofre) quando o organismo necessita de
valores superiores a 100 miligramas diarios e microelementos (ferro, cobre, zinco,
cobalto, manganés, iodo, fltor, selénio, cromio, silicio) quando o organismo necessita
de valores inferiores a 100 miligramas diarios, sendo eles fundamentais para as funcdes
fisiologicas do corpo (HENDLER, 1994).

O zinco é um elemento pertencente aos metais de transicdo, possui cor cinza
prateada, sendo encontrado na natureza na forma de sulfeto associado ao chumbo,
cobre, ferro e prata (BRASIL, 2001). No organismo, o zinco é um dos principais
protetores do sistema imunoldgico, participa de diversas atividades enzimaticas e
colabora para a producdo dos acidos desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA)
com a formacdo dos chamados dedos de zinco, que permite a aderéncia entre as

proteinas e os &cidos para a boa regulagdo e expressdo genética (HENDLER, 1994).

O zinco apresenta importancia fundamental como componentes estruturais e
funcionais dos seres vivos, estando presentes nas metaloproteinas e exercendo papel
catalisador nos sistemas enzimaticos, entretanto, a fonte na qual o mineral é oferecido
pode interferir em sua biodisponibilidade; minerais ligados a moléculas organicas,
denominados quelatados, apresentam vantagens sobre a forma inorganica, com melhor
absorcdo e reducdo de competicdo por sitios de ligagdo com 0s outros minerais
(HARAGUCHI, 2004).

A adequada nutricdo resulta em um desenvolvimento de col6nias de abelhas
saudaveis (BRODSCHNEIDER e CRAILSHEIM, 2010). Trabalhos de nosso grupo de

pesquisa mostram que as suplementacdes com fonte inorganica de zinco e ferro (sulfato
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de zinco e ferro) podem modular o desenvolvimento da glandula mandibular e a
qualidade da geleia real (BARROS et al., 2021; LONGUINI et al., 2021). Entretanto, o
estudo de glandulas mandibulares com suplementacdo e comparativo entre fonte

organica e inorganica de zinco para abelhas sdo escassos.

1.4. Glandula mandibular de abelhas Apis mellifera

As glandulas mandibulares sdo estruturas pares, saculares e constituidas por um
reservatorio rodeado por células secretoras, formando um pseudoepitélio e suas
secrecOes sdo canalizadas até a base da mandibula por um ducto, o qual apresente forma
bifida, estdo localizadas na cabeca das abelhas, em intima relagdo com as mandibulas
(CRUZ-LANDIM, 2004; LANDIM, 2009).

As células secretoras das glandulas mandibulares produzem enzimas que
metabolizam os nutrientes liberados pela digestdo do polen, além de secretar parte dos
componentes da geleia real, substancia de base proteica, responsavel pela diferenciacdo
de castas e também utilizada na alimentacdo de larvas jovens e rainhas (FENG et al.,
2009; LI et al., 2010). Essas glandulas sdo estimuladas pela presenca de feromonios
liberados pelas crias e para seu desenvolvimento completo dependem de um aporte
protéico derivado do consumo do pélen (DESEYN; BILLEN, 2005). As glandulas
mandibulares sdo menores em operéarias e zangdes, quando comparadas as glandulas da
rainha (SALLES; CRUZ-LANDIM, 2004; LANDIM, 2009).

O tamanho da glandula das abelhas operarias esta relacionado com sua atividade e
nutricdo, sendo que individuos recém-emergidos possuem glandulas pouco
desenvolvidas. Em abelhas na fase nutriz, correspondente as abelhas com seis dias de
idade, apresentam a glandula mais desenvolvida (estima-se que esta idade seja 0 pico de
seu desenvolvimento e producdo de geleia real), diferentemente das abelhas com 0, 3, 9,
12,15, 18, 21, 24, 27, 30 e 33 dias de vida (DESEYN; BILLEN, 2005).

As larvas escolhidas pelas abelhas operarias para a criacdo de novas rainhas sao
alimentadas com secrecOes produzidas inteiramente pela glandula mandibular nos trés
primeiros dias de vida, seguido de dois dias de alimentacdo de secregdes produzidas
pelas glandulas mandibulares e hipofaringeanas (proporcdo 1:1). Diferentemente, as
larvas de abelhas operarias sao alimentadas com secrecdes provenientes das glandulas

mandibulares e hipofaringeanas (proporcdo 4:1 e 3:1, respectivamente) (JUNG-
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HOFFMANN, 1966) e passam a receber uma mistura de ambas as secrecdes com pélen
e mel a partir do terceiro dia (HAYDAK, 1970).

