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Consideracoes iniciais

1. As abelhas Apis mellifera L.

1.1. Historico

Abelhas sdo insetos pertences a ordem dos himendpteros e familia dos apideos,
sendo conhecidas cerca de vinte mil espécies diferentes. Entre elas as do género Apis e
espéecie mellifera sdo as mais utilizadas para servicos de polinizacdo, producédo de mel,
geleia real, cera, prdpolis e pélen (Ramos e Carvalho, 2007).

As abelhas A. mellifera originaram-se no continente africano e, em seguida, em
dois eventos diferentes e anteriores & chegada do Homo sapiens, migraram para a Asia e
Europa diferenciando-se em  subespécies  fisiolégica, comportamental e
morfologicamente distintas (Parker et al., 2010).

A interacdo entre seres humanos e abelhas A. mellifera é muito antiga; existem
registros de abelhas encontrados em pinturas de cavernas e manuscritos de livros
cientificos, gravuras feitas em cavernas datadas de 7.000 a.C., que mostram o ser humano
colhendo mel de ninhos silvestres de forma extrativista, sem qualquer tipo de cuidado,
causando danos a estrutura e longevidade dos enxames (Crane, 1999).

Assim, com o processo da expansdo territorial europeia e a colonizacdo das novas
terras, as abelhas que antigamente ocupavam apenas o Velho Mundo foram introduzidas
em locais onde nédo se tinham registros de sua existéncia. Os primeiros ninhos de Apis
mellifera encontrados nas Américas datam do século XV1I, no ano de 1621 (Crane, 1999).

O Padre Antonio Carneiro conseguiu autorizacdo do rei D. Pedro I, em margode
1839, para importar para o estado do Rio de Janeiro, proveniente da cidade de Porto em
Portugal, as primeiras abelhas europeias da subespécie A. mellifera melifera (Wiese,
2005).

No Rio Grande do Sul, imigrantes alemaes, entre os anos de 1870 e 1880,
trouxeram as abelhas Apis mellifera ligustica. Outras subespécies também foram trazidas
por imigrantes europeus, disseminando-se, assim, as abelhas A. mellifera por todo

territorio brasileiro (Wiese, 2005).



Em 1956, foi introduzida, na cidade de Rio Claro, a abelha A. mellifera scutellata,
ou abelha africana, com o objetivo de melhorar a producdo nacional de mel (Gongalves,
2006).

No ano seguinte, 26 enxames, com suas respectivas rainhas africanas, escaparam
e se estabeleceram como colbnias selvagens. Iniciou-se entdo uma rapida expansao das
abelhas africanas por todo o Brasil realizando um intercruzamento com as Vvarias
subespécies europeias aqui existentes, originando um descendente hibrido, denominado
abelha africanizada, tendo predominancia das caracteristicas das abelhas africanas (De
Jong, 1996; Goncalves, 2006).

Este novo hibrido apresentou desempenho superior as abelhas europeias presentes
no continente americano. Além da alta capacidade de producdo, essa nova abelha
demonstrou importantes caracteristicas como rapida adaptacdo, desenvolvimento
populacional, rusticidade, resisténcia a doencas, eficiéncia na polinizacdo e maior
capacidade de identificacdo de fonte de alimento (Couto e Couto, 2006).

As abelhas africanizadas se espalharam pelas Américas, cuja migracdo paraareas
tdo distantes pode ser explicada pela capacidade deste hibrido de voar longas distancias e
pela alta frequéncia de enxameamento, que pode ocorrer de 6 a 12 vezes ao ano, enquanto
que as demais abelhas podem enxamear (deixar a colmeia para instituir outra col6nia) de
2 a 3 vezes (Mitchell, 2006).

1.2. Exigéncias nutricionais das abelhas Apis mellifera

Toda colmeia, em condi¢fes normais, possui uma rainha, que é a responsavel pelo
equilibrio populacional da colmeia; enquanto as operarias sao responsaveis pela execucao
de todos os trabalhos dentro e fora da colmeia; ja os zangdes, participam do voo nupcial
(Wiese, 2005).

As abelhas necessitam de reservas de alimento suficientes para atender a sua
propria alimentacdo e das crias em desenvolvimento. Em épocas de escassez de néectar e
polen, é comum os apicultores perderem seus enxames que, enfraquecidos em razdo da
falta de alimento na regido, que migram a procura de maior oferta de alimento (Marchini
et al., 2006).

As caracteristicas produtivas e reprodutivas de colbnias de abelhas sdo

influenciadas pelo clima e disponibilidade de alimento na regido. Assim, durante o



periodo de inverno, época de maior escassez de alimento, os apicultores devem fornecer
alimentacdo artificial que assegura a continuidade do desenvolvimento da colbnia, e
assim prepara-los para coletar néctar, polinizar plantacbes e aumentar a producdo da
rainha, que, consequentemente, aumenta o nimero de operarias (Carrillo et al, 2014).

Os nutrientes requeridos pelas abelhas Apis mellifera, guardadas as suas
particularidades, sdo 0s mesmos requeridos por outras espécies animais: proteinas,
carboidratos, lipideos, vitaminas, minerais e dgua. A diferenca entre as abelhas e outros
animais é que para as abelhas em condic@es naturais, todos esses nutrientes necessarios a
sua alimentacdo provém apenas do néctar, pélen e dgua. O néctar satisfaz as necessidades
de carboidratos, fundamental para a geracdo de energia; o polen supre o requerimento de
proteinas, minerais, lipideos e vitaminas; e a agua cumpre papel de transporte e dissolugédo
de substancias, e serve de meio para varias rea¢es quimicas (Couto, 1996).

