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RESUMO GERAL 

 

As abelhas A. mellifera possuem necessidades específicas de nutrientes para que possam 

desenvolver todo o seu potencial produtivo e reprodutivo, visando a sobrevivência e 

manutenção da colônia. Neste projeto avaliamos duas fontes de zinco (orgânico e inorgânico), 

em diferentes concentrações, na morfologia das glândulas hipofaringeanas de abelhas nutrizes 

de seis dias de idade. Foram utilizadas 28 colônias de abelhas A. mellifera, distribuídas 

aleatoriamente nos seguintes tratamentos (04 colmeias por tratamento): controle: xarope de 

açúcar sem suplementação de zinco; I25: xarope de açúcar suplementado com 25 ppm de Zn 

inorgânico; I50: xarope de açúcar suplementado com 50 ppm de Zn inorgânico; I75: xarope de 

açúcar suplementado com 75 ppm de Zn inorgânico; O25: xarope de açúcar suplementado com 

25 ppm de Zn orgânico; O50: xarope de açúcar suplementado com 50 ppm de Zn orgânico; 

O75: xarope de açúcar suplementado com 75 ppm de Zn orgânico. A fonte de zinco inorgânico 

foi o sulfato de zinco monohidratado (37,4% de zinco) e a fonte orgânica de zinco metionina 

(16% de zinco), diluída em xarope de açúcar. Os níveis reais de zinco foram determinados por 

espectrometria de absorção atômica (FAAS). As abelhas A. mellifera recém-emergidas foram 

marcadas ao final de 30 dias de suplementação com caneta atóxica, na região pronoto e suas 

coletas para análise morfológica das glândulas hipofaringeanas foram realizadas aos 6 dias de 

idade em sua fase de nutriz, com exatamente 36 dias de experimento. Observou-se durante o 

experimento que a área média (m2×10-4) das glândulas hipofaringeanas das abelhas A. 

mellifera apresentou modulação positiva na área da glândula hipofaringeana (AGH) para os 

tratamentos suplementados com 50 e 75 ppm de zinco orgânico, com 11,60 ± 1,1 e 12,40 ± 1,6, 

respectivamente, quando comparado ao tratamento controle 9,78 ± 3,7. Quando os tratamentos 

suplementados com zinco foram comparados entre si isolando o tratamento controle, podemos 

observar que os tratamentos suplementados com zinco orgânico apresentam uma maior área 

média de ácinos (m2×10-4) do AGH em A. mellifera quando comparados com o tratamentos 

suplementados com zinco inorgânico, apresentando esses valores 7,25 ± 1,0, 8,57 ± 1,1, 9,18 ± 

1,4, para I25, I50, I75 respectivamente e 7,51 ± 1,0, 11,60 ± 1,1, 12,40 ± 1,6, para O25, O50, 

O75 respectivamente. Observando o número médio de ácinos (m2×10-4) do AGH em A. 

mellifera, podemos concluir que não foram encontradas diferenças significativas. 

Ácinos / abelhas / minerais / morfologia / nutrição 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

1.0. As abelhas Apis mellifera L.  

 

A abelhas A. mellifera são de origem Africana, existem registros de que em pelo menos 

em dois momentos diferentes e anteriores à chegada do Homo sapiens, migraram para Ásia e 

Europa, se dividindo em pelo menos duas dúzias de subespécies fisiológica, comportamental e 

morfologicamente distintas. Existem registros de pinturas rupestres em cavernas no continente 

Africano e Europeu no período paleolítico, aproximadamente 6.000 anos a.C. Essas pinturas 

representavam a extração do mel realizada pelo homem em enxames selvagens instalados em 

frestas rochosas, sendo que essa extração era bastante primitiva, o que prejudicava a 

longevidade dos enxames (Crane, 1999). A criação de abelhas pelo homem, no entanto, 

culminou em diferentes subespécies por meio de hibridação intraespecífica, especialmente em 

regiões como o continente Americano, onde A. mellifera não era endêmica. (Parker et al., 2010). 

 

Figura 1. Pinturas rupestres encontradas na Caverna de Remigia, em Ares de Maestre, 

província de Castellón, Espanha (4.500 anos). Fontes: (A) Bélles (1997); (B) - Boscovich 

(1989). 

