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“Se as abelhas desaparecerem da face
da Terra, a humanidade tera apenas
mais quatro anos de existéncia. Sem
abelhas ndo ha polinizagdo, ndo ha
reproducdo da flora, sem flora ndo ha
animais, sem animais, ndo havera raca
humana” (Albert Einstein)
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CAPITULO I



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Histérico das 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 p6len (DANFORTH, 2007; HU et al. 2008; GUPTA, 2014).

H& muito tempo o homem iniciou a exploragdo dos produtos apicolas, existindo
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 de enxames selvagens instalados em frestas
rochosas, sendo que essa extracdo era bastante primitiva, 0 que prejudicava a
longevidade dos enxames (CRANE, 1999).

No Egito antigo e em outras regides mediterranicas, em aproximadamente 2.400
anos a.C., ha registros da criacdo de abelhas de forma primitiva em potes de argila,
assim, era possivel realizar o transporte dos enxames, dando inicio a pratica de
apicultura migratoria. As abelhas eram consideradas animais sagrados para muitas
civilizacbes e com o tempo passaram a assumir grande importancia através de seus

produtos, como o mel, que era utilizado como adogante natural (CRANE, 1999).

Atualmente, por meio de pesquisas e desenvolvimento de diferentes técnicas ao
redor do mundo, a apicultura evoluiu sendo desenvolvida de forma racional, visando o
bem-estar animal aliado a producdo. Isto foi possivel pois em 1851, o0 americano
Reverendo Lorenzo Lorain Langstroth, ao longo de anos de estudo verificando o
comportamento das abelhas e as estruturas dos enxames, criou a colmeia de madeira
com dimens@es apropriadas e quadros mdveis (permite 0 manejo dos mesmos sem que
os danifiquem), denominada colmeia ‘“Padrdo Langstroth”, que obedecia o “espago
abelha” — um espacgo livre que permite a circulacdo das abelhas, impedindo que

construam favos fora dos quadros, tendo o manejo facilitado, permitindo assim, a



criagdo racional de abelhas, ocorrendo um avanco na apicultura mundial (CRANE,
1999; EMBRAPA, 2002).

No Brasil, com o objetivo de produzir mel para a alimentacdo da familia real e
cera para fabricacdo de velas para a igreja catolica, a atividade apicola teve seu inicio
em marco de 1839, quando o Padre Anténio Carneiro conseguiu autoriza¢ao do rei Dom
Pedro Il, para importar para o estado do Rio de Janeiro as primeiras colmeias de abelhas
europeias da subespécie A. mellifera mellifera (vindas de Porto, Portugal). Apds, em
1870 imigrantes alemées trouxeram para o Rio Grande do Sul a subespécie A. mellifera
ligustica. Diferentes subespécies também foram trazidas por imigrantes europeus,
disseminando as abelhas A. mellifera por todo territorio nacional (GONCALVES, 2001;
WIESE, 2005).

Com a baixa produtividade das abelhas européias e alta susceptibilidade a
doencgas, em 1956, 0 pesquisador Warwick Estevam Kerr, com objetivo de melhorar a
producdo nacional de mel, buscou abelhas mais adaptadas ao clima tropical. Entéo,
importou as abelhas africanas da subespécie A. mellifera scutellata, bastante produtivas,
defensivas e resistentes a doencas (GONCALVES, 2006). Porém, no ano seguinte 26
enxames com suas rainhas africanas, escaparam da area experimental e acasalaram de
forma natural no ambiente, com as varias subespécies européias existentes, dando
origem & um poli-hibrido, denominado “abelha africanizada”, visto que predominaram
as caracteristicas das abelhas africanas (KERR, 1967; DE JONG, 1996; GONCALVES,
2006).

As abelhas africanizadas possuem alta capacidade de producgéo, autonomia de
vOo e enxameacdo (deixar a colmeia para instituir outra colbnia); essas abelhas
dispersaram-se por grande parte da América do Sul e Central, chegando ao sul dos
Estados Unidos em 1994 (STORT; GONCALVES, 1994; MELLO et al.,, 2003;
COUTO; COUTO, 2006; MITCHELL, 2006).

1.1. Asabelhas Apis mellifera

As abelhas Apis mellifera (Classe: Insecta; Ordem: Hymenoptera; Familia:

Apidae), sdo insetos eusociais e estdo presentes em todos os continentes do globo



terrestre, com excecdo da Antartida; sdo insetos de grande importancia, seja por fatores
econémicos (producdo), ou por seus servicos ambientais (polinizagdo) (SHEPPARD;
MEIXNER, 2003; WINSTON, 2003; GUPTA, 2014).

As abelhas sdo insetos que vivem em sociedade complexa e muito organizada,
com alta capacidade de comunicacdo, dividida em trés castas, representadas pela rainha,
operarias e zangdes. As castas possuem funcdes bem definidas visando a sobrevivéncia
e reproducdo do enxame. Em condi¢fes ambientais normais, em um enxame, podem
existir em torno de 100 mil abelhas operéarias, 400 zangbes que exercem funcgdes
somente reprodutivas e somente 1 rainha, que ird acasalar uma vez na vida com Varios
zangoes durante o “voo nupcial”, sendo responsavel pela postura didria média de até 2

mil ovos (PAGE; PENG, 2001; WIESE, 2005; DANFORTH, 2007; AMDAM, 2010).