O pélen possui fungdes fundamentais no desenvolvimento adequado de crias e
nutricdo de abelhas jovens, funcionamento de glandulas e ovarios e formacéo de gorduras
corporais (Campana e Moeller, 1977; Marchini et al., 2006). Seu constituinte mais
importante é a proteina, cujo conteudo pode variar de 4 a 34%, sendo a Gnica fonte natural
disponivel deste nutriente para as abelhas (Winston, 2003; Estevinho et al., 2011).

As proteinas possuem importantes fungfes em todos os seres vivos. Os teores de
proteina no pélen sdo extremamente importantes para a nutri¢cdo da colmeia, pois durante
0s primeiros cinco ou seis dias de vida adulta, as abelhas operarias consomem grandes
quantidades de polen para obter um nivel adequado de proteinas e aminoécidos
necessarios para completar o seu crescimento e desenvolvimento. Da mesma forma, se as
abelhas operérias jovens ndao consomem quantidade ideal de proteinas, suas glandulas
hipofaringeanas ndo se desenvolvem completamente e a producédo de geleia real pode
ficar prejudicada (Standifer, 2003).

A deficiéncia de proteinas, carboidratos, lipideos, minerais e agua, podem
prejudicar o desenvolvimento, manutencgdo e reproducdo das colbnias, reduzir a vida das
abelhas, provocar estresse e facilitar o aparecimento de doencas, afetar a capacidade das
abelhas de cuidarem das crias novas, como também a composi¢do bromatoldgica das
pupas, diminuindo o nivel de proteina bruta e minerais em até 8,4 e 38,5%,

respectivamente (Funari et al., 1998).



Alguns mineirais sdo considerados macroelementos essenciais como o célcio,
fésforo, magnésio, potéssio, sodio, cloro e enxofre; e como microelementos essenciais o
cobre, cobalto, ferro, iodo, manganés, selénio e zinco (Weckwerth,2007), sdo necessarios
as abelhas, e também obtidos do polen.

Embora o polen coletado pelas abelhas apresente minerais em sua composi¢do
(Couto e Couto, 2002; Marchini et al., 2006; Modro et al., 2007), 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.

O mineral zinco (Zn) é importante para o funcionamento celular normal, atuando
como cofator enzimatico, participando do metabolismo, regulacdo da expressao génica,
manutencdo estrutural de biomembranas, imunidade e protecdo contra radicais livres,
sintese de proteinas, entre outras (Faa et al., 2008).

Além disso, apresenta importancia fundamental como componente estrutural e
funcional dos seres vivos; no aspecto estrutural estdo presentes nas metaloproteinas, e no
aspecto funcional, o papel catalisador que esse ion exerce nos sistemas enzimaticos
(Haragushi, 2004).

O zinco ligado as proteinas participa no estabelecimento permanente e modulacao
transitoria das interacfes entre proteinas, exercendo funcgdes cataliticas e inibitorias
enzimaticas, arranjos e desarranjos de complexos de subunidades macromoleculares e
formacédo de proteina/receptor complexo (Maret, 2003).

O zinco é o mineral que esta presente em maior quantidade nas células e com papel
fundamental na fungdo de mais de 300 classes de enzimas. De todos 0s minerais que se
ligam a proteinas, o0 zinco é o mais abundante (Shi e Chance, 2011). Por isso 0 zinco
tornou-se um foco de investigacdo nos processos de controle da expressdo génica e outros

mecanismos bioldgicos (Valle et al, 1993).

1.3. Glandulas hipofaringeanas
As glandulas mandibulares e hipofaringeanas produzem substancias
complementares que se misturam formando a geleia real, sendo esse alimento uma
complexa composicéo de acucares, agua, proteinas, colesterol, aminoéacidos e vitaminas,

com 90% de suas proteinas pertencentes ao mesmo grupo quimico; porém, ha cinco



outros grupos que se destacam pela elevada quantidade de aminoacidos essenciais
(Deseyn e Billen, 2005).

As glandulas hipofaringeanas em seu maximo desenvolvimento formam cachos
com acinos pluricelures, que ligam-se a um ducto principal (Huang et al., 1989), e estéo
presentes na cabeca da operaria e suas células 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 diferenciagdo de castas e
também utilizada na alimentag&o de larvas jovens e rainhas (Feng et al., 2009; Kamakura,
2011).

As glandulas hipofaringeanas também produzem a enzima glicose-oxidase, a qual
tem acdo intracelular, atuando na propria sintese de geleia real. Quando na fase de
campeira, as glandulas hipofaringeanas das operérias produzem as enzimas invertase, o-
glicosidase e amilase, que possuem acdo extracelular, atuando na digestdo e
processamento do mel (Costa, 2002; Cruz-Landim e Abdalla, 2009).

Deseyn e Billen (2005) verificaram que abelhas na fase de nutriz com seis dias de
idade apresentam a glandula mais desenvolvida, quando comparada a abelhas com 0, 3,
9,12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 dias de vida. Os autores demonstraram que o tamanho da
glandula é relacionado com a atividade da mesma, sendo que individuos recém-emergidos
apresentaram-na pouco desenvolvida e com 15 dias de idade observou-se reducdo no
tamanho dos &cinos. Esses autores também elucidaram que a quantidade de geleia real
secretada esta diretamente relacionada ao tamanho dos acinos, mostrando que glandulas
bem desenvolvidas produzem mais geleia real.

Para essas abelhas, a quantidade e qualidade do pdlen consumido sdo
imprescindiveis ao desenvolvimento de su as glandulas hipofaringeanas. O tamanho e
desenvolvimento desta glandula sdo representados pelo didmetro de seus &cinos e estdo

relacionados ao total de proteinas consumido (Pernal e Currie, 2000).

2. Protedmica e metaloprotedmica

O proteoma € o0 conjunto de proteinas expresso por um determinado organismo,
que permite compreender os efeitos estruturais e funcionais causados por fatores

ambientais, incluindo a nutricdo (Wilkins et al, 1996); enquanto o0 genoma proporciona



somente informagdo estatica, o proteoma fornece uma visdo geral do funcionamento da
célula (Manso et al., 2005).