 

No Brasil, as abelhas chegaram no século XIX junto com a imigração europeia. Foi no 

ano de 1839 que o Padre Antônio Carneiro conseguiu autorização do rei Dom Pedro II e trouxe 

para o Rio de Janeiro as primeiras abelhas europeias da subespécie A. mellifera mellifera 

(abelhas pretas), com o objetivo de produzir mel para a alimentação da família real e a 
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fabricação de velas de cera, dando início as atividades apícolas no país. (Gonçalves, 2001). Em 

1879, imigrantes alemães trouxeram para o Rio Grande do Sul as abelhas A. mellifera ligustica. 

Outras subespécies também foram trazidas por imigrantes europeus, disseminando-se, assim, 

as abelhas A. mellifera por todo território brasileiro (Wiese, 2005). 

 Com a baixa produtividade das abelhas europeias e alta susceptibilidade a doenças, em 

1956, o pesquisador Warwick Estevam Kerr, com objetivo de melhorar a produção nacional de 

mel, buscou abelhas mais adaptadas ao clima tropical. Então, importou as abelhas africanas da 

subespécie A. mellifera scutellata, bastante produtivas, defensivas e resistentes a doenças 

(Gonçalves, 2006). Porém, no ano seguinte 26 enxames com suas rainhas africanas, escaparam 

da área experimental e acasalaram de forma natural no ambiente, com as várias subespécies 

européias existentes, dando origem a um poli-híbrido, denominado “abelha africanizada”, visto 

que predominaram as características das abelhas africanas (Kerr, 1967; Gonçalves, 2006).  

Desde a entrada das abelhas A. mellifera a apicultura brasileira tem demonstrado um 

crescente desenvolvimento, tendo a seu favor a vasta extensão do território brasileiro, possuir 

floradas diversas e clima propício que possibilitam elevada produção ao longo do ano (Couto; 

Couto, 2002). 

As abelhas A. mellifera são insetos sociais, (Classe: Insecta; Ordem: Hymenoptera; 

Família: Apidae) vivem em colônias organizadas em que os indivíduos se dividem em castas, 

possuindo funções bem definidas que são executadas visando sempre à sobrevivência e 

manutenção do enxame. Numa colônia, em condições normais, existem cerca de 5.000 a 

100.000 operárias e de 0 a 400 zangões que exercem funções somente reprodutivas e somente 

1 rainha, que irá acasalar uma vez na vida com vários zangões durante o “voo nupcial”, sendo 

responsável pela postura diária média de até 2 mil ovos (Gupta, 2014). 

 

 

Figura 2. Castas da colônia de Apis mellifera L.: Rainha, Operária e Zangão. Fonte: 

https://escolakids.uol.com.br/sociedade-das-abelhas.htm 
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Dentro do enxame, as abelhas operárias são responsáveis pelo trabalho e bom 

funcionamento da colônia, com suas funções diretamente relacionadas com sua idade e 

desenvolvimento fisiológico. Entre o 1° e 3° dia de vida são responsáveis por realizar a limpeza 

dos favos, sendo denominadas “faxineiras”. Entre o 4° e 12° dia de vida são responsáveis por 

alimentar as larvas e produzirem geleia real (alimento exclusivo da rainha) tendo nesta fase suas 

glândulas hipofaringeanas e mandibulares mais desenvolvidas, sendo denominadas “nutrizes”. 

Entre o 13° e 18° dia, possuem suas glândulas cerígenas mais desenvolvidas, assim, produzem 

cera e constroem os favos, sendo assim conhecidas como “engenheiras”. Entre o 19° e 20° dia 

são denominadas de “guardiãs”, ficando responsáveis pela defesa de seu território e ferroando 

caso se sintam ameaçadas. Após os 21 dias de idade são denominadas “campeiras”, e saem a 

campo para coleta de recursos naturais (néctar e pólen) para manutenção do enxame (Amdam, 

2010). 

As abelhas A. mellifera são insetos que fornecem uma ampla gama de benefícios para 

os seres humanos, como o mel, pólen, cera, própolis, polinização de culturas alimentares e 

serviços ecológicos. A apicultura é praticada em todo o mundo e pode fornecer uma valiosa 

fonte de renda para as pessoas em regiões em desenvolvimento com relativamente pouco 

investimento (FAO, 2016). Segundo Bacaxixi et al. (2011) possuem grande importância na 

polinização cruzada, que constitui uma importante adaptação evolutiva das plantas, 

aumentando o vigor das espécies, possibilitando novas combinações de fatores hereditários e 

aumentando a produção de frutos e sementes, que são responsáveis por fecundar 73% dos 

vegetais da flora nativa. 