Dentro do enxame, as abelhas operarias sdo responsaveis pelo trabalho e bom
funcionamento da colbnia, possuindo suas funcGes relacionadas com sua idade e
desenvolvimento fisiologico. Entre o0 1° e 3° dia de vida realizam a limpeza dos favos
sendo denominadas “faxineiras”. Entre o 4° ¢ 12° dia alimentam as larvas e produzem a
geleia real (alimento exclusivo da rainha) tendo nesta fase suas glandulas mandibulares
e hipofaringeanas mais desenvolvidas, sendo denominadas “nutrizes”. Entre 0 13° e 18°
dia, possuem as glandulas cerigenas mais desenvolvidas, assim, produzem cera e
constroem os favos, sendo conhecidas como “engenheiras”. Entre o 19° e 20° dia sdo
“guardids”, ficando no alvado (entrada da colmeia) defendendo seu territorio e
ferroando caso se sintam ameacadas. Apds os 21 dias de idade sdo denominadas
“campeiras”, e saem a campo para coleta de recursos naturais (néctar e pdlen) para
manutencdo do enxame (AMDAM, 2010).

As abelhas sdo importantes ndo s6 pelo fato de produzirem diversos alimentos
de alto valor nutricional e econémico, mas também pelo papel ecoldgico que
desempenham, por meio da polinizacdo. Ao buscarem alimento (nectar e polen) de uma
planta & outra, as abelhas auxiliam na reproducéo de frutos e sementes. As abelhas sédo
responsaveis por mais de 63% da polinizacdo de todas as espécies vegetais do mundo
(COUTO; COUTO, 2006; DANFORTH, 2007; KLEIN et al., 2007; RICKETTS et al.,
2008; OLLERTON et al., 2011).

Além da producéo de mel, as abelhas A. mellifera produzem outros produtos de

excelente valor comercial e nutricional para o consumo humano; o polen (alimento



completo rico em proteinas e vitaminas), a propolis composta de resinas vegetais (a¢cdo
terapéutica), geleia real (alimento rico em proteinas, lipidios e vitaminas do complexo
B) e a apitoxina (veneno da abelha, utilizado na medicina e outras industrias)
(FORMICKI et al., 2013; CUNHA, 2013).

1.2. Glandula mandibular de abelhas Apis mellifera

As glandulas mandibulares das abelhas A. mellifera sdo estruturas pares,
localizadas na cabeca, em intima relacdo com as mandibulas e constituidas por um

conjunto de células secretoras, que revestem o reservatorio (CRUZ-LANDIM, 1967).

As células secretoras das glandulas mandibulares produzem enzimas que
metabolizam os nutrientes liberados pela digestdo do pdlen, 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 feroménios
liberados pelas crias e para seu desenvolvimento completo dependem de um aporte
protéico derivado do consumo do polen (DESEYN; BILLEN, 2005). As glandulas
mandibulares sdo menores em operarias 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 operéarias para a criacdo de novas rainhas séo
alimentadas com secre¢des produzidas inteiramente pela glandula mandibular nos trés
primeiros dias de vida, seguido de dois dias de alimentacdo de secre¢des produzidas
pelas glandulas mandibulares e hipofaringeanas (proporcédo 1:1). Diferentemente, as
larvas de abelhas operérias sdo alimentadas com secrecdes provenientes das glandulas

mandibulares e hipofaringeanas (proporcdo 4:1 e 3:1, respectivamente) (JUNG-



HOFFMANN, 1966) e passam a receber uma mistura de ambas as secre¢cdes com poélen
e mel a partir do terceiro dia (HAYDAK, 1970).

A secrecdo da glandula é lancada através de um ducto diretamente para a base
das mandibulas das abelhas. As glandulas mandibulares das abelhas nutrizes séo
responsaveis pela producdo de uma secrecdo rica em &cido 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 coloracdo esbranquicada,

tornando-se mais clara e menos abundante apos a fase de nutriz (MICHENER, 1974).

A alimentacdo larval exerce papel fundamental na diferenciacdo de castas, uma
vez que promove a mudanca no perfil hormonal e a manutencdo 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 operérias nutrizes com idade
entre 4 e 12 dias, a partir das secrecdes proteicas das glandulas mandibulares e
hipofaringeanas localizadas na regido da cabeca (CRUZ-LANDIM; ABDALLA, 2009;
PINTO et al., 2012). Dentre as diversas fases de vida das abelhas operérias, as nutrizes
apresentam maior capacidade de digerir o polen, devido & 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 avaliagdes das glandulas mandibulares e hipofaringeanas em
abelhas A. mellifera mantidas em col6nias 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).

Diante deste contexto, o estudo da suplementacdo do micromineral ferro na nutrigdo
das abelhas A. mellifera e seu reflexo no desenvolvimento da glandula mandibular s&o

de extrema importancia, pois o desenvolvimento do enxame esta diretamente ligado ao



fator nutricional, o nivel de consumo do mineral Fe pode influenciar no
desenvolvimento das glandulas mandibulares, afetando a nutrigdo e o desenvolvimento

do enxame.