Ja a metaldmica esta relacionada com gendmica e protedmica, pois a sintese e
fungdes metabdlicas dos genes e proteinas ndo ocorrem sem a presenca de ions metalicos.
As metaloproteinas podem ser definidas como aquelas proteinas que contém um cofator
metalico incorporado por meio de ligacdes especificas, caracterizando-se pela alta
afinidade. Estima-se que aproximadamente 40% de todas as proteinas e enzimas sao
dependentes de um ion metalico para exercer sua atividade biolégica (Romanowski et al.,
2001; Garcia et al., 2006). Neste sentido, a metaldmica pode ficar na mesma posi¢cdo em
importancia cientifica como gendmica e protebmica (Haragushi, 2004).

A confirmacdo de uma proteina como metaloproteina e a identificacdo do metal
intrinseco podem, juntamente com analise por bioinformatica da sua sequéncia, fornecer
pistas importantes da sua funcéo e estrutura do sitio ativo (Shi e Chance, 2011).

Dentre os metais que apresentam forte ligacdo as proteinas estdo, mais
frequentemente, os metais de transi¢do, como ferro, cobre, zinco, manganés, molibdénio
e cobalto, que devido as suas propriedades (densidade, pequeno raio atbmico e interagao
via eletromagnética e forcas eletrostaticas), estdo ligados a maioria das metaloproteinas
(Arnesano et al. 2006).

Embora os ions metalicos constituam pequena porc¢éo do tecido corporal dos seres
Vivos (4%), estes sdo essenciais como componentes estruturais e em diversos processos
vitais, com fungbes estruturais e funcionais. Na parte estrutural, destaca-se seu papel
como integrantes de compostos organicos corporais. Na parte funcional, como catalisador
de sistemas enzimaticos, por exemplo (Hilton, 1989).

O estudo de metaloma pode fornecer informagdes tais como: (i) elemento (espécie
metalica ou metaldide) distribuido entre os compartimentos celulares de determinado tipo
de célula; (ii) seu meio de coordenacdo (a qual a biomolécula esta incorporada ou a qual
o0 bioligante esta complexado); (iii) as concentracGes das espécies metalicas individuais
presentes; e (iv) a estrutura da biomolécula (Gémez-Ariz et al., 2004; Szpunar, 2005;
Mounicou et al., 2009).

Devido ao importante papel que essas biomoléculas exercem sobre as atividades
bioldgicas dos seres vivos, novas areas cientificas, denominadas metalémica e

metaloprotedbmica, foram propostas e permitiram a integragdo de estudos



tradicionalmente analiticos com estudos inorganicos e bioquimicos (Haragushi, 2004;
Garcia et al, 2006). Tecnicas importantes frequentemente empregadas na
metaloprotedmica incluem ferramentas classicas da protedmica, como espectrometria de
massas e 2D-PAGE, cromatografia de afinidade, bioinformatica para analise de
sequéncias e modelagem 11 por homologia, espectroscopia de absorcdo de raios-X e
outras ferramentas baseadas em radiacdo sincrotron. A combinacdo dessas técnicas
fornece uma abordagem poderosa para o entendimento da funcdo das metaloproteinas
(Shi e Chance, 2011).

Assim o desenvolvimento da colmeia esta ligado a nutricdo, e pode ser observada
nas glandulas hipofaringenas, que quanto mais desenvolvida maior sua quantidade
proteica, em que o mineral zinco tem influéncia, pois se liga as metaloproteinas, e esse
desenvolvimento da glandula é de grande importancia para a producéo de geleia real,
alimento utilizado por larvas jovens e rainhas, que sdo as responsaveis pelo
desenvolvimento populacional da colmeia.

Diante deste contexto, o estudo da influéncia do mineral zinco na nutricdo da
abelha e seu reflexo na glandula hipofaringeana e nas proteinas da geleia real séo de
extrema importancia.

Assim, 0s objetivos do trabalho foram avaliar o efeito de suplementacao de Zinco
(Zn) na alimentacdo das abelhas e seus reflexos na glandula hipofaringeana e nas
proteinas da geleia real.

De acordo com as normas do programa de pés graduacdo em Zootecnia, o capitulo

Il estd apresentado de acordo com as normas de publicacdo na revista Apidologie.
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Efeito da suplementacao de zinco em glandulas
hipofaringeanas e teor proteico da geleia real em abelhas Apis mellifera L.

Resumo

Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito de suplementacdo de zinco, na
alimentacdo de inverno das abelhas, e seus reflexos na glandula hipofaringeana (GH) e
contetido proteico da geleia real. Para isto, foram utilizadas 12 colmeias (03 colmeias por
tratamento) distribuidas de forma aleat6ria nos seguintes tratamentos: Controle (sem
suplementacdo de Zn), T1 com suplementacio de 0,5 mg mL™? de Zn; T2 com
suplementagdo de 1,0 mg mL* de Zn e, T3 com suplementagdo de 1,5 mg mL* de Zn. A
fonte de zinco utilizada foi Sulfato de Zinco heptahidratado (20% de zinco), diluido em
xarope de acucar, 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 (previamente marcadas na regido do pronoto), nos meses de junho e julho. As
laminas foram processadas em cortes de resina e analisadas utilizando o software de
analise de imagem Leica Qwin Plus®. Mensalmente, foi estimulada a producéo de geleia
real e a concentracao de proteinas totais determinada de acordo com o método do Biureto,
sendo posteriormente realizadas as separagdes eletroforéticas em corrida de primeira e
segunda dimenséo. Os geéis obtidos foram escaneados e as imagens analisadas, utilizando-
se 0 programa Image Master Platinum 7.0. Ap6s calculou-se 0 nimero de spots protéicos
para cada tratamento. Os resultados obtidos foram comparados por ANOVA, seguida do
teste de Tukey (P<0,05). Verificou-se que a suplementagdo com o mineral Zn promoveu,
em um primeiro momento, maior desenvolvimento da GH em todos os tratamentos;
entretanto, este efeito desapareceu nos meses seguintes, sugerindo modulacdo na
fisiologia ou toxicidade deste mineral para as abelhas. Com relacao ao extrato protéico da
geleia real, observou-se maior valor no més julho para o T3. Por outro lado, o nimero de
spots proteicos foi significativamente maior em todos 0s meses e tratamentos, em relacao
ao controle. Conclui-se que o zinco pode contribuir para o desenvolvimento da glandula
hipofaringeana e enriquecimento proteico da geleia real.

