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CAPITULO I



CONSIDERAQ@ES INICIAIS
1. Abelhas Apis mellifera
1.1 Caracteristicas gerais

As abelhas Apis mellifera, 1758 sdo insetos representantes da ordem
Hymenoptera, da familia Apidae (WINSTON, 2003; GUPTA 2014), eussociais,
representando uma sociedade complexa com uma comunicacdo extremamente
sofisticada.

As colbnias de abelhas A. mellifera possuem milhares de individuos com
dimorfismo sexual, funges bem definidas e se dividem em trés castas: rainha,
zangdes e operérias (figura 1). A rainha é a Unica fémea fértil da coldnia, vive em
média trés anos em enxames livres de uma estrutura, é responsavel pela postura
de ovos e produz diversos feroménios que garantem a harmonia da coldnia
(SEELEY, 1995). A copula ocorre apenas uma vez em sua vida, onde ela copula
em média com 12 zangbes em Voo e preenche sua espermateca com
espermatozoides para a postura de ovos fertilizados até o final de sua vida
(ESTOUP et al., 1994).

Operaria Rainha Zangdo

Figura 1. Castas encontradas em uma colonia de A. mellifera. Adaptado de

https://www.britannica.com/animal/drone-bee.

O nudmero de zangbes na colmeia varia de dependendo de fatores
climaticos e recursos disponiveis, podendo chegar a 400 individuos e vivem até

80 dias. Os zangdes nascem de Ovulos néo fertilizados e ndo apresentam outra



funcdo a ndo ser de fecundagdo da rainha. Apo6s a copula perdem seu 6érgdo
reprodutor e morrem por perda de hemolinfa (PAGE e PENG 2001).

A casta mais numerosa em uma coldnia é de abelhas operarias; vivem
cerca de seis semanas e sdo responsaveis pela maior parte das tarefas realizadas
na colénia, de acordo com sua idade fisioldgica (polietismo etario). Nos primeiros
trés dias de vida as abelhas operarias realizam a limpeza interna da colmeia. Do
4° a0 12° sdo denominadas nutrizes, produzem geleia real e alimentam as larvas e
rainha, do 13° ao 18° dia produzem cera, do 19° ao 20° protegem a colmeia de
invasores e a partir do 21° dia as abelhas operarias vdo ao campo coletar recursos
como pdlen, néctar, resina e agua (SEELEY, 1995; AMDAM; PAGE, 2010).

1.2 Histdrico da apicultura no mundo

As abelhas A. mellifera surgiram ha aproximadamente 100 milhdes de
anos, no periodo Cretaceo, em que as plantas angiospermas e algumas espécies de
vespas passavam por um processo de co-evolugdo e, por pressdes ambientais,
foram selecionados os individuos que se alimentavam exclusivamente de néctar e
polen, dando origem as primeiras espécies de abelhas (DANFORTH, 2007;
GUPTA, 2014).

Os seres humanos comecaram a se relacionar com as abelhas a
aproximadamente 15.000 anos a.C., no periodo paleolitico. Pinturas rupestres
ilustram a rusticidade da préatica da extracdo de mel. Apos muitos anos da extracao
de mel predatdria o ser humano comecou a criar abelhas em colmeias fabricadas
com palha, argila e madeira, agrupando-as de maneira a facilitar o manejo,
surgindo os primeiros apiarios. Os registros dessas criagdes datam de 1450 a.C.
na regiao do Egito Antigo (CRANE, 1999).

Com o passar dos anos, a apicultura se desenvolveu de maneira racional,
buscando o bem-estar animal, produtividade e longevidade da colénia. O marco
da apicultura racional foi em 1851, quando o norte-americano Lorenzo Lorain
Langstroth que padronizou a colmeia de madeira com dimensdes apropriadas e
quadros moveis, surgindo o “espaco abelha”, uma lacuna com medidas de 4,7 a

9,6 mm entre os quadros, facilitando a locomogéo das abelhas e organizando a



construcdo de favos, o que se tornou o padrdo da apicultura universal (CRANE,
1999).

A apicultura racional permite 0 manejo racional com a colmeia de abelhas
A. mellifera, permitindo a exploracdo de recursos como o pélen, mel, propolis,
apitoxina e geleia real sem que abale a estrutura e harmonia do enxame (CUNHA,
2013).

1.3 Historico da apicultura no Brasil

No Brasil, a apicultura se iniciou em 1839 quando o imperador Dom Pedro
Il autorizou o Padre Antonio Carneiro a trazer de Portugal as colonias de abelhas
europeias A. mellifera mellifera. O objetivo inicial era fornecer mel para a corte
real e produzir cera para a fabricacdo de velas. Outras subespécies foram
introduzidas no Brasil durante o final do século XIX: as A. mellifera ligustica, A.
mellifera carnica e A. mellifera caucasica, disseminando a espécie por todo o
territorio nacional (WIESE, 2005).