1.3. Exigéncias nutricionais de abelhas Apis mellifera

A producéo e a reproducdo das abelhas séo influenciadas principalmente pela
disponibilidade de alimento e pelo clima da regido. Portanto, durante periodos de
escassez, 0s apicultores devem fornecer alimentacdo artificial, para assegurar a
manutencdo e reproducdo da colbnia, além de preparar 0 enxame para que esteja
saudavel, e com seus estoques de alimento completos no inicio da florada, para que
esteja apto a producdo (WOLFF, 2007).

Durante periodos de escassez de alimento (entressafra), as abelhas enxameiam &
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 (néctar) e o “pao de abelhas” (p6len estocado nos favos), com 0 intuito de
reservar alimento suficiente para atender suas exigéncias nutricionais e das crias. Em
épocas de escassez de néctar e polen, muitos apicultores perdem parte de seus enxames,
em razdo da diminuicdo da populagédo, devido a falta de alimento (MARCHINI et al.,
2006).

Os nutrientes requeridos pelas abelhas A. mellifera sdo 0os 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, pélen e agua. O
néctar é a fonte de carboidratos e o pdlen é a fonte de proteinas, minerais, lipideos e
vitaminas; e a &gua participa do transporte e dissolucdo de substéncias, servindo de
meio para varias rea¢des quimicas (COUTO; COUTO, 2006).

O polen é um dos alimentos consumido pelas abelhas, € encontrado na antera
das flores e, quando coletado pelas abelhas operarias para sua alimentacdo, € umedecido

com nectar e saliva para serem aglutinados formando gréos, e assim serem



transportados até a colmeia, por meio de estruturas denominadas “corbiculas”,

localizadas no Gltimo par de patas das abelhas (BARRETO et al., 2005).

Embora o pdlen coletado pelas abelhas contenha minerais em sua composicao,
em determinadas épocas do ano, em funcdo da disponibilidade de recursos florais ao
entorno do apiario, este teor pode encontrar-se reduzido, afetando o desenvolvimento da
colmeia (COUTO; COUTO, 2006 ; MARCHINI et al., 2006; MODRO et al., 2007). O
polen possui fungBes fundamentais no desenvolvimento adequado das crias,
funcionamento de glandulas e formacdo de gorduras corporais (CAMPANA;
MOELLER, 1977; MARCHINI et al. 2006). Seu nutriente mais importante é a proteina,
cujo contetido pode variar de 4 a 34%, sendo a Unica fonte natural disponivel deste
constituinte para as abelhas (WINSTON, 2003; ESTEVINHO et al., 2011).

O polen € uma fonte proteica de importancia nutricional também para os seres
humanos, possui em sua composi¢do vitaminas antioxidantes (-caroteno, pré-vitamina

A, vitaminas C e E) e também vitaminas D e do complexo B (MELO et al., 2009).

A deficiéncia de proteinas, carboidratos, lipideos, minerais e até mesmo da agua,
podem prejudicar o desenvolvimento e a reproducdo do enxame, reduzir a longevidade
das abelhas, provocar estresse, e assim, facilitar o aparecimento de doencas, pode afetar
a capacidade das abelhas de cuidarem das crias novas, como também alterar a
composic¢do bromatoldgica das pupas, diminuindo os niveis de proteinas brutas e sais
minerais em até 8,4 e 38,5%, respectivamente (FUNARI et al., 1998; SOMERVILLE,
2005).

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes da natureza e possuem
funcBes importantes em todos os seres vivos. A quantidade de proteina no poélen é
extremamente importante para a boa nutricdo da colmeia, pois durante os primeiros seis
dias de vida adulta, as abelhas operarias consomem quantidades consideraveis de pélen
para obter um nivel nutricional adequado de proteinas e aminoacidos necessarios para
completar o seu desenvolvimento. Se as abelhas operarias jovens ndo consumirem a
quantidade correta de proteina, suas glandulas mandibulares e hipofaringeanas podem
ndo se desenvolver completamente e a producdo de geleia real ficara prejudicada
(SOMERVILLE, 2000; STANDIFER, 2003).



Deste modo, o consumo de polen para as abelhas A. mellifera é imprescindivel,
por ser a principal fonte de proteinas, gordura (lipideos), vitaminas e sais minerais
(MARCHINI et al., 2006).

1.4. Mineral ferro (Fe)

Micronutrientes como 0s minerais sdo essenciais para o desenvolvimento das
colénias (HAYDAK, 1970). Alguns minerais sdo considerados macroelementos
essenciais, como o célcio, magnésio, potassio, sédio, cloro e enxofre, e microelementos
essenciais, como o cobre, cobalto, iodo, manganés, selénio, zinco e ferro
(WECKWERTH, 2007).

Em condicGes naturais, as necessidades de minerais das abelhas Apis mellifera
sdo supridas exclusivamente pela colheita de recursos florais, como o polen, com
concentracdes que podem variar dependendo da regido e variabilidade vegetal presente
nas proximidades do apiario (ZHANG et al., 2015). As abelhas obtém sua fonte de
minerais principalmente do podlen coletado, Herbert e Shimanuki (1978) a partir da
média de minerais encontrados no polen de diferentes regiGes sugerem uma dieta com:
1000 ppm de potéssio, 500 ppm de calcio, 300 ppm de magnésio e 50 ppm de sddio,

zinco, manganés, cobre e ferro.