 

2.0. Exigências nutricionais das abelhas Apis mellifera L 

 

As abelhas A. mellifera são insetos sociais que possuem necessidades específicas de 

nutrientes para que possam desenvolver todo o seu potencial produtivo e reprodutivo, visando 

sempre à sobrevivência e manutenção do enxame (Lamontagne-Drolet et. al., 2019; Ahmed et 

al., 2020). 

As necessidades nutricionais das abelhas A. mellifera são as mesmas de outras espécies 

animais: carboidratos, proteínas, vitaminas, lipídeos, minerais e água. As abelhas são 

dependentes de recursos naturais para a sua sobrevivência, visto que todos os nutrientes 

requeridos à sua dieta provêm apenas do néctar, pólen e água (Hendriksma 2016; Wright 2018). 
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A produção e a reprodução das abelhas A. mellifera são influenciadas principalmente 

pela disponibilidade de alimento e pelo clima da região. Portanto, durante os períodos de 

escassez, os apicultores devem fornecer alimentação artificial, para assegurar a manutenção e 

reprodução da colônia, além de preparar a colônia para que esteja saudável, e com seus estoques 

de alimento completos no início da florada (Hendriksma 2016; Wright 2018).  

O néctar satisfaz as necessidades de carboidratos, fundamental para a geração de 

energia, a água cumpre papel de transporte e dissolução de substâncias, e serve de meio para 

várias reações químicas, já o pólen é de extrema importância para nutrição das colônias, pois 

supre o requerimento de proteínas, minerais, lipídeos e vitaminas (Couto, 2006). 

 Durante os primeiros cinco ou seis dias de vida adulta, as abelhas operárias consomem 

grandes quantidades de pólen para obter um nível adequado de proteínas e aminoácidos 

necessários para completar o seu crescimento e desenvolvimento (Omar et al., 2017; 

Lamontagne-Drolet et. al., 2019). Camilli et al. (2020) sugerem uma suplementação de 22,2% 

proteína bruta em períodos de escassez de alimento. 

Em contrapartida, se as abelhas operárias jovens de A. mellifera não consumirem 

quantidades de proteínas adequadas, a produção de geleia real pode ficar prejudicada (Standifer, 

2003). A geleia real é um produto composto a partir de uma mistura das glândulas 

hipofaringeanas e mandibulares (que compõem o sistema glandular cefálico), localizadas na 

cabeça das abelhas operárias de A. mellifera (Lin et al., 2018; Maghsoudlou et al., 2019; 

Dobritzsch et al., 2019). É um alimento completo (proteínas, carboidratos, vitaminas e 

minerais) para as larvas de todas as castas (operária, zangão e rainha) até o terceiro dia de vida, 

bem como para a rainha durante toda a sua vida (Marchini, 1995). A geleia real constitui o 

único alimento da abelha rainha. O valor nutritivo potencial dessa substância evidencia-se pelo 

fato de ela produzir um indivíduo (a rainha), anatômica e fisiologicamente diferente das abelhas 

operárias. 

Além disso, a falta de alimento pode estimular o canibalismo de larvas jovens e 

operculamento precoce de larvas mais desenvolvidas, levando a um declínio populacional pela 

combinação da redução da produção de crias e da longevidade das abelhas adultas (Imdorf et 

al., 1998; Alaux et al., 2010; Brodschneider & Crailsheim, 2010; Dolezal & Toth, 2018). 

Embora a alimentação das abelhas A. mellifera seja focada em alimentos energéticos e 

proteicos, outros nutrientes como vitaminas e minerais são essenciais para o desenvolvimento 

das colônias (Haydak, 1970; Eyer 2016). Apesar de serem necessários em menor quantidade 

em relação às proteínas e carboidratos, são fundamentais para desenvolvimento normal dos 
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organismos atuando como componentes estruturais e participando de processos metabólicos 

(Silva et al., 2013).  

 

2.1. Mineral zinco (Zn) 

 

Micronutrientes como os minerais são essenciais para o desenvolvimento das colônias 

(HAYDAK, 1970). Alguns minerais são considerados macroelementos essenciais, como o 

cálcio, magnésio, potássio, sódio, cloro e enxofre, e microelementos essenciais, como o cobre, 

cobalto, iodo, manganês, selênio, zinco e ferro (WECKWERTH, 2007).  