Palavras-chave: apicultura, nutricdo, proteinas, suplementacdo mineral
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Abstract

The objectives of this study were to evaluate the effect of zinc supplementation in the
winter feeding of bees, and the reflection on hipofaringeana gland (GH) and protein
content protein in royal jelly. For this, 12 hives were selected (03 hives for treatment)
randomly distributed in the following treatments: control (no supplemental Zn), T1
supplemented with 0.5 mg mL™* Zn; T2 supplemented with 1.0 mg mL™ of Zn and T3
supplemented with 1.5 mg mL™ of Zn. The zinc used was zinc sulfate heptahydrate (20%
zinc), diluted in sugar syrup, every 07 days for hives (500ml). For morphometry of the
gland were collected 20 bees for treatment with six days of age (previously marked on
the pronotum region) in the months of june and july. The laminae were processed in resin
cuts and analyzed using image analysis software Leica Qwin Plus®. The royal jelly was
stimulated your production monthly in the treatments and full protein concentration
determined according to the Biuret method, and subsequently electrophoretic separations
performed in the first run and the second dimension. The obtained gels were scanned and
the images analyzed using the Image Master Platinum 7.0 software. After it was
calculated that the number of protein spots for each treatment. The results were compared
by ANOVA followed by Tukey test (P <0.05). It was found that supplementation with
mineral Zn promoted in the first moment, more development of GH in all treatments;
however, this effect disappeared with the passing of months, suggesting modulation in
physiology or toxicity of this mineral for the bees. With regard to the protein extract of
royal jelly, the higher value was observed in the month July for the T3. Moreover, the
number of protein spots was significantly higher in every month and treatments compared
to control. It is concluded that zinc can contribute to the development of hipofaringeana
gland and protein enrichment of royal jelly.

Keywords: beekeeping, nutrition, protein, mineral supplements
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1. Introducéo

Os teores de proteina no polen sdo extremamente importantes para a nutricdo da
colmeia, pois durante os primeiros 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 desenvolvimento da glandula hipofaringeana. Da mesma
forma, se as abelhas operarias jovens ndo consomem quantidade ideal de proteinas, suas
glandulas hipofaringeanas néo se desenvolvem completamente e a producéo de geleia real
pode ficar prejudicada (Standifer, 2003).

As glandulas mandibulares e hipofaringeanas produzem substancias
complementares que se misturam formando a geleia real, sendo esse alimento, uma
complexa composicao de agucares, agua, proteinas, colesterol, aminoacidos e vitaminas
(Deseyn e Billen, 2005). As gléandulas hipofaringeanas estdo presentes na cabeca da
operaria e suas células 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 alimentacao
de larvas jovens e rainhas (Feng et al., 2009; Kamakura, 2011).

Os minerais como 0 zinco apresentam importancia fundamental como
componentes estruturais e funcionais dos seres vivos; no aspecto estrutural estdo
presentes nas metaloproteinas, e no aspecto funcional, o papel catalisador que esses ions
exercem nos sistemas enzimaticos (Haragushi, 2004). O conhecimento de fatores que
podem afetar o desenvolvimento de glandulas hipofaringeanas e a qualidade da geleia
real produzida é de extrema importancia para apicultura, auxiliando em estratégias de
suplementacdo alimentar e melhor entendimento de como préaticas de manejo podem
afetar o enxame de abelhas.

Assim o estudo de nutrientes como o mineral zinco para a formulacdo de uma
dieta adequada para enxames em épocas de escassez de alimento, € de extrema
importancia para o meio apicola, pois uma nutricdo adequada influencia no

fortalecimento dos enxames e consequentemente a producéo dos produtos da colmeia.
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Desta forma, os objetivos da presente pesquisa foram avaliar o efeito de
suplementacédo de Zinco (Zn), em épocas de escassez de alimento para as abelhas, e seus

reflexos na glandula hipofaringeana e no teor proteico da geleia real.

2. Material e métodos

2.1. Local do Experimento
O projeto foi desenvolvido no Setor de Apicultura da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, localizado na Fazenda Experimental Lageado, UNESP, Campus
de Botucatu, com as seguintes coordenadas geogréaficas: 22° 49"de latitude sul e 48° 24 de

longitude Oeste, com clima tipo Cfa e altitude média de 623 metros.

2.2. Tratamentos

Anteriormente ao inicio dos experimentos, foram realizados testes em
laboratdrio, com abelhas campeiras coletadas em colmeias de apoio, para verificar o
consumo e aceitacao de xarope de agucar (dgua e acucar na proporcao 1:1) contendo zinco
inorganico (Sulfato de Zinco heptahidratado contendo 20% de zinco da marca Dinamica)
em diferentes concentra¢des (50,0; 40,0; 30,0; 15,0; 12,5; 10,0; 7,5; 5,0; 2,5; 1,5; 1,0 e
0,5 mg mLY). Verificou-se que concentragdes de Zn acima de 1,5 mg mL™ deixaram o
xarope de acgucar viscoso e de dificil consumo pelas abelhas; desta forma, optou-se por
utilizar as concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 mg mL™ de Zn.