Os ions metalicos constituem uma pequena porcao do tecido corporal dos seres
vivos (4%), porém, sdo essenciais como componentes estruturais e atuam em diversos
processos, com fungbes estruturais e funcionais. Na parte estrutural, destaca-se seu
papel como integrante de compostos organicos corporais. Na parte funcional, como

catalisador de sistemas enzimaticos (SILVA et al., 2013).

O ferro (Fe) é um elemento quimico que desempenha papel fundamental nas
fungdes de manutencao fisioldgica no cérebro, participando de muitas fungdes celulares,
atuando como co-fator enzimatico, participando do metabolismo, regulacdo da
expressao génica, protecdo contra radicais livres, sintese de proteinas e auxiliando
também em funcgdes importantes no transporte de oxigénio e respiracdo mitocondrial
(FAA et al., 2008; COZZOLINO, 2012; BELAIDI; BUSH, 2016 ).
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Dentro deste contexto, o Fe destaca-se com grande importancia no
desenvolvimento de insetos, varias enzimas que contém ferro na sua composi¢cdo como
a RNA polimerase I, fenilalanina e tirosina, possuem fung¢@es importantes na sintese de
DNA e RNA, e no processo de desenvolvimento do sistema imunoldgico. Além disso,
algumas enzimas que contém ferro em sua composicao séo responsaveis pela formacgéo
de energia, e também estdo presentes em grande quantidade na musculatura torécica das
abelhas, auxiliando no voo (enzima citocromo oxidase e NADPH oxidase) (NICHOL et
al., 2002).

O microelemento Fe existe em abundancia na crosta terrestre, mas sua absorcao
é dificultada pelo mecanismo protetor da intoxicacdo celular. O Fe ndo é excretado
normalmente, sendo reaproveitado em grande parte, deste modo, a necessidade de Fe
deve ser suficiente para repor as perdas do organismo (CUNHA et al., 1998).

Assim, ndo h& mecanismo fisioldgico no organismo para a remogdo do excesso
de Fe e ha vérias condi¢Bes que podem causar acimulo perigoso de reservas do metal
no organismo (COZZOLINO, 2012). Em geral, mesmo uma dieta que inclua alimentos
enriquecidos, ndo representa nenhum risco especial de toxicidade por Fe (HEATH et al.,
2003). As abelhas A. mellifera suprem suas necessidades de ferro por meio de recursos
ambientais, com concentragdes que podem variar de 0,08 a 233,0 mg Kg* de Fe no mel
e de 11,1 a 520,0 mg/Kg™ no pélen (ZHANG et al., 2015).

Além de mais resistentes a doencas, uma colénia bem nutrida consegue gerar
individuos capazes de realizar suas tarefas e produzir descendentes saudaveis, assim,
obtendo uma colonia mais produtiva, resistente e longeva (BRODSCHNEIDER;
CRAILSHEIM, 2010). Assim, durante a escassez de flora apicola, deve ser realizado o
fornecimento de um alimento suplementar que possa auxiliar na manutencédo da colonia,
porém, dados na literatura referentes & recomendacdo de niveis ideais de minerais para
as abelhas séo escassos (PEREIRA et al., 2006). Deste modo, ainda pouco se conhece
sobre as reais necessidades de micronutrientes e suas influéncias na fisiologia das
abelhas (BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementagéo
com diferentes concentracbes de fonte inorgéanica de Fe e sua influéncia no

desenvolvimento das glandulas mandibulares, por meio de analises morfoldgicas. Para
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isso, foi mensurada a area e altura das células secretoras da glandula mandibular, sendo

analisada a influéncia do mineral Fe para diferentes niveis de incluséo.

O presente estudo resultara no capitulo I, artigo intitulado “Mineral ferro (Fe)
afeta o desenvolvimento de glandula mandibular em abelhas Apis mellifera L.”, o

qual serd submetido a revista “Apidologie”, conforme suas regras de publicacéo.
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Mineral ferro (Fe) afeta o desenvolvimento de glandula mandibular em abelhas
Apis mellifera L.

Resumo
A alimentacdo larval exerce papel fundamental na diferenciacdo das castas em abelhas
Apis mellifera, uma vez que promove a mudanca no perfil hormonal e manutencdo da
integridade do ovario de futuras rainhas. Essa diferenga no desenvolvimento é atribuida
a sua dieta exclusiva de geleia real, produzida pelas abelhas operarias nutrizes a partir
das secrecbes das glandulas mandibulares e hipofaringeanas. Para essas abelhas, a
quantidade e qualidade do polen consumido sdo imprescindiveis ao desenvolvimento de
suas glandulas, estando diretamente relacionados ao alimento consumido e nutrientes
como proteinas, vitaminas e minerais. Dentro deste contexto, minerais como o ferro
(Fe) sdo importantes para o funcionamento celular normal e podem interferir na funcéo
da glandula mandibular (producdo de geleia real). Neste projeto propomos avaliar o
efeito de suplementacéo de fonte inorganica de Ferro na alimentacéo de abelhas e seus
reflexos na morfologia da glandula mandibular. Para isto, foram utilizadas 12 colmeias
(03 colmeias por tratamento) distribuidas de forma aleatoria nos seguintes tratamentos:
FeO (sem suplementacéo de Fe); Fe25 com suplementacéo de 25 mg L de Ferro; Fe50
com suplementagdo de 50 mg L de Ferro e Fe100 com suplementacdo de 100 mg L*
de Ferro. A fonte de ferro utilizada foi o Sulfato Ferroso heptahidratado (33,10% Fe)
diluido em xarope de acUcar (proporcdo de 1:1 de agua e acUcar cristal), e fornecido a
cada 07 dias para os enxames (500 mL). Para a morfometria da glandula, foram
coletadas 20 abelhas de cada tratamento com seis dias de idade, nos meses de junho,
julho e agosto de 2016. Foram processados blocos de resina, os cortes foram dispostos
em laminas para serem analisados utilizando o software de analise de imagem Leica
Qwin Plus®. Os resultados obtidos foram comparados por ANOVA, seguida do teste de
Tukey (P<0,05). Observou-se reducdo significativa na area e altura das ceélulas
secretoras da glandula mandibular, concluindo-se que os niveis de ferro inorganico