Zhang et al. (2015) sugerem 30 ppm de zinco para a sobrevivência e atividade 

antioxidante e de 60 a 70 ppm para a produção de geleia real.  Herbert & Shimanuki (1978) 

sugeriram uma dieta com a concentração de 1000 ppm de potássio, 500 ppm de cálcio, 300 ppm 

de magnésio e até 50 ppm de sódio, zinco, manganês, cobre e ferro nas dietas artificiais para 

abelhas.  

O zinco é um elemento pertencente aos metais de transição, possui número atômico 30 

e cor cinza prateado, sendo encontrado na natureza na forma de sulfeto associado ao chumbo, 

cobre, ferro e prata (Brasil, 2001). No organismo, o zinco é um dos principais protetores do 

sistema imunológico, participa de diversas atividades enzimáticas e colabora para a produção 

dos ácidos desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA) com a formação dos chamados 

dedos de zinco, que permite a aderência entre as proteínas e os ácidos para a boa regulação e 

expressão genética (Hendler, 1994; Maret 2017; Abd El-Hack et al., 2020). 

O zinco apresenta importância fundamental como componentes estruturais e funcionais 

dos seres vivos, estando presentes nas metalproteínas e exercendo papel catalisador nos 

sistemas enzimáticos (Haragushi, 2014; Abd El-Hack et al., 2020). Entretanto a fonte na qual o 

mineral é oferecido pode interferir em sua biodisponibilidade; minerais ligados a moléculas 

orgânicas, denominados quelatados, apresentam vantagens sobre a forma inorgânica, com 

melhor absorção e redução de competição por sítios de ligação com os outros minerais (Chand 

et al., 2020).  

 

3.0. Glândulas Hipofaringeanas  
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As glândulas hipofaringeanas estão localizadas exclusivamente nas cabeças das 

operárias, e fazem parte do sistema de glândulas anexas ao tubo digestivo, com desembocadura 

na região oral. Portanto, são consideradas como pertencentes ao sistema salivar ou como 

glândulas salivares, o qual também compreende as glândulas labiais e mandibulares dos adultos 

(Cruz-Landim; Abdalla, 2002).  

 

 

 

Figura 3. (A) Representação da glândula hipofaringeana (GH) e sua localização na cabeça da 

abelha. (B) Corte histológico da glândula, com destaque pontilhado no ácino. Corados com 

Hematoxilina e Eosina. Fontes: (A) Tofilski (2012); (B) Martineli (2020). 

 

As glândulas consistem em um par de glândulas longas enroladas nos lados da cabeça, 

cada glândula consiste em cerca de 550 ácinos ovais ligados a um ducto coletor axial (Kheyri 

et al., 2013).  

 

Figura 4. Corte histológico da glândula hipofaringeana destacando o canal excretor e ácinos 

secretores (a). Fonte: Shinohara (2018). 
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A atividade das glândulas depende da idade das abelhas operárias, sua alimentação e 

presença de larvas (Suwannapong, 2010). As glândulas são mais ativas em abelhas operárias 

jovens, no entanto, elas também podem ser desenvolvidas em abelhas operárias mais velhas, se 

as mais jovens estiverem ausentes, por exemplo, em colônias irremediavelmente sem rainha 

(Ohashi, 2000). 

As glândulas hipofaringeanas são responsáveis pela produção de substâncias 

complementares (secreção clara e rica em proteínas), que se misturam formando a geleia real, 

sendo esse alimento uma complexa composição de açúcares, água, proteínas, colesterol, 

aminoácidos e vitaminas, com 90% de suas proteínas pertencentes ao mesmo grupo químico 

(Deseyn e Billen, 2005). As células secretoras da glândula hipofaringeana produzem enzimas 

que metabolizam os nutrientes liberados pela digestão do pólen; também, secreta parte dos 

componentes da geleia real, substância de base proteica, responsável pela diferenciação de 

castas e também utilizada na alimentação de larvas jovens e rainhas (Feng et al., 2009). 