A secrecdo da glandula é langada através de um ducto diretamente para a base das
mandibulas das abelhas. As glandulas mandibulares das abelhas nutrizes sdo
responsaveis pela producdo de uma secrecdo rica em 4acido 10-hidroxidecenoico
(10HDA) que é utilizado na alimentacdo de larvas no inicio do desenvolvimento. A
capacidade de producdo de secrecdo nessa glandula pode ser avaliada pelo tamanho do
reservatorio e das células secretoras que a compde (LANDIM, 2009). As glandulas
mandibulares e hipofaringeanas secretam geleia real, de coloragcdo esbranquicada,
tornando-se mais clara e menos abundante apos a fase de nutriz (MICHENER, 1974).

A alimentacéo larval exerce papel fundamental na diferenciacdo de castas, uma vez
que promove a mudanca no perfil hormonal e a manutengdo da integridade do ovario
nas rainhas. Essa grande diferenca no desenvolvimento ¢é atribuida a sua dieta exclusiva
e rica em geleia real, produzida pelas abelhas operarias nutrizes com idade entre 4 e 12
dias, a partir das secrecdes proteicas das glandulas mandibulares e hipofaringeanas
localizadas na regido da cabega (CRUZ-LANDIM; ABDALLA, 2009; PINTO et al.,
2012). Dentre as diversas fases de vida das abelhas operarias, as nutrizes apresentam
maior capacidade de digerir o pdlen, devido a alta producdo de enzimas proteoliticas
que ocorrem durante essa fase, isto faz com que sejam responsaveis pela producdo da
geleia real (CRAILSHEIM, 1992).

Deseyn e Billen (2005) verificaram que a quantidade de geleia real secretada esta
diretamente relacionada ao tamanho das glandulas, mostrando que glandulas bem
desenvolvidas produzem mais geleia real.

Vale ressaltar que avaliacBes das glandulas mandibulares e hipofaringeanas em
abelhas Apis mellifera mantidas em colénias sdo mais precisas quando comparadas as
realizadas em laboratorio, devido as interagdes que ocorrem no enxame e promovem
completo desenvolvimento dessas glandulas em abelhas nutrizes (LASS;
CRAILSHEIM, 1996). O estudo da suplementacdo do micromineral Zinco na nutricdo
das abelhas Apis mellifera e seu reflexo no desenvolvimento da glandula mandibular
sdo de extrema importancia, pois o desenvolvimento do enxame esta diretamente ligado
ao fator nutricional, o nivel de consumo e a fonte (orgénica e inorganica) do mineral Zn
pode influenciar no desenvolvimento das glandulas mandibulares, afetando a nutri¢do e

o desenvolvimento do enxame.
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Diante deste contexto, o estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo de diferentes concentracbes de zinco organico e inorganico sobre o
desenvolvimento das glandulas mandibulares de abelhas Apis mellifera L., por meio de
analises morfolégicas.

O presente estudo resultou no capitulo II, artigo intitulado “Effect of organic
and inorganic zinc supplementation on the development of mandibular glands in
Apis mellifera”, o qual foi aceito na revista “Bulletin of Insectology”, conforme suas

regras de publicacgéo.
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Abstract

We Investigated the effects of organic and inorganic zinc (Zn) supplementation on the
morphology of mandibular glands in Apis mellifera. We randomly assigned 28 beehives
to seven treatment groups (four beehives in each group) as follows: control (without Zn)
and Zn organic or inorganic supplementation (25, 50, and 75 ppm organic or inorganic
Zn, respectively). The inorganic source was Zn sulfate monohydrate (37% of zinc) and
the organic source was Zn-methionine (16% of zinc), which were diluted in sugar syrup
1:1 (50% water and 50% sugar) and provided to the honeybees for 36 days. The
morphology of the mandibular glands collected from 6-day-old nurse honeybees from
each group was analyzed after sectioning and visualizing the sections under a

microscope. The results were compared using analysis of variance followed by Tukey’s
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test. The area of the mandibular glands increased in the groups containing the organic
Zn source and was higher in the 75 ppm treatment; however, the inorganic 75 ppm
treatment showed the worst glands development. Therefore, organic Zn
supplementation in the feeding of honeybees, in the concentrations used in this study,

positively modulated development of the mandibular glands.

Keywords: beekeeping; mandibular glands; mineral supplementation; morphology;

nutrition.