Devido ao clima tropical as abelhas europeias apresentaram uma
produtividade relativamente baixa e somente na década de 1950 comecaram a
buscar estratégias para o aumento da produtividade dos enxames brasileiros e se
atentaram para as abelhas africanas, descritas como grandes produtoras de mel e
resistentes ao clima tropical. Seis anos depois, 0 geneticista Prof. Dr. Warwick
Estevam Kerr visitou a Africa do Sul para adquirir as abelhas africanas A.
mellifera scutellata e introduzi-las no Brasil (GONCALVES, 2006). Porém as
abelhas africanas apresentavam comportamento defensivo elevado, o que néo era
interessante para a produgdo comercial brasileira e o novo objetivo foi de cruzar
as abelhas africanas com as europeias a fim de criar um hibrido com alta producéo,
alta rusticidade e baixa defensividade (STORT e GONCASLVES, 1994).

No ano de 1957, os zang0es africanos escaparam e se acasalaram de forma
natural com as rainhas de abelhas europeias dando origem ao hibrido A. mellifera
africanizada. O hibrido possuia facilidade de enxameacédo e capacidade de voar
longas distancias, chegando a América Central em 1986 e aos Estados Unidos da
América em 1994 (MELLO, et al. 2003; MITCHELL, 2006).



1.4 Importancia global

A produgdo mundial de mel gira em torno de 1,67 milhGes de toneladas
segundo FAO (2017), sendo a producéo brasileira em média 35,36 mil toneladas
(ANUALPEC, 2015). Além da producao de mel a apicultura também possibilita
a exploracdo de propolis, pdlen, cera, apitoxina e geleia real, que apresentam
importancia farmaceéutica, nutricional e gera empregos para milhares de cidad&os
(CUNHA, 2013).

Na producdo agricola, as abelhas A. mellifera sdo indispensaveis devido a
sua alta dependéncia de polinizadores, (KLEIN et al,. 2007), aumentando em 80%
a producdo de sementes em espécies como a macd e o meldo (WITTER e
BLOCHTEIN, 2003) e melhorando qualidade do fruto (KLATT et al., 2014).
Mundialmente, em torno de 1500 culturas sdo dependentes de insetos para a
polinizacdo (KLEIN et al., 2007), sendo as abelhas A. mellifera destaque pela sua
eficiéncia, ampla distribuicdo, possibilidade de manejo e transporte de colmeias
(HANLEY et al., 2015). O valor da polinizagdo realizada pelas abelhas para a
agricultura mundial é estimado em 200 bilhdes de dolares por ano (LEBUHN et
al., 2013).

Além disso, as abelhas contribuem diretamente para a manutencdo de
ecossistemas, nas areas de vegetacdo nativas, a polinizagdo que garante 0 sucesso
reprodutivo de 63% das espécies vegetais € realizada por estes insetos
(OLLERTON et al., 2011).

1.5 Geleia real e as glandulas mandibulares

A geleia real é um alimento rico em proteinas utilizado na nutri¢do de
larvas, abelhas adultas, zangdes e rainha (MICHENER, 1974; CRAILSHEIM,
1992; PINTO et al., 2012). E constituida por agua (50-60%), aclcares (15%),
proteinas (18%), lipideos (3-6%), minerais (1,5%), além de vitaminas e compostos
bioativos, incluindo proteinas antimicrobianas, acidos graxos e &cidos trans-10-
hidroxi-2-decenoico (10-HDA) (NAGAI e INOUE,2004).

Na colmeia a geleia real é o principal alimento de larvas jovens e rainha,
essa alimentacdo esta relacionada a diferenciacdo de castas, inibindo o
desenvolvimento dos ovarios nas abelhas operarias e aumentando longevidade e

fertilidade da rainha.



As abelhas operarias na fase de nutriz (trés a doze dias de idade) sdo
responsaveis pela producdo de geleia real, que é produzida e secretada por duas
glandulas denominadas hipofaringeanas e mandibulares (PINTO et al., 2012). As
glandulas mandibulares secretam o acido 10-hidroxidecenoico e a glandula
hipofaringeana é responsavel por secretar uma substancia proteica que, juntas se
complementam e formam a geleia real. Essas glandulas se localizam na cabega
das abelhas, sdo estimuladas pelo feromdnio liberado pela cria (DESEYN e
BILLEN 2005) e se desenvolvem por completo se o consumo de proteina pelas
abelhas operarias for adequado (HRASSNIGG e CRAILSHEIM, 1998).

As glandulas mandibulares séo estruturas pares, saculares constituidas por
um reservatorio rodeado por células secretoras formando um pseudoepitélio e suas
secrecOes sao canalizadas até a base da mandibula por um ducto (figura 2). As
secrecdes provenientes das glandulas mandibulares sdo ricas em &cido 10-
hidroxidecenoico (LOHDA) utilizado na alimentacdo de larvas nas primeiras fases
de desenvolvimento. Sua capacidade de secrecdo é avaliada pelo tamanho das

células secretoras e area de seu reservatorio (CRUZ-LANDIM, 2009).