A geleia real é alimento de extrema importância na dieta da colmeia, pois é o ponto 

inicial nas diferentes rotas de desenvolvimento das abelhas, já que a diferenciação das castas é 

condicionada diretamente pela composição da geleia real, uma vez que promove a mudança no 

perfil hormonal e a manutenção da integridade do ovário nas rainhas.  Seu conteúdo de 35% de 

hexose (um açúcar) determina o desenvolvimento de uma rainha e o conteúdo de 10% 

determina o desenvolvimento de uma operária. As larvas de rainhas chegam a ser visitadas dez 

vezes mais pelas operárias nutrizes do que larvas de operárias, dessa forma, as larvas que 

resultam em rainhas ingerem maiores quantidades de geleia real e de melhor qualidade com 

maior frequência e por período maior de tempo (Feng et al., 2009). 

O tamanho da glândula está relacionado com sua atividade, sendo que indivíduos recém 

emergidos possuem glândulas pouco desenvolvidas. Em abelhas na fase nutriz, correspondente 

às abelhas com seis dias de idade, apresentam a glândula mais desenvolvida (estima-se que esta 

idade seja o pico de seu desenvolvimento e produção 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). 

A alimentação larval exerce papel fundamental na diferenciação de castas, uma vez que 

promove a mudança no perfil hormonal e a manutenção da integridade do ovário nas rainhas. 

Essa grande diferença no desenvolvimento é atribuída a sua dieta exclusiva e rica em geleia 

real, produzida pelas abelhas operárias nutrizes com idade entre 4 e 12 dias, a partir das 

secreções proteicas das glândulas mandibulares e hipofaringeanas localizadas na região da 

cabeça (Cruz-landim; Abdalla, 2009). Dentre as diversas fases de vida das abelhas operárias, 
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as nutrizes apresentam maior capacidade de digerir o pólen, devido à alta produção de enzimas 

proteolíticas que ocorrem durante essa fase, isto faz com que sejam responsáveis pela produção 

da geleia real (Crailsheim, 1989). 

Diante deste contexto, o estudo da suplementação do micromineral zinco na nutrição 

das abelhas A. mellifera e seu reflexo no desenvolvimento da glândula hipofaringeana são de 

extrema importância, pois o desenvolvimento da colônia está diretamente ligado ao fator 

nutricional, o nível de consumo do mineral zinco pode influenciar no desenvolvimento das 

glândulas hipofaringeanas, afetando o desenvolvimento populacional da colônia.  

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementação de 

diferentes concentrações de zinco orgânico e inorgânico e seu impacto no desenvolvimento das 

glândulas hipofaringeanas de abelhas A. mellifera, por meio de análises morfológicas. 

 

O presente estudo resultou no capítulo II, artigo intitulado “Suplementação de zinco 

orgânico e inorgânico no desenvolvimento das glândulas hipofaríngeanas da abelha Apis 

mellifera”, o qual foi submetido à revista “Journal of Apicultural Research”, conforme suas 

regras de publicação. 
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Short title: Effect of zinc on hypopharyngeal glands in Apis mellifera 

Abstract 

In this project we evaluated two sources of zinc (organic and inorganic), in different 

concentrations, in the morphology of the hypopharyngeal glands, of six-day old nurse bees. For 

this, 28 beehives were used randomly distributed into following seven treatments: Control: no 

zinc supplementation and zinc organic or inorganic sources treatments (25, 50 and 75 ppm). 

The source of inorganic zinc was the zinc sulphate monohydrate (37.4% zinc) and organic 

source zinc methionine (16% zinc), diluted in sugar syrup. The morphology of glands collected 

from six-day-old nurse bees from each group was analyzed after sectioning them and 

visualizing the sections under a microscope. The results were compared by ANOVA followed 

by Tukey test (P<0.05). It was observed that the treatments supplemented with organic zinc 50 
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and 75 ppm modulated positively the hypopharyngeal gland area (HPG) in comparison to all 

other treatments and control. The organic source zinc shows better results in the HPG 

development in comparison the inorganic source. Regarding the average acini number in the 

gland, no significant differences were found in all treatments. It was concluded that organic 

zinc supplementation positively modulates the average acini area in concentrations above 50 

ppm. 