oferecidos na dieta das abelhas modularam negativamente esta glandula.

Palavras-chave: apicultura; suplementagdo mineral; glandula mandibular; nutricéo.
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Mineral iron (Fe) affects the development of mandibular gland in bees Apis

mellifera L.

Abstract
Larval feeding plays a fundamental role on caste differentiation in Apis mellifera

honeybee, since it promotes hormone profile changes and ovary integrity maintenance
for future queens. This difference on the development is attributed to its exclusive royal
jelly diet, produced by nurse bees into mandibular and hypopharyngeal glands. To these
bees, the quantity and quality of pollen consumed is directly related to glands
development, linked to nutrients such as proteins, vitamins and minerals from food
consumption. In this context, minerals such as Iron (Fe) are important to the normal cell
functioning and can affect mandibular glands (production of royal jelly). In this project
we propose to evaluate the effects of inorganic Iron supplementation and their effects on
mandibular gland morphology. For this, 12 beehives were used (03 hives each
treatment) randomly distributed into four treatments: FeO (without iron
supplementation); Fe25 supplemented with 25 mg L Iron; Fe50 supplemented with 50
mg L Iron and Fe100 supplemented with 100 mg L Iron. Was used Ferrous Sulfate
heptahydrate (33.10% Fe) as Iron source, diluted in sugar syrup (1:1 water and sugar),
the colonies were feed once a week (500 mL). For glands morphology analysis were
collected 20 worker bees from each treatment with six days life along three months:
June, July and August 2016. Resin blocks were processed, slices were arranged in slides
for analysis using image analyses software Leica Qwin Plus®. Results were compared
by ANOVA followed by Tukey test (P<0.05). Significant reduction was observed in the
area and height of the secretory cell of the mandibular gland. It was concluded that the
levels of inorganic iron offered in the bees diet negatively modulated the mandibular
gland.

Key-words: Beekeeping, mineral supplementation, mandibular glands, nutrition.
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1. Introdugéo

As exigéncias nutricionais das abelhas Apis mellifera devem ser supridas para
que possam manifestar todo seu potencial produtivo e reprodutivo. As necessidades
nutricionais das abelhas séo supridas exclusivamente por néctar (carboidratos) e o pdlen
(proteinas, vitaminas, lipideos e minerais) (Marchini et al. 2006; Potts et al. 2016).

O periodo conhecido como entressafra, em que ocorre escassez de alimento na
natureza, prejudica a sobrevivéncia e a produgdo das abelhas devido a deficiéncia de
nutrientes, 0 que compromete a manutencdo das coldnias, diminuindo o tempo de vida
das abelhas e facilitando o aparecimento de doencas. Com o intuito de suprir esta
deficiéncia de nutrientes, apicultores oferecem suplementacdo artificial proteica e
energética, que pode ser disponibilizada de forma liquida, s6lida ou pastosa, procurando
atender as necessidades nutricionais das abelhas. A suplementacéo artificial visa suprir a
falta ou escassez da alimentacdo natural coletada nas flores (Singh and Singh 1996;
Carrillo et al. 2015).

O pdlen possui funcdes importantes no desenvolvimento adequado das crias,
nutricdo de abelhas jovens e funcionamento de glandulas (Marchini et al. 2006). Seu
constituinte mais importante é a proteina, cujo conteldo apresenta alta variacao, de 4 a
34% (Estevinho et al. 2011).

A alimentacdo larval exerce papel fundamental na diferenciacdo das castas, uma
vez que promove a mudanca no perfil hormonal e manutencao da integridade do ovario
nas rainhas. Essa grande diferenca no desenvolvimento € atribuida a sua dieta exclusiva
e rica em geleia real, produzida pelas abelhas operarias nutrizes com idade de 4 a 12
dias, a partir das secrecOes das glandulas mandibulares e hipofaringeanas localizadas na
regido da cabeca (Feng et al. 2009; Cruz-Landim and Abdalla 2009; Kamakura 2011).
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.

Embora a alimentacdo das abelhas Apis mellifera seja focada em alimentos
proteicos e energéticos, outros nutrientes como vitaminas e minerais sdo importantes
para o desenvolvimento das coldnias (Brodschneider and Crailsheim 2010). Em
condigdes naturais, as necessidades de minerais das abelhas Apis mellifera sao supridas

exclusivamente pela colheita de recursos florais (pdlen, néctar e agua) com
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concentracdes que podem variar dependendo da regido e variabilidade vegetal presente
nas proximidades do apiério (Zhang et al. 2015).