Glandula
Mandibular

Mandibula -~

Figura 2. Glandula mandibular e hipofaringeana em Apis mellifera. Fonte:

http://honeybee.drawwing.org/book/mandibular-glands-side-view.

De acordo com Deseyn e Billen (2005) € na idade de seis dias que as

abelhas operéarias apresentam as glandulas mandibulares e hipofaringeanas mais



desenvolvidas quando comparada com outras fases de desenvolvimento e que a
quantidade de secrecdo liberada é proporcional ao tamanho e numero de seus
acinos.

A relacdo entre as glandulas mandibulares e a producao de geleia real é
bastante estreita, caso a atividade das glandulas mandibulares for reduzida, o
crescimento das larvas e a manutencdo da colbnia podem ser prejudicados
(HEYLEN et al., 2011). Considerando a relacdo entre a disponibilidade de
proteina (pdlen) e o desenvolvimento das glandulas mandibulares, torna-se
importante avaliar os impactos causados pela escassez de alimento na entressafra

floral e 0 uso de uma ragéo proteica para as colonias de abelhas A. mellifera.

2. Alimentacédo das abelhas Apis mellifera

As abelhas A. mellifera possuem uma exigéncia de nutrientes comum a
todas as espécies animais: carboidratos, proteina, lipideos, vitaminas, minerais e
agua. A fonte de alimentos das abelhas meliferas se resume em néctar e polen. O
néctar é a fonte de energia (carboidratos) e o pélen fonte de proteinas, minerais,
vitaminas e lipideos (COUTO, 1996).

O polen é constituido de 10 a 36% de contetdo proteico, 20 a 40% de
carboidratos, 30% de agua, 1 a 20% de lipidios e 1 a 7% de minerais, além de
resinas, vitaminas, enzimas e coenzimas (MORET]I, 2006), variando de acordo
com sua origem boténica. O consumo de pélen esta intimamente relacionado ao
desenvolvimento de glandulas e acimulo de gorduras corporais (CAMPANA e
MOELLER, 1977; MARCHINI et al., 2006).

As abelhas necessitam de 10 aminoacidos essenciais: arginina, histidina,
lisina, triptofano, felinamina, metionina, treonina, leucina, isoleucina e valina,
todos fornecidos pelo polen. Uma dieta deficiente em qualquer um desses
aminoacidos pode gerar pode gerar sintomas especificos de deficiéncia, uma vez
que as abelhas ndo poderdo sintetizar as proteinas correlacionadas (HAYDAK,
1970).

A necessidade proteica dos enxames é estimada em aproximadamente 25%

de proteina bruta (MANNING, 2016); porem, as abelhas operarias campeiras



selecionam a campo o tipo e quantidade de alimento a ser coletado, podendo variar
para atender as exigéncias nutricionais da colmeia ao longo do dia (FREE, 1980).

A proteina desempenha um papel essencial na coldnia e sua quantidade
disponivel é fator limitante para o crescimento e manutencdo do enxame
(AMDAM 2010). A producdo de mel, longevidade das abelhas operérias e area
de cria também diminuem quando a proteina € escassa. (HERBERT e
SHIMANUKI, 1978; WINSTON et al., 1983; MATTILA e OTTIS, 2006).

Durante os primeiros seis dias de vida adulta, sdo consumidas grandes
quantidades de polen por abelhas nutrizes, a fim de se obter um nivel adequado
de proteinas e aminoéacidos para completar o crescimento das crias e
desenvolvimento das glandulas produtoras de geleia real (CRAILSHEIM, 1989).
A ma nutricdo proteica prejudica o desenvolvimento das glandulas mandibulares
e hipofaringeanas de abelhas operarias jovens (DEGRANDI-HOFFMAN et al.,
2010).

A deficiéncia de proteinas nas colénias pode modificar a divisdo de
trabalho de abelhas operéarias, fazendo com que abelhas com idade inferior a 21
dias iniciem a colheita de recursos no campo. Esta alteracdo nas tarefas das
operarias pode diminuir a longevidade de 50 para 19 dias (SCHMIDT et al., 1995).

Em épocas de escassez de néctar e pdlen é comum os apicultores perderem
seus enxames, que, enfraquecidos pela falta de alimento na regido migram a
procura de maior oferta de alimento (MARCHINI et al., 2006). Dessa forma,
torna-se essencial o fornecimento de suplementos para a manutencdo do enxame
e fortalecimento em periodos precedentes a florada, para otimizar a produtividade
(PAULINO, 2013).