As colmeias utilizadas foram padronizadas quanto ao nimero de quadros de cria
e alimento. O xarope de agticar com e sem zinco comecaram a ser oferecido um més antes
do inicio das coletas tanto das abelhas quanto a inducdo da producdo de geleia real.

Assim, as colmeias foram divididas nos seguintes tratamentos (03 colmeias /

tratamento):

= Tratamento Controle: sem suplementagdo com Zn;
= Tratamento 1: Suplementagio com Zn na concentragdo de 0,5mg mL?;
= Tratamento 2: Suplementacdo com Zn na concentracdo de 1,0 mg mL™;

= Tratamento 3: Suplementa¢do com Zn na concentragdo de 1,5 mg mL™.
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A fonte de zinco inorgénico foi administrada a cada sete dias, por meio de
alimentador tipo Boardman, durante os meses de junho, julho e agosto, correspondente

ao periodo de inverno ou entressafra na regido do estudo.

2.3. Desenvolvimento de Glandulas Hipofaringeanas

- Colheita das abelhas

A colheita das abelhas foi baseada na metodologia descrita por Oliveira (2013).
Nos meses de junho e julho, foram colhidas 20 abelhas operarias com seis dias de idade,
provenientes de um quadro aleatorio de uma colmeia de cada tratamento a cada més.
Para isso, foram retirados um quadro com cria operculada de cada tratamento; em
seguida, estes foram envolvidos individualmente em tecido fil6, 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 +60% até a emergénciados
adultos. As operarias nascidas foram marcadas na regido do pronoto com caneta atoxica,
ainda presas ao quadro, por cima do tecido filé. Apds serem marcadas, as abelhas foram
reintroduzidas em seus enxames de origem.

Essas abelhas foram colhidas com auxilio de pinca entomologica e imediatamente
armazenadas em potes plasticos com furos para facilitar a entrada de ar. Logo apds,
foram eutanasiadas (anestesiadas com CO2 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.

Ap0s, as cabecas das abelhas foram lavadas em agua corrente por mais 24 horas,
sendo entdo adicionado alcool etilico a 70%, permanecendo nessas condicdes até o

processamento para analises histoldgicas.

- Morfologia e Morfometria

Os procedimentos foram baseados e adaptados de Smodis-Skerl e Gregorc
(2010).
O material foi processado em série crescente de etanol, sendo embebido em

resina metacrilato (Historesin - Leica). Apds a embebicéo em resina, as cabecas das
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abelhas foram incluidas em moldes plasticos com a resina de montagem formando os
blocos para producdo de ldminas. Em cada bloco foram colocadas duas cabecas, que
secaram por um periodo de 24 horas. Em seguida os blocos sdo soltos dos moldes para
serem colados (com cola araldite) em madeira.

Na seqiiéncia os blocos foram levados ao micrétomo rotativo automatico e
cortes de 3um séo produzidos com navalha de vidro. Os cortes foram colhidos e
imediatamente colocados em laminas para serem corados.

De cada bloco foram produzidos 130 cortes em série, os quais foram
imediatamente dispostos em laminas de vidro, sendo colocados 10 cortes por lamina,
totalizando 13 laminas por bloco. Para cada més analisado foram feitos 5 blocos (2
cabecas em cada bloco) que produz um total de 650 cortes para analise.

As laminas contendo os cortes foram coradas em hematoxilia-eosina, secas em

estufa e colocada uma laminula colada com Entellan®.

- Andlise da Area Acinar

Por meio de uma camera digital acoplada ao microscopio os cortes foram
fotomicrografados e analisados utilizando-se o software de analise de imagem Leica
Qwin Plus® ( Figura 1).

3 - o - b, - L e
Figura 1: A. Fotomicrografia da glandula hipofaringeana de abelha operéria com 6 dias de
idade (fase de nutriz). A: acino pluricelular; B: ducto excretor.Barra de escala: 50y m; B. Uso
do software de analise de imagens para determinacéo das areas dos acinos (em vermelho) com
auxilio de mesa digitalizadora.



20

- Calculo do nimero médio de &cinos e da area média dos maiores acinos
secretores durante o periodo experimental.

Para a quantificacdo do numero médio e drea media dos &cinos nas glandulas
hipofaringena, foram analisadas 20 imagens histoldgicas de cada abelha (n=10), num
total de 200 imagens. Com auxilio do software de analise de imagem Leica Qwin Plus®
foi realizada contagem do ndmero de acinos por animal para cada grupo experimental.

Além disso, utilizando-se 0 mesmo software, os acinos foram contornados e a area

média (pmz) dos 10 maiores acinos para cada grupo experimental foi determinada, isso
porque apos realizados testes observou-se que 0s 10 maiores eram representativos do
todo. Todas as medidas foram salvas em planilhas do programa Excel®, para serem

analisadas.

2.4. Inducdo da producéo de geleia real

A producéo de geleia real foi realizada segundo Doolittle (1899), pelo método de
transferéncia de larvas. A producdo de geleia real foi colhida apds 48 horas da
transferéncia e armazenada em frasco ambar e em freezer (abaixo de 0°C) até o0 momento

das analises.

2.5. Obtencéo da massa proteica da geleia real

Para obtenc¢éo do extrato proteico, 250 mg de amostra foram pesadas em 2 tubos
eppendorf (totalizando 500 mg) sendo adicionado 500 pL de &gua deionizada. Essa
mistura contida nos tubos foi homogeinizada em vortex e centrifugada a 7000 rpm por 30
minutos. Apo6s, ambos 0s sobrenadantes foram retirados e colocados em micro tubo,
sendo este centrifugado por 5 minutos a 14000 rpm. Da mesma forma, ap6s centrifugacéo,
0 sobrenadante foi retirado e transferido a outro tubo, sendo este processo repetido por
seis vezes, até obtegcdo de um extrato limpo.