Herbert e Shimanuki (1978), sugerem uma dieta com 1000 ppm de potassio,
500 ppm de calcio, 300 ppm de magnésio e 50 ppm de sodio, zinco, manganés, cobre e
ferro. Dentre 0s minerais essenciais para o pleno desenvolvimento das abelhas, o ferro
(Fe) se destaca, pois é importante para o funcionamento celular normal, atuando como
co-fator enzimatico, participando do metabolismo, regulacdo da expressao génica,
imunidade, protecdo contra radicais livres, sintese de proteinas e manutengédo
fisioldgica no cérebro (Faa et al. 2008; Belaidi and Bush 2016).

Dentro deste contexto, o Fe destaca-se com grande importancia no
desenvolvimento de insetos, varias enzimas que contém ferro como a RNA polimerase
I, fenilalanina e tirosina, possuem func@es importantes na sintese de DNA e RNA, e no
processo de desenvolvimento do sistema imunoldgico. Além disso, algumas enzimas
que contém ferro em sua composicdo sdo responsaveis pela formacdo de energia, e
também estdo presentes em grande quantidade na musculatura toracica das abelhas,
auxiliando no voo (enzima citocromo oxidase e NADPH oxidase) (Nichol et al. 2002)

Entretanto, ainda pouco se conhece sobre as reais necessidades do mineral Fe e
sua influéncia na fisiologia das abelhas (Brodschneider and Crailsheim 2010).

Neste sentido, é importante estudar nutrientes que podem afetar o
desenvolvimento das glandulas mandibulares de operarias nutrizes, podendo assim,
afetar a qualidade e quantidade de geleia real produzida, o que pode influenciar

diretamente no desenvolvimento e manutencéo do enxame.

2. Material e Métodos

Tratamentos

Foram utilizadas 12 colmeias de abelhas Apis mellifera, padronizadas quanto ao
numero de quadros de cria e alimento (3 e 2, respectivamente), distribuidas em 4
tratamentos com 3 repeticOes experimentais: FeO: Tratamento controle, xarope de
aglicar sem suplementacdo de ferro; Fe25: Suplementagdo com 25 mg L™ de Ferro

diluido em xarope de aglcar; Fe50: Suplementagdo com 50 mg Lt de Ferro diluido em
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xarope de acuicar e Fe100: Suplementacdo com 100 mg L™ de Ferro diluido em xarope
de acUcar.

A fonte de Ferro utilizada foi o Sulfato Ferroso heptahidratado, marca Dinamica
Quimica Contemporanea (contendo 31,10% de ferro) diluido em xarope de acgucar
(proporcédo de 1:1 de agua e acucar cristal), fornecido por meio de alimentador tipo
Boardman (500 mL por semana), durante o periodo de entressafra (maio, junho e julho)
de 2016. Dados de nosso laboratério mostram que nestes meses ocorrem as menores
concentracdes do mineral ferro nas amostras de pdlen que as abelhas possuem para
coleta nas proximidades do apiério.

Para a confirmacdo dos niveis de inclusdo fornecidos em cada grupo
experimental, foi realizada analise por Espectrometria de Absor¢cdo Atémica com chama
(FAAS) obtendo-se os seguintes valores: Fe25: 25,695 mg L™; Fe50: 47,796 mg L e
Fe100: 104,175 mg L.

Coleta das abelhas e armazenamento

A coleta das abelhas foi baseada na metodologia descrita por Oliveira (2013).
Nos meses de entressafra (junho, julho e agosto) foram coletadas 20 abelhas operarias
por enxame. Para isso, foram retirados 2 quadros com cria operculada de cada
tratamento, em seguida, estes quadros foram envolvidos individualmente em tecido filo,
para que os adultos permanecessem presos apds a emergéncia das células de cria. Os
quadros foram colocados em estufa com temperatura de 30° C e umidade de 60% até a
emergéncia dos individuos. As abelhas operarias nascidas foram marcadas na regidao do
pronoto com caneta atdxica (Posca Paint Pens, Lapis Mitsubishi, Japdo). Depois de
serem marcadas, as abelhas foram reintroduzidas em seus enxames de origem.

Ap0s, as abelhas foram colhidas aos seis dias de idade (nutrizes) com auxilio de
uma pinga entomoldgica e imediatamente foram armazenadas em tubo Falcon com
furos para facilitar a entrada de ar. Logo apdés, foram eutanasiadas (anestesiadas com
CO, e posteriormente decapitadas com bisturi) e suas cabecas fixadas em formaldeido
a 4% dissolvido em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,3 por 24 horas.

Posteriormente, as cabecas das abelhas foram lavadas em agua corrente por 24
horas, sendo entdo adicionado alcool etilico a 70%, permanecendo nessas condi¢des

até o processamento para analises histoldgicas.
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Analise Morfologica

As andlises histoldgicas foram realizadas e adaptadas de acordo com Smodis-
Skerl e Gregorc (2010). O material foi processado em séries crescentes de etanol (70,
80, 90 e 95%) e foram realizados cortes nas porcOes anteriores e posteriores das
cabecas (eliminando cerca de 1 mm de quitina), posteriormente, as cabecas foram
embebidas em resina metacrilato (HistoResin®, Leica, Heidelberg, Alemanha).