Acini /bees/mineral/morphology/nutrition 

1. INTRODUCTION 

 

Honey bees A. mellifera have specific nutrient needs so that they can develop their full 

productive and reproductive potential, aiming at colony survival and maintenance (Haydak, 

1970; Crailsheim, 1992; Ahmed et al., 2020). Honey bees A. mellifera collect and store food in 

the form of honey (nectar) and “bee bread” (pollen stored in combs), in order to reserve enough 

food to meet nutritional larvae requirements (Haydak, 1970; Crailsheim, 1992; Lamontagne-

Drolet et. al., 2019). In times of scarcity of nectar and pollen, many beekeepers lose part of their 

colonies due to the decrease in population, due to the lack of food resources; thus, the 

understanding of nutrients that complement the nutritional deficiencies of bees becomes a 

fundamental tool to increase and maintence their population (Hendriksma 2016; Wright; 

Nicolson; Shafir, 2018). 

Although the feeding of honey bees A. mellifera is focused on energy and protein foods, 

other nutrients such as vitamins and minerals are essential for the development of colonies 

(Haydak 1970; Eyer 2016; Omar et al. 2017). Zinc is one of the main protectors of the immune 

system, participates in 300 enzyme systems, involved in the anabolism and catabolism of many 

nutrients, such as proteins, carbohydrates and nucleic acids, and collaborates in the production 
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of deoxyribonucleic (DNA) and ribonucleic acids (RNA) with the formation of so-called zinc 

fingers, which allows adhesion between proteins and acids for good regulation and gene 

expression (Haragushi, 2004; Faa et al., 2008). 

The source in which the mineral is offered can interfere with its bioavailability; minerals 

linked to organic molecules, called chelates, have advantages over the inorganic form, with 

better absorption and reduced competition for binding sites with other minerals (Chand et al., 

2020). Therefore, the knowledge of factors that can affect the development of royal jelly 

producing glands is extremely important, assisting in dietary supplementation strategies and a 

better understanding of how management practices can affect honey bees. 

The hypopharyngeal glands are located exclusively in the heads of the workers, and are 

part of the system of glands attached to the digestive tract, with opening in the oral region 

(Snodgrass, 1956; Deseyn and Billen, 2005). Therefore, they are considered as belonging to the 

salivary system or as salivary glands, which also comprises the labial and mandibular glands of 

adults (Snodgrass, 1956; Deseyn and Billen, 2005; Rahman et al., 2014). The development of 

glands in honey bees A. mellifera, reach their maximum size and weight when honey bees A. 

mellifera are between five and eight days old (nursing stage) (Snodgrass, 1956; Deseyn and 

Billen, 2005; Renzi et al., 2016).  

The secretory cells of the hypopharyngeal gland produce enzymes that metabolize the 

nutrients released by the digestion of pollen; it also secretes part of the components of royal 

jelly, a protein-based substance, with a complex composition of sugars, water, proteins, 

cholesterol, amino acids and vitamins, responsible for the differentiation of varieties and also 

used in the feeding of young larvae and queens (Maghsoudlou et al., 2019; Dobritzsch et al., 

2019; Xun et al., 2020). Deseyn and Billen (2005) found that the amount of royal jelly secreted 

is directly related to the size of the glands, showing that well-developed glands produce more 

royal jelly.  
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The objective of this work was evaluate the effect of supplementation with organic and 

inorganic zinc presents in the diet of honey bees A. mellifera and its impact on the development 

of the hypopharyngeal glands in nursing bees. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Treatments 

Twenty-eight colonies of honey bees A. mellifera were used, distributed in the following 

treatments (04 beehives per treatment): Control: sugar syrup without zinc supplementation; I25: 

sugar syrup supplemented with 25 ppm Zn inorganic; I50: sugar syrup supplemented with 50 

ppm Zn inorganic; I75: sugar syrup supplemented with 75 ppm Zn inorganic; O25: sugar syrup 

supplemented with 25 ppm Zn organic; O50: sugar syrup supplemented with 50 ppm Zn 

organic; O75: sugar syrup supplemented with 75 ppm Zn organic.  

The inorganic source zinc sulfate monohydrate (containing 37.4% zinc) and the organic 

source zinc-methionine (containing 16% zinc) was diluted in sugar syrup (1:1 ratio of water 

and crystal sugar), 500 mL of syrup was supplied through feeders of the Boardman type and 

consumed by the bees weekly over 36 days. Actual zinc levels were determined by atomic 

absorption spectrometry (FAAS), where the values found are described in table 1. 

 

Table I. Actual zinc levels determined by atomic absorption spectrometry (FAAS). 