O fornecimento de substitutos de pélen ajuda a melhorar o desempenho da
colonia (HERBERT, 1992). HERBERT e SHIMANUKI (1978) definiram
substituto de polen como qualquer material fornecido as coldnias que supre as
necessidades proteicas por um curto periodo de tempo.

O suplemento proteico ¢ oferecido nas formas de farelo ou pasta e pode ter
carater de subsisténcia, quando hé falta de alimentag¢do natural, ou estimulante,
em periodos antecedentes a florada para o fortalecimento dos enxames
(SOMERVILLE, 2005; WOLFF, 2007). Além disso, a suplementacdo adequada
reduzira as chances de enxameacao das colonias (LENGLER, 2000).

A alimentagdo estimulante deve ser oferecida dois meses antes do inicio



da florada, pois a entrada de alimento estimulard a oviposi¢cdo da rainha, e
subsequente aumento de operarias no periodo de producdo apicola (WOLFF,
2007). E necessério, também, que os apicultores tomem os devidos cuidados na
escolha correta dos substitutos do polen, visando a formulacao ideal da dieta,
tempo de deterioracdo, estocagem e atratividade para as abelhas (HERBERT e
SHIMANUKI, 1977).

O proprio polen pode ser usado para suplementar os enxames, mas seu
custo se torna muito alto e pode onerar o apicultor, por isso, alimentos alternativos
de menor custo como soja, trigo, farelo de milho, sorgo, levedura de cana-de-
acucar, farinha lactea e ternero (sucedaneo para bezerros) se tornam opg¢des mais
vantajosas para substituir o pélen (CREMONEZ et al., 1998; LENGLER, 2000).
Alguns apicultores optam por produtos regionais para a suplementacdo de seus
enxames como feno de mandioca, farinha de vagem de algaroba ou farelo de
babagu (PEREIRA et al,. 20006)

Diante deste contexto, o objetivo do presente trabalho ¢ avaliar o efeito da
suplementagdo proteica em diferentes niveis no desenvolvimento das glandulas
mandibulares de abelhas operarias nutrizes com 6 dias de idade.

A presente pesquisa resultard no capitulo II, artigo intitulado “Racéo
proteica estimula o desenvolvimento das glindulas mandibulares de abelhas
Apis mellifera”, o qual sera submetido a revista “Apidologie”, conforme as suas

regras de publicacio.
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Rac&o proteica estimula o desenvolvimento das glandulas mandibulares de abelhas
Apis mellifera L.

Resumo

Foram utilizadas 12 colénias distribuidas de forma aleatdria e divididos entre 4 grupos
experimentais, com 3 repeti¢des cada: PO, P23, P25 e P27, contendo 0, 23, 25 e 27% de
proteina bruta (PB) na racao, respectivamente. Foram fornecidos 30 gramas de cada racao
por enxame a cada 3 dias durante o periodo de 36 dias. Ao final do periodo experimental,
foram coletadas 10 abelhas de cada tratamento com seis dias de idade para anélises
morfolégicas da glandula mandibular (GM). Observou-se aumento significativo na area
da GM para 0s grupos que receberam racdo proteica, em relacdo ao PO. Com relacdo a
altura da célula secretora da GM, todos os enxames que receberam racdo proteica
apresentaram aumento significativo em rela¢éo ao PO; entretanto, o grupo P23 promoveu
aumento significativo da altura da célula secretora em relagdo aos demais grupos. Na
analise de regressdo, o nivel ideal de proteina na racdo para o desenvolvimento da GM é
de 22,2% PB. Pode-se concluir que o uso de ragdo proteica promove aumento da area do
reservatorio e altura da célula secretora da glandula mandibular em abelhas operéarias com

seis dias de idade.

Palavras-chave: apicultura, nutricdo, proteina, suplementacao, morfologia, geleia real.
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1. Introdugéo

As abelhas A. mellifera dependem exclusivamente do alimento proveniente do
campo para suprir suas demandas fisioldgicas, sendo o nectar o alimento de fonte
energética e o polen de fonte proteica, vitaminica e mineral (Marchini et al., 2006; Potts
et al., 2016). O polen € constituido de 10 a 36% de proteina, 20 a 40% de carboidratos,
30% de agua, 1 a 20% de lipidios e 1 a 7% de minerais, além de resinas, vitaminas,
enzimas e coenzimas (Estevinho et al., 2012) variando de acordo com sua origem
boténica.

A proteina desempenha um papel de extrema importancia na nutri¢do das abelhas,
principalmente durante os primeiros seis dias da vida adulta, quando as abelhas operéarias
consomem grandes quantidades de proteina proveniente do pdlen para completar o
desenvolvimento das glandulas mandibulares e hipofaringeanas, em abelhas jovens
(Degrandi-Hoffman et al., 2010). As glandulas mandibulares e hipofaringeanas sdo
responsaveis pela producdo de geleia real, alimento de crias jovens e rainhas. Dessa
forma, uma dieta deficiente em proteinas pode reduzir a atividade dessas glandulas
prejudicando o crescimento de larvas e a manutencéo da col6nia.