1. INTRODUCTION

Honeybees (Apis mellifera), similar to all living organisms, require nutrients in a
quantity and quality that is adequate for their developmental require and routine
activities. Their nutritional needs are exclusively obtained via the floral resources in the
form of nectar (amino acids and phytochemicals) and pollen (which provides proteins,
vitamins, lipids, and minerals) (Imdorf et al. 1998; Gupta 2014; Omar et al. 2017).

Larval feeding plays a fundamental role in caste differentiation by promoting
changes in the hormone profile and maintaining the integrity of ovaries in the queens,
this, developmental difference is attributed to their exclusive diet that is rich in royal
jelly produced by nurse worker honeybees, aged 4 to 12 days, from the secretions of the
mandibular glands located in the head region (Cruz-Landim and Abdalla 2009; Feng et
al. 2009; Kamakura 2011). Deseyn and Billen (2005) found that the amount of royal
jelly secreted was directly related to the size of the glands and demonstrated that well-
developed glands produced more royal jelly. Thus, the mandibular glands secretes a

protein-based liquid substance from pollen digestion, which is used to feed both larvae
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and queen, and are therefore extremely important in the nutrition of the colony members
(Li et al. 2010).

During the off-season period, there is a natural reduction in the availability of
food near the apiary, requiring intervention by a beekeeper via the provision of
supplementary feed (Butler 1946; Penick and Crofton, 2016; Esanu et al. 2018).

Although the foods of A. mellifera mainly consists of protein and energy-rich
foods, other nutrients such as vitamins and minerals are important for colony
development (Brodschneider and Crailsheim 2010). Under natural conditions, the
mineral requirements of A. mellifera are exclusively supplied by floral resources (e.g.,
pollen and nectar) at concentrations that may vary depending on the region and plant
variety in the vicinity of the apiary (Zhang et al. 2015).

Herbert and Shimanuki (1978) suggested a diet with 1000 ppm of potassium,
500 ppm of calcium, 300 ppm of magnesium, and 50 ppm each of sodium, manganese,
copper, iron, and zinc (Zn). Among the essential elements required to the complete
development of honeybees, Zn is extremely important. The mineral Zn contributes to
normal cellular functioning, acting as an enzymatic cofactor and participating in
metabolism, the regulation of gene expression, the structural maintenance of
biomembranes, immunity, and protection against free radicals and protein synthesis
(Faa et al. 2008).

Zn is one of the main protectors of the immune system, participating in several
enzymatic activities and collaborating to the production of deoxyribonucleic acids and
ribonucleic acids with the formation of so-called Zn fingers that allowing the adhesion
between proteins and acids for good regulation and gene expression (Zhang et al. 2015;

Maret 2017).
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Zn sulfate is an inorganic source and Zn-methionine is an organic source that are
both used in animal research on nutrition (Legg and Sears 1960; Maage et al. 2001; Yu
et al. 2005). The source in which the mineral is offered (i.e., organic or inorganic) might
interfere with its bioavailability (Haraguchi 2014; Maret 2017). However, for Apis
mellifera honeybees, no studies have evaluated the best source of Zn to date.

Little is known about the requirement of Zn and its influence on the physiology
of honeybees (Brodschneider and Crailsheim 2010). It is, therefore, important to study

this mineral that could affect the development of mandibular glands in nurse honeybees.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Treatments

A total of 28 beehives of A. mellifera, standardized for the number of food
frames. These were segregated into the following seven treatment groups, with four
experimental replicates per group: ZnO (control treatment): sugar syrup without Zn
supplementation; Znl25: sugar syrup supplemented with 25 ppm inorganic Zn, Znl50:
sugar syrup supplemented with inorganic 50 ppm Zn, Znl75: sugar syrup supplemented
with 75 ppm inorganic Zn, ZnO25: sugar syrup supplemented with 25 ppm organic Zn,
Zn050: sugar syrup supplemented with 50 ppm organic Zn, and ZnO75: sugar syrup
supplemented with 75 ppm organic Zn.