Foi adicionado as amostras solucdo gelada de acetona 80% (v/v) na proporcao de
1:4 (amostra:acetona) e estas armazenadas por duas horas em geladeira para precipitagéo

das proteinas. Em seguida, o precipitado proteico obtido foi centrifugado a 14000 rpm
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em centrifuga refrigerada por 5 minutos para retirada do sobrenadante e obtencéo da
massa proteica.

A concentracao de proteinas totais nos extratos de geleia real foram determinadas
de acordo com o0 método do Biureto, empregando albumina de soro bovino como padrao
(Sykes et al., 1987). Para leitura das amostras, os precipitados proteicos foram
ressolubilizados em 150 pL de NaOH 0,5 mol L. Em tubos de vidro foram adicionados
50 pL da amostra ressolubilizada e 2,5 mL do reagente do Biureto. Estes tubos foram
mantidos em banho maria a 32°C durante 15 minutos. Apos o tempo de reacéo, as leituras

de absorbancia foram medidas a 540 nm, usando espectrofotdmetro UV/Visivel.

2.6.  Separac0es eletroforéticas

Para as separacdes eletroforéticas, a massa proteica (pellet) foi ressolubilizada em
tampao Tris-HCI 1 mol L™ (pH 6,8), contendo ureia a 7 mol L2, tioureia 2 mol L, 3-[(3-
cloroamidopropil)dimitelamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) a 2% (m/v), anfolitos de
pH 3 a 10 0,5% (v/v) e azul de bromofenol a 0,002% (Candiano et al., 2004).

Ap0s, 250 pL da massa proteica mais tampdo, foram aplicados em fitas de 13cm
que contém gel pré-fabricado com anfélitos imobilizados de pH 3-10 e colocados em um
aparato com 6leo mineral em temperatura ambiente, para serem hidratados com o extrato
proteico e apos 12 horas foram levadas ao sistema de isofocalizacdo elétrica (IOF —
corrida em primeira dimensao), para a separacdo das proteinas em funcao do pH.

Antes do inicio da corrida eletroforética em segunda dimenséo, as fitas foram
submetidas a solucdes de equilibrio em duas etapas utilizando-se mesa agitadora: na
primeira etapa de reducéo, foram utilizados 10 mL de solugdo contendo 6 mol L, SDS
2% (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol L, azul de bromofenol 0,002% (m/v)
e DTT 1% (m/v). Na segunda etapa, de alquilacdo dos grupos tidis, foi utilizada uma
solucdo de composicdo similar, porém, substituindo-se o0 DTT por iodocetamida 2,5%
(m/v). Na segunda dimensdo do processo eletroforético (2D-PAGE), as fitas foram
colocadas sob os géis de poliacrilamida a 12,5%, preparados previamente em placas de
vidro de 180x160x1,5mm, a partir das seguintes solugdes: acrilamida, N,N,-
metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino metano, dodecil sulfato de sodio (SDS),

N,N,,N,N,-tretametilenodiamina (TEMED), acido cloridrico e persulfato de aménio. Ao



22

lado das fitas aplicou-se um pedaco de papel de filtro, contendo 10 pL de padrdo de massa
molar apresentando as proteinas B-fosforilase (97kDa), albumina (66kDa), ovoalbumina
(45kDa), anidrase carbonica (30kDa), inibidor de tripsina (20,1kDa) e a-lactoalbumina
(14,4kDa). As fitas e os filtros foram vedados com solucéo quente de agarose (0,5% m/v)
em tampdo adequado, de modo a garantir contato com o gel de poliacrilamida. Em
seguida, a corrida em segunda dimensdo foi realizada com a seguinte programacao:
Tensdo - 100V por 30 minutos e em seguida, Tensdo =250V por 2h35min.

Ap0s término da corrida, os géis foram submetidos a solucéo fixadora contendo
acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v) por uma hora e finalmente corados durante 72
horas - sobre mesa agitadora - com corante Coomassie coloidal, que consiste em solugéo
de sulfato de aménio 8% (m/v), &cido fosférico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250
0,08% (m/v) e metanol 25%(v/v). Apds 72 horas os géis foram lavados sucessivamente
com agua deionizada para remocao do corante.

Os géis obtidos foram escaneados e as imagens analisadas, utilizando-se o
programa Image Master Platinum 7.0. A deteccdo dos spots e a determinacdo do seu
volume foram realizadas de modo automatico adotando-se os parametros: smooth = 2;
area minima =5 e saliéncia = 30. Dentro de cada grupo, o gel com maior nimero de spots
foi escolhido como gel de referéncia e em seguida efetuado o “match gels”, uma

comparacao entre os spots das réplicas de cada grupo.

2.7. Analise Estatistica
Os resultados obtidos foram comparados por ANOVA, seguida do teste de Tukey
para verificar diferencas entre as médias. Foi considerado como estatisticamente
diferentes quando p<0,05 (Zar, 1996).
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3. Resultados

Observou-se que o tratamento 1 (T1) proporcionou aumento significativo no
namero de acinos da glandula hipofaringeana para o més de junho, com relacdo ao
controle e demais tratamentos. Os tratamentos T2 e T3 ndo diferiram entre si, mas foram
significativamente diferentes do controle. Para 0 més de julho ndo foram observadas

diferencas entre os tratamentos e controle (Tabela 1).

TABELA 1: Numero de 4cinos das glandulas hipofaringeanas de abelhas Apis mellifera
africanizadas colhidas nos meses de junho e julho de 2015. Os valores
expressam as médias seguidas de seus desvios padrao.