Uma vez que a atividade dessas glandulas for reduzida, o crescimento das larvas
e a manutencdo da col6nia podem ser prejudicados (Heylen et al., 2011). A biossintese
de geleia real depende dos aminoéacidos obtidos através da quebra da proteina ingerida
pelas abelhas A. mellifera, por acdo das proteases no interior de seus intestinos (Sagili et
al., 2005).

Nos periodos de entressafra floral os recursos disponiveis no ambiente s&o
escassos e comumente ocorre a migracdo de enxames que se deslocam a procura de maior
oferta de alimento, causando perdas consideraveis aos apicultores (Marchini et al., 2006).
Sendo assim, a suplementacdo artificial em periodos de escassez se torna essencial para
suprir o fornecimento de nutrientes na manutencdo do enxame, estimular a postura da
rainha e aumentar a produtividade (Paulino, 2013; Carrillo et al., 2015).

A necessidade proteica das col6nias é estimada em aproximadamente 25% de
proteina bruta quando analisadas no laboratério (Manning et al., 2016), entretanto, os
dados sobre a necessidade a campo para o desenvolvimento ideal das glandulas
mandibulares sdo escassos. Neste sentido, € importante estudar os fatores nutricionais que
afetam o desenvolvimento das glandulas mandibulares em abelhas nutrizes para
elaboracdo de estratégias de suplementacdo. Assim, o objetivo do presente trabalho foi

analisar os efeitos de ragOes proteicas com diferentes niveis de proteina (0, 23, 25 e 27%
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de proteina bruta) no desenvolvimento das glandulas mandibulares de abelhas nutrizes
com 6 dias de idade.

2 Material e Métodos

2.1 Local do experimento

O estudo foi realizado em um apiario experimental localizado nas coordenadas
geogréficas do local do experimento: 22° 49" de latitude sul e 48° 24" de longitude Oeste,
com clima tipo Cfa e altitude média de 623 metros.

2.2 Grupos experimentais
Foram utilizadas 12 coldnias de abelhas A. mellifera africanizadas, padronizadas
(quanto ao numero de quadros de cria e alimento) e distribuidas em 4 grupos experimentais
com 3 repeti¢Oes cada: PO: controle; P23: racdo contendo 23% de proteina bruta (PB); P25:
racdo contendo 25% de PB e P27: racdo contendo 27% de PB.

A tabela 1 traz a composi¢éo das racdes utilizadas:

Tabela 1. Composicédo das ragdes contendo diferentes niveis proteicos.

Grupos experimentais

Ingredientes 23% 25% 27%
Amido de milho 19,45 14,67 6,00
Protenose 12,00 15,00 10,00
Farelo de Soja (45%) 61,72 64,26 77,85
Acucar 0,83 0 0,20
Oleo 6,00 6,07 5,95
TOTAL 100,00 100,00 100,00
Xarope de mel* 16 mL 16 mL 16 mL

Niveis nutricionais analisados?

Energia Bruta (kcal/kg) 4.183 4.183 4.183

Prot. Bruta (%) * 32,31 35,40 38,40
1 Niveis nutricionais calculados segundo Rostagno et al., (2017).
* A racao fornecida (30g) foi diluida em 16 ml de xarope de mel (100 ml de agua e 20 g de mel) para que
se tornasse palatavel pelas abelhas e alcangasse 0s niveis proteicos propostos.

A racdo proteica foi fornecida na quantidade de 30 gramas por enxame, em placas

de petri, posicionadas embaixo dos quadros a cada 3 dias durante todo o periodo
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experimental (36 dias), na entressafra. Para confirmacg&o dos niveis proteicos foram feitas
andlises bromatologicas das racdes (ragdo mais xarope) (Tabela 2).

Tabela 2. Anélise bromatologica das dietas com diferentes niveis proteicos

Grupos experimentais %PB EB Kcal/g %MS
P23 22,8 3541,0 76,9
P25 24,8 3517,0 76,9
p27 26,3 3561,0 77,3

As analises bromatologicas foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia do
Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da UNESP — FMVZ, Campus de

Botucatu.