Apo6s a embebicdo em resina, as cabegas foram incluidas em moldes pléasticos
com a resina de montagem formando os blocos para producao de laminas, em seguida
o0s blocos foram colados em madeira.

Na sequéncia os blocos foram levados ao micrétomo rotativo automatico
(Leica RM2155, Alemanha) e cortes de 3um foram produzidos com navalha de vidro.
De cada bloco foram produzidos cortes em série, os quais foram imediatamente
dispostos em laminas de vidro, sendo colocados 12 cortes por lamina com média de
13 laminas por bloco.

As laminas contendo os cortes foram coradas em hematoxilina-eosina, secas
em estufa, e uma laminula foi colocada sobre os cortes em cada ldmina, montada com

Entellan®.

Morfometria da glandula mandibular

Por meio de uma camera digital (Leica DC300FX), acoplada ao microscopio
(Leica DMLBS80), os cortes foram fotomicrografados e analisados utilizando-se o
software de analise de imagem (Leica Q-win versdo 3 para Windows).

Para a mensuracdo da area do reservatorio da glandula mandibular foram
analisadas 10 abelhas (5 blocos) por tratamento, gerando 40 imagens por abelha,
totalizando 80 imagens por bloco, dessa forma foram analisadas 400 imagens da
glandula mandibular por tratamento. Para a mensuragdo da altura da célula secretora
da glandula mandibular foram realizadas 10 medidas por imagem.

Assim, com auxilio do software de analise de imagem foi realizada a contagem
da area do reservatorio e da altura da célula secretora da glandula mandibular por
animal para cada grupo experimental. Além disso, utilizando-se do mesmo software, a
area e a altura da célula secretora da glandula mandibular foi medida para a

determinacgéo estatistica da area e altura média (um).
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Andlise Estatistica

Os resultados 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).

3. Resultados

Ao longo do periodo experimental, foi observada reducdo significativa no
desenvolvimento da glandula mandibular nos tratamentos que continham ferro,
independente do nivel de inclusdo, tanto para area (tamanho) como para a altura da
célula secretora da glandula; o tratamento controle apresentou desenvolvimento superior

em todos 0s meses e tratamentos analisados (tabela 1 e 2).

Tabela 1. Area da glandula mandibular (pmz) nos meses de junho, julho e agosto. Os
valores representam as médias seguidas de seus desvios padrbes. FeO (sem
adicdo de Fe); Fe25 (25 mg L Fe); Fe50 (50 mg L Fe) e Fe100 (100 mg L
Fe).

Area média (um? x 10°) da glandula mandibular de abelhas Apis mellifera L.

Junho Julho Agosto
Fe0 10,4+2,5aC 10,8+2,6aB 11,5+2,8aA
Fe25 7,8+2,9bB 8,5+2,8bA 7,8+2,7bB
Fe50 7,612,2bB 8,3+3,1bA 6,4+2,4cC
Fel00 7,5+2,5bB 8,412,6bA 7,5+2,6bB

Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre diferentes tratamentos no mesmo més (P<0,05).
Letras maiUsculas indicam diferenca estatistica entre 0 mesmo tratamento para meses diferentes (P<0,05).
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Figura 1. Fotomicrografias representativas da area da glandula mandibular de abelhas

Apis mellifera. Fe0: controle; Fe25: 25 mg L™ de Ferro; Fe50: 50 mg L™ de Ferro e
Fe100: 100 mg L de Ferro. A cor preta representa a area da glandula. Aumento: 10x.

Tabela 2. Altura da célula secretora da glandula mandibular (um) nos meses de junho,
julho e agosto. Os valores representam as médias seguidas de seus desvios
padrdes. Fe0 (sem adicdo de Fe); Fe25 (25mg L Fe), Fe50 (50mg L1 Fe) e
Fe100 (100mg L Fe).

Altura média (um x 10%) da glandula mandibular de abelhas Apis mellifera L.

Junho Julho Agosto
Fe0 124,0+10,6aC 126,9+7,4aB 128,545,7aA
Fe25 114,3+10,4bA 109,1+8,9bB 108,346,4bC
Fe50 112,549,1cA 107,946,7cB 107,5+5,9¢cB
Fel00 110,4+8,4dA 108,5+7,9cB 108,0+6,4bB

Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre diferentes tratamentos no mesmo més (P<0,05).
Letras maiUsculas indicam diferenca estatistica entre 0 mesmo tratamento para meses diferentes (P<0,05).
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Figura 2. Fotomicrografias representativas da altura da célula secretora da glandula
mandibular de abelhas Apis mellifera. Fe0: controle; Fe25: 25 mg L* de Ferro; Fe50:
50 mg L de Ferro e Fe100: 100 mg L™* de Ferro. As linhas pretas representam a altura

da célula secretora da glandula. Aumento: 10x.

4. Discussao

A suplementagdo das abelhas com o mineral Fe foi realizada no periodo de
entressafra, quando pode ocorrer reducdo da atividade da glandula mandibular, devido
a diminuicdo ou escassez de recursos florais disponiveis para as abelhas, 0 que pode
acarretar em falta ou auséncia de nutrientes, como minerais (Brodschneider and
Crailsheim 2010). Em condic@es naturais, as necessidades de minerais na nutricdo das
abelhas Apis mellifera sdo supridas exclusivamente pela colheita de recursos florais,
como o polen, cujas concentracdes que podem variar dependendo da regido e
variabilidade vegetal presente nas proximidades do apiério.