The inorganic source was Zn sulfate monohydrate (containing 37% Zn) and the
organic source was Zn-methionine (containing 16% Zn). These were diluted in sugar
syrup 1:1 ratio (50% water and 50% crystal sugar), vortexed and administered using a
Boardman feeder in all treatments (500 mL per week for 30 days). The feed was
consumed within 24 h by the experimental colonies, thereby ensuring the stability of the

Zn (Ingraham 1963; Labadi et al. 1993).
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Herbert and Shimanuki (1978) suggested the inclusion of 50 ppm Zn in the diet
of honeybees; therefore, we tested the effects of the inclusion of Zn at concentrations
above and below the recommended value. In this study, we supplemented the feed of
honeybees in the colonies with inorganic and organic Zn to verify its effects on the
glandular physiology of nurse honeybees. Zn levels were determined using an atomic
absorption spectrometry (FAAS) and were 23.57, 49.44, and 75.09 ppm in the ZnI25,
Znl50, and Znl75 groups, respectively. In the Zn0O25, ZnO50, and ZnO75 groups, these

concentrations were 23.16, 48.80, and 74.44 ppm, respectively.

2.2. Collection and storage of bees

The supply of sugar syrup containing the different Zn sources and concentrations
was provided weekly for 36 days and the honeybee collections for morphological
analyses were performed at age 36 days (6 days of adult life) ensuring the receipt of Zn
supplementation during the larval and adult phase until the nursing phase.

Two combs by each colony (eight per treatment) were removed from each
treatment and were individually wrapped in tissue. The frames were placed 24 hours in
an incubator at approximately 34 °C and 60% relative humidity until the emergence of
adult workers. On hatching, fifty workers were marked with non-toxic dye and
introduced in their mother colony. At 6 days of age, the nurse honeybees were harvested
with entomological forceps and immediately stored in a plastic tube with holes to allow
air circulation. Ten 6-day-old worker honeybees per treatment were collected (two to
three honeybees per colony), totaling 70 honeybees in the present study. These
honeybees were euthanized (decapitated with a scalpel after being anesthetized with
CO,) and their heads were fixed in 4% formaldehyde (dissolved in 0.1 M phosphate

buffer, pH 7.3) for 24 h to increase exoskeleton permeability. Subsequently, the heads
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were washed in running water for 24 h and then placed in 70% ethyl alcohol until

processing for histological analysis (Zaluski et al., 2017).

2.3.  Histological analysis

Histological analyses were performed, according to an adaptation of the method
described by Smodis-Skerland (2010). The samples were processed in a graded series
of ethanol (70%, 80%, 90%, and 95%) and cuts were made on the anterior and
posterior portions of the heads (eliminating an approximately 1-mm thick layer of
chitin); thereafter, the heads were embedded in methacrylate resin (HistoResin®, Leica,
Heidelberg, Germany) and included in plastic molds with the assembly resin to form
blocks for slide production. The blocks were glued in wood and were then sliced into
3-pum sections using an automatic rotary microtome (Leica RM2155, Germany).

Serial slices were produced from each block and were immediately mounted on
glass slides. A total of 12 slices were cut per blade and an average of 13 slides were
made from each block. The slides containing the sections were stained with
hematoxylin-eosin, oven-dried, and coverslips were placed over the sections.

Entellan® was used for mounting.

2.4. Morphometry of mandibular glands

The sections were photographed using a digital camera (Leica DC300FX)
coupled to a microscope (Leica DMLB80) and the images were analyzed using image
analysis software (Leica Q-win version 3 for Windows). The mean area of the
reservatory in the mandibular glands was determined for honeybees in each of the
experimental groups.

For determining the area of the mandibular glands reservatory, 10 honeybees
(five blocks) were analyzed per treatment and 200 images of the mandibular glands

were analyzed for each treatment (20 images per bee, 40 images per block).
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The results were compared using analysis of variance, followed by Tukey’s test to
verify the differences among means, the data were normal and homoschedastic. The

differences were considered statistically significant at P < 0.05 (Zar 1996).

3. RESULTS

The ZnO75 group showed higher area glands development compared with the other
treatments. Znl75 showed the smallest development of the mandibular glands of all
treatments. Average mandibular glands area for every experimental condition is

reported in Table I and Figure 1.

Table I. Area of the mandibular gland (um?). Values represent the means followed by
their standard deviations. Zn0 (without zinc addition); Znl25 (supplemented with 25
ppm zinc inorganic); Znl50 (supplemented with 50 ppm zinc inorganic); Znl75
(supplemented with 75 ppm zinc inorganic); Zn0O25 (supplemented with 25 ppm zinc
organic); ZnO50 (supplemented with 50 ppm zinc organic); ZnO75 (supplemented with

75 ppm zinc organic).