NuUmero de &cinos

Junho Julho
Controle 20,7+£8,9A 28,1+8,4A
T1 29,1+5,5B 28,845,8A
T2 24,2+5,9C 28,5+7,8A
T3 24,1+4 AC 27,948,9A

Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05). Controle (sem
adicdo de Zn), Tratamento T1 (0,5 mg mL™ Zn), Tratamento T2 (1,0 mg mL* Zn) e Tratamento T3 (1,5
mg mL Zn).
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Com relagdo a area média dos acinos das glandulas hipofaringeanas, observou-
se que o T1, promoveu aumento significativo neste pardmetro no més de junho, em
comparacdo com o controle e T2 e T3; por outro lado, T2 e T3 foram semelhantes entre
si, diferindo estatisticamente do controle (Tabela 2).

Para 0 més de julho, o T1 reduziu significativamente a area media dos acinos
das glandulas hipofaringeanas em relacéo controle e T2, nao diferindo de T3. Ja os

tratamentos T2 e T3 foram semelhantes ao controle (Figura 2).

TABELA 2: Area média dos 10 maiores &cinos (umz) das glandulas hipofaringeanas de
abelhas Apis mellifera africanizadas colhidas nos meses de junho e julho
de 2015. Os valores expressam as médias seguidas de seus desvios padrao.

Média da area dos &cinos (um? x 103)

Junho Julho
Controle 26,915+3,5A 28,856+3,3A
T1 31,244+5,2B 26,876+4,5B
T2 28,892+3,5C 29,267+4,6A
T3 29,201+3,9C 28,227+6,7AB

Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05). Controle (sem
adicdo de Zn), Tratamento T1 (0,5 mg mL™ Zn), Tratamento T2 (1,0 mg mL* Zn) e Tratamento T3 (1,5
mg mL™ Zn).
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Por meio das fotomicrografias obtidas foi possivel observar diferengas entre o
numero de &cinos e a area ocupada por eles (Figuras 2 e 3).

Figura 2: Fotomicrografias da glandula hipofaringeana de abelhas Apis mellifera africanizadas
com seis dias de idade (fase de nutriz) coradas pela hematoxilina e eosina, referentes ao més de
junho de 2015. Controle (sem adi¢do de Zn), Tratamento T1 (0,5 mg mL*Zn), Tratamento T2 (1,0
mg mL? Zn) e Tratamento T3 (1,5 mg mL* Zn). Aumento: 200X.
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Figura 3: Fotomicrografias da glandula hipofaringeana de abelhas Apis mellifera africanizadas
com seis dias de idade (fase de nutriz) coradas pela hematoxilina e eosina, referentes ao més de
julho de 2015. Controle (sem adicéo de Zn), Tratamento T1 (0,5 mg mL*Zn), Tratamento T2 (1,0
mg mL? Zn) e Tratamento T3 (1,5 mg mL* Zn). Aumento: 200X.
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Né&o foram observadas diferencas significativas entre o extrato proteico da geleia
real nos meses de junho e agosto, para todos os tratamentos; ja para o0 més de julho, os
tratamentos T1 e T2 nédo diferiram entre si, mas apresentaram diminuicao significativa na
concentracdo do extrato protéico, em relacdo ao tratamento controle e T3 (Tabela 3).

Com relagdo aos tratamentos, observou-se que apenas o tratamento T3 apresentou
aumento significativo no extrato proteico da geleia real no més de julho, em comparacao

aos demais meses analisados.

Tabela 3: Concentracédo de proteina total obtida nos pellets obtida nos extratos dos pellets de
geleia real coletadas nos meses de junho, julho e agosto de 2015. Os valores
expressam as médias seguidas de seus desvios padrfes. Controle (sem adi¢éo de Zn),
Tratamento T1 (0,5 mg mLZn), Tratamento T2 (1,0 mg mL* Zn) e Tratamento T3
(1,5 mg mLt Zn).

Concentracédo de proteina total (g/L)

Junho Julho Agosto
Controle 14,067 £ 0,9 aA 19,524 + 0,6 aA 16,367 £ 2,4 aA
T1 16,538 +£ 3,1 aA 14,600 £ 0,1 bA 13,861 £ 0,1 aA
T2 16,618 £ 0,7 aA 15,760 £ 0,9 bA 16,63 + 1,0 aA
T3 16,344 £ 1,1 aA 23,529+ 0,9cB 17,957 £ 0,4 aA

Letras minusculas indicam valores diferentes dos tratamentos em relagéo ao controle para o0 mesmo més (P<0,05).

Letras maiUsculas indicam valores diferentes dos mesmos tratamentos para os meses diferentes (P<0,05).
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Os resultados da analise da contagem dos spots proteicos estdo apresentados na
Tabela 4.

Observou-se aumento significativo no nimero de spots proteicos no tratamento
T2 em relacdo ao controle, T1 e T3 para todos os meses analisados (Tabela 4). Observou-
se ainda reducdo significativa no nimero de spots protéicos ao longo dos meses para todos

os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise da contagem de spots proteicos nos géis de poliacrilamida da geleia real
coletada nos meses de junho, julho e agosto de 2015. Os valores expressam as médias
seguidas de seus desvios padrdes. Controle (sem adicdo de Zn), Tratamento T1 (0,5
mg mL* Zn), Tratamento T2 (1,0 mg mL*Zn) e Tratamento T3 (1,5mg mL*Zn).

NuUmero de spots proteicos na geleia real

Junho Julho Agosto
Controle 1225+ 2,1 aA 79,2+5,6 aB 73,0+ 0,0aB
T1 143,5 + 5,2 bA 130,7 +4,4 bB 98,0+ 5,0bC
T2 174,5+ 3,7 cA 148,5+9,5¢cB 140,2 £ 8,0 cB
T3 149,3 + 9,1 dbA 129,5 + 6,4 bdA 95,0+ 11,3 bdB

Letras minusculas indica valores diferentes dos tratamentos em rela¢do ao controle para 0 mesmo més (P<0,05).
Letras maiUsculas indica valores diferentes dos mesmos tratamentos para os diferentes meses (P<0,05).