2.3 Colheita de pdlen

Durante todo o periodo experimental foram instalados, semanalmente, no alvado
de duas colmeias de cada grupo experimental coletores de polen tipo frontal. O polen
colhido foi armazenado em freezer (-20°C) e ao final do periodo experimental as amostras
de pdlen de cada grupo foram misturadas, homogeneizadas manualmente para as analises

de proteina bruta e matéria seca.
2.4 Avaliacao do consumo da racao

A cada trés dias, o consumo da racdo foi mensurado a partir da diferenca de peso
entre a racdo inicial ofertada (30 gramas) e a sobra na placa de petri. Para o célculo do
consumo efetivo de proteina pelos grupos experimentais, determinou-se o teor proteico
presente em 30 gramas de racdo ofertada aos enxames e, a partir da porcentagem media de
racdo consumida pelos enxames ao longo do periodo experimental, obteve-se o teor
proteico real consumido pelos enxames. Acrescentou-se a este teor proteico, o valor de
proteina bruta presente no podlen coletados dos enxames, nos diferentes grupos
experimentais. Os resultados representam as médias do fornecimento total de ra¢do durante
0s 36 dias de experimento, que foi de 360 gramas, divididos em 12 lotes fornecidos a cada

trés dias.
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2.5 Analises morfologicas

A coleta das abelhas foi baseada na metodologia descrita por Oliveira (2013).
Ap0s 36 dias do fornecimento de racéo proteica foram coletadas 20 abelhas operérias com
seis dias de idade de cada grupo experimental. Para isso, foram retirados 2 quadros com
cria operculada de cada tratamento e, em seguida, estes quadros foram envolvidos
individualmente em tecido fil6 e alocados em estufa com umidade e temperatura
controlada (60% e 30° C).

As operérias recém emergidas foram marcadas na regido do pronoto com tinta
atoxica (Posca Paint Pens®, Lé&pis Mitsubishi, Japdo) e reintroduzidas nas suas
respectivas colmeias de origem. Apds 6 dias as abelhas foram coletadas com auxilio de
pinga entomoldgico, armazenadas em tubos plasticos e eutanasiadas (anestesiadas em
CO, e decapitadas com lamina de bisturi). Em seguida suas cabecas foram fixadas em
formaldeido a 4% dissolvido em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,3 por 24 horas e logo apos,

foram lavadas em agua corrente e armazenadas em alcool etilico a 70%.

2.5.2 Confeccéo das laminas histoldgicas

Para as analises histoldgicas foi utilizado o método descrito por Smodis-Skerl e
Gregorc (2010). As cabecas das abelhas foram desidratadas em séries crescentes de etanol
(70%-95%), embebidos em resina (HistoResin®, Leica, Heidelberg, Alemanha) e
incluidos em moldes de polietileno (2 cabecas/bloco) para a confeccdo dos blocos
histoldgicos.

Os blocos foram processados em cortes semi-seriados, na espessura de 3pum pelo
micrétomo rotativo automatico (Leica RM2155, Alemanha). Para cada bloco foram
produzidos em média 12 lIaminas contendo 12 cortes cada. Para cada grupo experimental
foi utilizado 5 blocos, sendo que cada bloco era constituido de 2 cabecas, totalizando 20
blocos (5 para cada tratamento). Para corar as estruturas utilizamos os reagentes

hematoxilina e eosina.

2.5.3 Morfometria das Glandulas Mandibulares
As imagens foram obtidas a partir de um microscopio (leica DMLB80) com uma
camera digital acoplada (Leica DC300FX) e analisadas utilizando o software de anélise

de imagem (Leica Q-ein 3.0 para Windows).
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Dois parametros foram analisados para mensurar o desenvolvimento glandular:
altura das células secretoras e area do reservatorio das glandulas. Para a area foram
utilizadas 80 imagens por bloco (40 por abelha) totalizando 400 imagens por grupo
experimental, utilizando-se um aumento de 20x da lente objetiva do microscopio
analisador. Para a altura das células secretoras foram utilizadas 10 medidas por imagem,
de maneira aleatoria. Os resultados da area e altura das glandulas foram expressos em pm

para fim de comparacéo entre 0s grupos experimentais.

2.6 Analise Estatistica

Os resultados referentes ao consumo de racdo e morfometria obtidos foram
comparados por ANOVA, seguida do teste de Tukey para verificar diferencas entre as
médias. Foi considerado como estatisticamente diferente quando p<0,05 (Zar 1996). As
analises estatisticas foram feitas pelo software R e as férmulas de regressao polinomial

obtidas através do Microsoft Excel.

3 Resultados

3.1 Avaliacéo do consumo de racao e proteina consumida

Néo foi verificada diferenca significativa no consumo efetivo de proteina bruta
entre os grupos experimentais (P<0,05). A partir do consumo total de racdo dos grupos
experimentais, a quantidade de PB consumida em gramas foi: P23: 5,11g de PB; P25:
3,83gde PB e P27:3,81g de PB. Segundo a analise bromatolégica do pdlen coletado pelas
abelhas durante o periodo experimental, foi possivel observar a presenca de 17,489 de PB
no grupo controle (P0), enquanto que 0s grupos experimentais apresentaram 16,11 g,
21,02 g e 19,81 g de PB, respectivamente para P23, P25 e P27. Assim, a quantidade
efetiva de PB consumida pelos diferentes grupos experimentais foi obtida pela soma da
proteina consumida nas dietas com a proteina presente no pélen (Tabela 3).
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Tabela 3. Consumo total das dietas ao término do periodo experimental (36 dias) (g),

proteina bruta consumida pelos enxames (g), proteina presente no pdlen (g) e consumo

efetivo (g) dos diferentes grupos experimentais.