Average area (um*x10”) of mandibular gland in Apis mellifera

Zn0 Znl25 Znl50 Znl75 Zn025 Zn050 Zn0O75

4,7+1,4cd 5,6+2,1c 3,9+¥1,1de 3,7#1,0e 7,3x20b 7,6+2,1b 8,8+24a

Values followed by different lowercase letters indicate a significant difference in the

mean area between treatments (P> 0.05).
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Figure 1. Representative photomicrographs of the area of the mandibular gland of Apis
mellifera bees. Zn0: control; ZnlI25: 25 ppm of inorganic zinc; Znl50: 50 ppm of
inorganic zinc; Znl75: 75 ppm of inorganic zinc; Zn0O25: 25 ppm of organic zinc;

Zn050: 50 ppm of organic zinc; ZnO75: 75 ppm of organic zinc. Scale bars 200 pm.

4. DISCUSSION

The purpose of the present study was to evaluate the effect of organic and
inorganic Zn supplementation in the honeybee diet on the development of the
mandibular glands, under field conditions, with the honeybees having access to
foraging activities.

The mandibular glands are important for colony development in honeybees and
their size is an indication of their activity, reflecting the amount of protein secreted.
Thus, the mandibular glands has been used as an indicator of development and activity

under different conditions of management and nutrition (Smodis-Skerl and Gregorc
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2010). Several factors may affect the development of the mandibular glands, such as
the caste and physiological age of bees, contact with pesticides, juvenile hormone
concentration that is increased in queen bees, and swarm nutrition (Pankiw et al. 1998;
Salles and Cruz-Landim, 2004; Zaluski et al. 2017).

Observed that organic Zn treatments (i.e., Zn0O25, ZnO50, and ZnQO75)
positively altered the development of the mandibular glands in the different treatments
studied. Zn is fundamentally important as a structural and functional component of
living beings and is present in metalloproteins and plays a catalytic role in enzymatic
systems (Haraguchi 2014; Maret 2017). Zn is the mineral that is present in the largest
number of cells and plays a fundamental role in the function of more than 300 classes
of enzymes. Of all the minerals that bind to proteins, Zn is the most abundant (Shi and
Chance 2011).

Supplementation with organic Zn can modulate the nutritional and
physiological status of worker bees. The amount of royal jelly secretion is directly
related to the size of the mandibular glands, showing that well-developed glands
produce more royal jelly, a hypothesis that would directly influence colony nutrition
and development (Deseyn and Billen 2005; Peters et al. 2010).

The honeybees in the control and inorganic Zn groups did not positively
modulate the glands, showing less development of the mandibular glands compared to
the organic Zn groups. According to a study by Longuini et al. (2021) demonstrate that
vital proteins and metabolic processes are impaired in nursing honeybees exposed to
the mineral zinc in its inorganic form in all doses used affecting nutrition and
maintenance of colonies, at the study aimed to evaluate the quality of royal jelly
produced by honeybees Apis mellifera supplemented with different concentrations of

inorganic zinc (zinc sulfate monohydrate - 0, 25, 50, and 75 ppm).
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These results can be explained based on the hypothesis that the source (organic
or inorganic) in which the mineral is offered may interfere with its bioavailability;
minerals linked to organic molecules, called chelates, feature advantages over the
inorganic form, with better absorption and less competition for binding sites with other
minerals, suggesting that the supplementation of organic Zn positively modulated the
nutrition of the swarms (Haraguchi 2014; Maret 2017). We concluded from the present
study that the supplementation of organic Zn in the diet of A. mellifera positively
modulated the development of the mandibular glands, contributing to better nutrition

and maintenance of the colonies.
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Implicacdes

Ha uma grande escassez de informacfes sobre 0s minerais na nutricdo de
abelhas Apis mellifera, pouco se sabe sobre os niveis adequados de suplementacao,
efeitos e fontes minerais que podem ser oferecidas as col6nias. Minerais como 0 zinco
sdo fundamentais como componentes estruturais e funcionais, constituem as
metaloproteinas e atuam como cofator enzimatico, participando do metabolismo,
regulacdo da expressdo génica, manutencao estrutural de biomembranas, imunidade e
protecdo contra radicais livres, sintese de proteinas, entre outras.

Espera-se que esse trabalho possa contribuir com informacGes para a area de
suplementacdo mineral de abelhas, permitindo contribuir com a mensuracdo da real
exigéncia nutricional do Zn para a dieta durante o periodo de entressafra. Novas
pesquisas devem ser realizadas com objetivo de determinar niveis nutricionalmente
seguros de minerais na dieta das abelhas, e sugerem-se novas pesquisas com maiores

propor¢des do mineral Zn na dieta.