Com relagdo ao mineral ferro, foram testados neste trabalho niveis de incluséo
acima e abaixo dos recomendados por Herbert e Shimanuki (1978), que sugerem uma
dieta com 50 mg L de ferro para as abelhas, com base na quantidade de minerais

disponiveis nos recursos alimentares, que pode variar de 0,08 a 233,0 mg kg™ de Fe no
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mel e de 11,1 a 520,0 mg kg* de Fe no pdlen (Zhang et al. 2015). Entretanto, Herbert e
Shimanuki (1978) sugeriram o valor de 50 mg L* com base nos valores médios de
ferro encontrados no pdlen de diferentes localidades. Neste trabalho, foi fornecida a
suplementacdo com fonte de ferro inorganico diretamente para o enxame, no sentido de
verificar os efeitos deste mineral na fisiologia glandular das abelhas operarias na fase
de nutrizes.

Observou-se neste trabalno que a fonte de Fe inorgéanico alterou o
desenvolvimento da glandula mandibular nos meses e tratamentos estudados, fato este
sugere que a suplementacdo modulou o estado nutricional e fisiologico das abelhas
operarias nutrizes. Deseyn e Billen (2005) verificaram que a quantidade de geleia real
secretada estd diretamente relacionada ao tamanho das glandulas mandibulares,
mostrando que glandulas bem desenvolvidas produzem mais geleia real, o que
influenciara diretamente na nutricdo e desenvolvimento do enxame. Entretanto, em
todos os tratamentos suplementados com o mineral Fe foi observado efeito negativo,
visto que a glandula mandibular ndo se desenvolveu na mesma propor¢do quando
comparada ao grupo sem suplementacéo mineral.

A primeira hipotese poderia ser explicada pelo fato do mineral ferro ter sido
deslocado e armazenado em granulos presentes nos trofécitos do corpo gorduroso,
principalmente em abelhas jovens, cujo acimulo pode aumentar em funcdo da dieta rica
em ferro disponivel para as abelhas. Os granulos ricos em ferro sdo importantes para
auxiliar as abelhas na orientacdo em relacdo ao eixo magnético da terra, o qual é
importante para a orientacdo durante o forrageamento (Ferrari 2014; Liang et al. 2016;
Lambinet et al. 2017).

Outra hipdtese poderia estar relacionada a um possivel efeito toxico do mineral,
promovido por um excedente do ferro livre no organismo das abelhas, uma vez que
estas tinham acesso normal as suas atividades de forageamento, como colheita de
polen.

Deste modo, a suplementacdo pode ter desencadeado um desequilibrio entre
espécies reativas de oxigénio (radicais livres) e os sistemas de defesa do organismo
(antioxidantes), ocasionando estresse oxidativo, prejudicando o desenvolvimento das
glandulas mandibulares das abelhas A. mellifera. Niveis excedentes de ferro no
organismo da abelha podem promover estresse oxidativo, como observado por

Farooqui (2008), que aplicando citrato de amdnio ferroso nos l6bulos antenais do
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cérebro das abelhas, prejudicou a memdria olfativa e a aprendizagem das abelhas,

relacionando este fato ao estresse oxidativo promovido pelo mineral.

5. Conclusao

Conclui-se que os diferentes niveis de ferro inorganico (sulfato ferroso)
oferecidos na dieta de abelhas Apis mellifera modularam negativamente o tamanho da

area e da altura da célula secretora da glandula mandibular.
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Implicacoes

Pelo fato de néo existirem estudos sobre niveis ideais do mineral Fe diretamente
na dieta das abelhas, foi realizada a suplementacdo com o Sulfato Ferroso (Fe) em
diferentes niveis e procurou-se neste estudo avaliar o desenvolvimento das glandulas
mandibulares, utilizando-se de analises morfométricas como ferramenta de mensuracéo.

No estudo constatou-se que durante o periodo de entressafra a suplementacdo
pelo mineral Fe interferiu de forma negativa, prejudicando o desenvolvimento da
glandula mandibular de abelhas Apis mellifera para os niveis de inclusdo avaliados.

A falta de trabalhos na area de nutricdo de abelhas foi a maior dificuldade
encontrada no estudo, ndo havendo referéncias quanto a quantidade do mineral Fe para
experimentos a campo. Novas pesquisas devem ser realizadas com objetivo de
determinar niveis nutricionalmente seguros de minerais na dieta das abelhas; desta
forma, sugerem-se novos estudos com menores propor¢oes do mineral Fe.

Espera-se que futuramente sejam encontrados e recomendados niveis ideais de
micronutrientes para dieta de abelhas, visando a real necessidade nutricional destes
insetos, para que haja maior padronizacdo quanto a suplementacéo artificial de abelhas
Apis mellifera.

Deste modo, espera-se que esse trabalho possa contribuir com informacgdes para
a area de suplementacdo mineral de abelhas, permitindo contribuir com a mensuracéo

da real exigéncia nutricional do Fe para dietas ofertadas em periodos de entressafra.