PO P23 P25 P27

Consumo total das dietas (g) 0 269,3 185,4 173,88
PB consumida pelos enxames (q) 0 511 3,83 3,81

PB do pdlen coletado (g) 17,48 16,11 21,02 19,81
Consumo efetivo de proteina (g) 17,48 21,22 2485 23,62

3.2 Morfometria das glandulas mandibulares (GM)

Os grupos experimentais que receberam a suplementacdo proteica (P23, P25 e

P27) apresentaram maior aumento para a area do reservatério (P<0,05) (Figuras 1 e 2) e

altura das células secretoras da GM (Figuras 3 e 4), comparados ao controle. Os enxames

suplementados com racdo contendo 23% de PB apresentaram a maior altura da célula

secretora, em relacdo aos demais grupos experimentais (Figura 3 e 4).

73
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Grupos Experimentais

Figura 1. Area do reservatorio da glandula mandibular (um?) em funcdo da

suplementacéo proteica (0, 23, 25 e 27% de proteina bruta) dos enxames experimentais.

* Diferenca estatistica em relacdo ao controle pelo teste Tukey (p <0,05).
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Figura 2. Fotomicrografia representativa da média de area do reservatorio glandula
mandibular de abelhas A. mellifera com 6 dias de idade. PO: controle; P23: 23% de PB;
P25: 25 % de PB e P27: 27% de PB. A linha preta representa a area da glandula. Lente
objetiva com aumento de 20x.
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Figura 3. Altura da célula secretora da glandula mandibular (um?) de abelhas A. mellifera
com 6 dias de idade em fungdo da suplementacdo proteica (0, 23, 25 e 27% de proteina

bruta) dos enxames experimentais. * Difere estatisticamente em relacdo ao controle pelo
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teste de Tukey (p <0,05). # Difere estatisticamente em relagdo aos demais grupos

experimentais pelo teste de Tukey (P <0,05).

Figura 4. Fotomicrografias representativas da altura da célula secretora (um) da glandula
mandibular de abelhas A. mellifera com 6 dias de idade. PO: controle P23: 23% de PB,;
P25: 25 % de PB e 27: 27% de PB. Os tracos pretos representam a altura das células

secretoras. Lente objetiva com aumento de 20x.

A partir da regressdo polinomial para a area do reservatorio da GM (y=-
0,4682x2+20,654x-159,09 R2 = 0,9849) foi estimado o nivel ideal de PB para 0 maximo
desenvolvimento, sendo de 22,1 % de PB (Figura 5). Em relagdo a altura do reservatério
da GM (y = 1,6024x2 + 71,389x — 475,52 R?=0,7025) o ponto ideal foi de 22,3% de PB
(Grafico 2). Sendo assim, o valor médio de PB estimado para o maximo desenvolvimento
da GM é de 22,2%.
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Figura 5. A. Regressdao polinomial referente a area do reservatério da glandula

2
mandibular (um)).
B. Regressao polinomial referente a altura da célula secretora (um).

4 Discussao

Neste estudo verificou-se que abelhas nutrizes com 6 dias de vida suplementadas
com 23% de PB tiveram suas G.M. mais desenvolvidas, ou seja, células secretoras mais
altas e maior area do reservatério da glandula, quando comparadas a abelhas que
consumiram 0, 25 e 27% de PB.

O consumo efetivo de PB pelas colénias que receberam racdo proteica foi
semelhante, sugerindo que as balancearam sua necessidade proteica, que € em torno de
25% de PB (Manning, 2016), uma vez que o pdlen colhido variou entre 16,11 e 21,02%
de PB. Embora as abelhas busquem no polen suas necessidades de PB, 0 mesmo pode
variar de acordo com a origem boténica do polen e a localizacdo do apiério. (Zhang et
al., 2014).
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As abelhas necessitam de 10 aminoacidos essenciais, sendo arginina, histidina,
lisina, triptofano, felinamina, metionina, treonina, leucina, isoleucina e valina, todos
fornecidos pelo pélen. Uma dieta deficiente em qualquer um desses aminoacidos pode
gerar pode prejudicar o bom desenvolvimento do enxame como um todo, uma vez que
as abelhas ndo poderdo sintetizar suasas proteinas (Haydak, 1970). Sendo assim, 0s
ingredientes utilizados para a formulacdo da racdo proteica utilizada neste experimento
possuem 0s aminoacidos essenciais necessarios, suprindo as necessidades das abelhas
(Ost et al., 2007). Desta forma, o fornecimento de racdo proteica pode ser uma
ferramenta interessante para o apicultor, uma vez que a dieta equilibrada pode auxiliar
no desenvolvimento destes insetos (Behmer, 2009).