4. Discussao

Neste trabalho, observamos que as adigdes de zinco inorganico em concentragdes
acima de 1,5 mg mL? deixaram o alimento artificial (xarope de agticar) com alta
viscosidade, dificultando o consumo pelas abelhas, em condi¢6es de laboratorio. Sendo
assim, optamos por fornecer as colmeias experimentais concentragdes abaixo deste valor,
para verificar o efeito da suplementacdo deste mineral no desenvolvimento da glandula
hipofaringenas de abelhas com seis dias de idade e no nimero de spots proteicos da geleia

real. Também realizamos a suplementacdo das abelhas com zinco na estagdo
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do inverno ou periodo de entressafra, quando ocorre tendéncia de reducdo do didmetro
da gléndula, por conta da escassez de alimento nessa época (Crailshem, 1990).

Na natureza, as necessidades do mineral zinco pelas abelhas séo supridas pela
colheita de recursos florais, como o néctar e p6len, com concentra¢fes que podem variar
dependendo da regido e variabilidade vegetal presente nas proximidades do apiario
(0,012 a 173,77 mg kg™t no mel e de 5,1 a 340,0 mg kg* no pélen apicola) (Zhang et al.,
2015).

Zhang et al. (2015) sugeriram que 60 mg kg™ de zinco no polen colhido pelas
abelhas seria suficiente para atender as exigéncias nutricionais deste mineral para
enxames com presenca de cria. Entretanto, os autores acima realizaram o experimento
em laboratdrio, por um periodo de tempo curto e numero limitado de abelhas. Neste
trabalho, utilizamos uma concentracdo de zinco superior ao sugerido pelos autores
acima, mas realizamos o experimento a campo, administrando o zinco diretamente na
nutricdo do enxame e com maior nimero de abelhas consumindo o alimento.

Verificamos que o fornecimento de zinco inorganico, em um primeiro momento,
promoveu aumento na area e nimero de acinos da glandula hipofaringeana, sugerindo a
importancia deste mineral na nutricdo das abelhas (Zhang et al., 2015). Entretanto, ap6s
0 primeiro més do experimento, observamos reducdo nos parametros avaliados da
glandula hipofaringeana, com abandono dos enxames das colmeias experimentais no
terceiro més.

Isto poderia estar relacionado com o fato do zinco estar diretamente ligado a
vitelogenina, maior proteina circulante na hemolinfa das abelhas adultas (Amdam etal.,
2005). Niveis aumentados de vitelogenina podem reduzir a producdo de Hormonio
Juvenil (HJ), envolvido em mudancas fisiolégicas de glandulas exdcrinas, como a
hipofaringeana. Sendo assim, podemos inferir que 0 aumento de zinco estaria levando
ao aumento de vitelogenina circulante e conseqliente reducdo de HJ, o que poderia
explicar a reducdo, em um segundo momento, da area dos acinos da glandula observada
com a menor concentragdo de zinco. Além disso, esta possivel reducdo nos niveis deHJ
poderia ter afetado a area de cria promovendo reducdo desta e consequiente abandono do
enxame.

Outra hip6tese para 0 abandono dos enxames experimentais seria um possivel

efeito toxico do zinco (Eisler, 1993; Chang et al., 2012), que apresentaria efeito
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neurotoxico e reducdo da longevidade das abelhas, com reducéo do peso do cérebro e
perda de massa protéica (Milivojevic et al., 2015).

Por outro lado, observamos redugdo no numero de spots protéicos ao longo dos
meses analisados, provavelmente pelo efeito da estacdo do inverno, onde ocorre reducao
da atividade da glandula hipofaringeana (Crailshem, 1990); entretanto, 0 nimero de
spots proteicos foi significativamente maior em todos os tratamentos, quando
comparados com o controle, pelo fato do zinco ser o mineral que mais se liga a proteinas
(Shi e Chance, 2011).

5. Conclusao

Conclui-se que o zinco pode contribuir para o desenvolvimento da glandula
hipofaringeana e enriquecimento protéico da geleia real.
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Implicagtes

No presente estudo verificamos que o mineral Zn é de extrema importancia na
nutricdo das abelhas Apis mellifera, promovendo melhora na glandula hipofaringeana e
no namero de spots proteicos da geleia real.

Entretanto, préximo do término do periodo experimental, ocorreu o abandono de
todas as colmeias dos tratamentos, sugerindo que o zinco interferiu de forma negativana
fisiologia da glandula ou apresentou efeito tdxico. Este fato poderia ser atribuido as
concentracdes de zinco utilizadas neste trabalho, que foram superiores aos da literatura,
devido aos experimentos terem sido realizados a campo e ndo em condicGes de
laboratério.

Sendo assim a falta de trabalhos na area de nutri¢cdo apicola mostrou-se um dos
maiores obstaculos para o desenvolvimento do trabalho, ndo tendo como referéncias a
quantidade de zn ideal para um trabalho a campo.

Estes resultados mostram que ainda existe uma grande lacuna na area de nutricao
de abelhas e novas pesquisas precisam ser realizadas com o objetivo de se determinar

niveis seguros de inclusdo de minerais na dieta das abelhas.
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1.Géis dos tratamentos T1, T2 e T3 para os meses de junho, julho e agosto.

Tratamento 1: Suplementagéo de zinco com concentracdo de 0,5 mg mL™* Zn.
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c) Agosto:




Tratamento 2: Suplementagdo de zinco com concentracio de 1,0 mg mL™ Zn.
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Tratamento 3:
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Suplementacéo de zinco com concentragdo de 1,0 mg mL™ Zn.
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