Ao final do periodo experimental, observou-se que 0s grupos que receberam a
racdo proteica apresentaram aumento significativo na area do reservatdrio e altura da
célula secretora, sugerindo que a proteina oferecida modulou positivamente o
desenvolvimento da GM. Este resultado reforca que quantidade de alimento consumido
pelas abelhas operarias estd associada com o desenvolvimento das GM (Schmidt et al.
1987) e que o adequado aporte proteico é essencial para 0 bom desenvolvimento dos
enxames, uma vez que a proteina atua como constituinte estrutural e funcional dos
tecidos (Crailsheim 1990, Zerbo et al. 2001, Hoover et al. 2006).

O tamanho das GM estéa diretamente relacionado a sua atividade, ou seja, quanto
maior sua area e altura, maior sua secrecdo. Sendo assim, pressupde-se que a geleia real
produzida possua quantitativamente e qualitativamente, nutrientes essenciais para a
nutricdo de crias jovens e abelha rainha (Babendreier et al. 2005; Skerl e Gregorc, 2010)
e, consequentemente, auxiliaria no desenvolvimento do enxame.

Por meio da analise de regressdo para area do reservatério (y=-
0,4682x2+20,654x-159,09 R2 = 0,9849) e altura da célula secretora (y = -1,6024x2 +
71,389x - 475,52), estimou-se o nivel 6timo de suplementacdo proteica de 22,3%, para
0 6timo desenvolvimento da GM. Entretanto, observa-se pela equacao de regressao que
na medida em que o teor de PB aumenta, o desenvolvimento da GM tende a ser reduzido.
Este resultado seria condizente com Herbert e Shimanuki (1977), os quais sugerem que
a proteina ingerida em excesso por abelhas A. mellifera, pode ser toxica, atrapalhando

na digestdo e reduzindo a absorgdo de nutrientes (Archer et al. 2014).

Os valores de necessidade de PB encontrados neste trabalho sdo préximos aos

encontrados na literatura para o desenvolvimento de area de cria que foi de 23 a 30% de
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PB (Herbert e Shimanuki 1977) e longevidade e de peso estimado das glandulas
hipofaringeanas, que foi de 25% (Manning, 2016), ambos em condig¢des laboratoriais.
Entretanto, neste estudo a suplementacéo proteica ocorreu em condic¢des de campo, onde
as colbnias tinham acesso ao polen existente nas proximidades do apiario, mostrando a
capacidade das abelhas em equilibrarem sua dieta para atenderem as suas exigéncias
nutricionais. Por outro lado, Zheng et al. (2014) propuseram que as col6nias a campo
necessitam de 29,5 a 34,0% de proteina bruta, ao analisarem o efeito da suplementagéo
proteica no desenvolvimento da glandula hipofaringeana no inicio da primavera; este
resultado é superior ao obtido nas condigdes deste experimento, provavelmente por ter
sido realizado em diferente época do ano (entressafra) e ndo na estacdo da primavera,
onde os enxames devem possuir acesso a maior diversidade de recursos alimentares.
Este estudo demonstra que o fornecimento de racdo proteica em periodos de
escassez afeta significativamente o desenvolvimento das GM de abelhas A. mellifera,
podendo ser utilizado como ferramenta para auxiliar a manutengéo e desenvolvimento
das col6nias, garantindo maior produtividade para o apicultor. Com base neste estudo
recomenda-se como nivel ideal 22,2% de PB para o desenvolvimento das GM em

periodos de entressafra.

4 Conclusao

Conclui-se que o fornecimento de racdo proteica estimula o desenvolvimento da
glandula mandibular de abelhas A. mellifera operarias na fase de nutriz, sendo a
necessidade proteica, para 0 maximo desenvolvimento desta glandula, estimada em

22,2% de proteina bruta.
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ImplicacGes
Constatou-se que durante o periodo de entressafra floral a suplementacéo proteica

em niveis adequados modula positivamente o desenvolvimento das glandulas
mandibulares de abelhas A. mellifera, aumentando a area de seu reservatorio e altura das
células secretoras. A suplementacdo proteica € uma técnica de manejo utilizada por
apicultores recentemente, porém, ndo é senso comum uma dieta padrdo ofertada aos
enxames. Desta forma o estudo do nivel proteico adequado na dieta destas abelhas é de

suma importancia para a apicultura em ambito nacional e internacional.

Devido a escassez de informac6es sobre nutricdo de abelhas A. mellifera, este
experimento contribuira sugerindo o teor de proteina bruta ideal que as abelhas de 06 dias
de idade devem consumir para que atinjam o maximo desenvolvimento de suas glandulas
mandibulares, aumentando assim a secrecdo de componentes da geleia real e,
consequentemente, aumentando a disponibilidade de alimento para as abelhas jovens e

rainha, acrescendo o numero de individuos na colénia e elevando a produtividade.