Determined zinc levels (ppm) 

Control I25 I50 I75 O25 O50 O75 

3.6 23.5 49.4 75.1 23.1 48.8 74.4 

 

The newly emerged A. mellifera bees were marked when the supplementation was 

completed for 30 days and their collections for morphological analysis were performed at 6 
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days of age in their nursing bee phase, at exactly 36 days of supplementation ensuring that it 

was consumed throughout his life from his larval stage to adulthood as a nursing bee. 

 

2.2. Collection and storage of bees 

Two frames were removed from each treatment and were individually wrapped in filo 

tissue that gives mobility to the bees that are born inside it, but does not let them pass through 

it, guaranteeing the handling of newly emerged. The frames were placed in an incubator at a 

temperature of about 30 °C and a relative humidity of about 60% until the emergence of 

individuals. The worker bees that emerged were marked in the pronotum region with a nontoxic 

pen (Posca Paint Pens, Mitsubishi, Japan), totaling approximately 50 honey bees marked per 

colony. The marked bees were reintroduced into their parent colonies. At six days of age, 

nursing bees were sampled with entomological forceps and immediately stored in a plastic tube 

with holes to facilitate the entry of air. Thereafter, they were euthanized (decapitated with a 

scalpel after being anesthetized with CO2) and their heads were fixed in 4% formaldehyde 

(dissolved in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.3) for 24 hours. 

Subsequently, the heads of the bees were washed in running water for 24 hours and then 

placed in 70% ethyl alcohol until they were processed for histological analysis (Zaluski et al., 

2017). 

 

2.3. Histological analysis 

Histological analyses were performed, according to an adaptation of the method 

described by Bovi et al. (2020). The heads were placed in falcon tubes immersed in 70% 

alcohol. Then, the material was dehydrated in an increasing series of ethanol (80%, 90% and 

95% for 1 hour in each alcohol). 
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Subsequently, the material was embedded in methacrylate resin (Historesin - Leica). 

After soaking in resin, the heads of the honey bees A. mellifera were included in plastic molds 

with the mounting resin forming the blocks for the production of blades. Two heads were 

included in each block, which dried for 24 hours. 3-μm thick histological sections were 

produced using a rotating microtome. The sections were placed on glass slides and stained with 

hematoxylin and eosin for analysis. 

 

2.4. Morphometry of hypopharyngeal glands 

The sections were photographed using a digital camera (Leica DC300FX) coupled to a 

microscope (Leica DMLB80), and the images were analyzed with an image analysis software 

(Leica Q-win version 3 for Windows).  

For determining the area and average of acini of the hypopharyngeal glands, 10 bees (5 

blocks) were analyzed per treatment; 400 images of the hypopharyngeal gland were analyzed 

for each of the 7 treatments (40 images per bee, 80 images per block). For the determination of 

the acini area, all histological sections were measured, however, considering the inherent 

variation of the hypopharyngeal gland acini area, 100 largest acini of each treatment were 

compared. 

The results were compared by ANOVA, followed by the Tukey test to verify the 

differences among the means. The differences were considered statistically different at P <0.05 

(Zar 1996). 

 

3. RESULTS 

 

It was observed during the experiment that the mean area (µm2 x 10-4) of the 

hypopharyngeal glands of the A. mellifera bees presented positive modulation in the area of the 
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hypopharyngeal gland (HGA) for the treatments supplemented with 50 and 75 ppm of organic 

zinc, with 11.60 ± 1.1 and 12.40 ± 1.6, respectively when compared to the control treatment 

9.78 ± 3.7 (Table II and Figure I). 

When the treatments supplemented with zinc are compared with each other isolating the 

control treatment, we can observe that the treatments supplemented with organic zinc present a 

greater average acini area (m2×10-4) of the HGA in A. mellifera when compared with the 

treatments supplemented with inorganic zinc, presenting these values 7.25 ± 1.0, 8.57 ± 1.1, 

9.18 ± 1.4, for ZnI25, ZnI50, ZnI75 respectively and 7.51 ± 1.0, 11.60 ± 1.1, 12.40 ± 1.6, for 

O25, O50, O75 respectively (Table II). 

Observing the average acini number (m2×10-4) of the HGA in A. mellifera, we can 

conclude that no significant differences were found (Table II). 

4. DISCUSSION 

 

The results of this research demonstrated that the mineral zinc in its organic form 

positively modulated the development of the hypopharyngeal glands of honey bees A. mellifera, 

visualized by the alterations in the acini area. The colonies that received supplementation with 

concentrations above 50 ppm of organic zinc presented mean area of acini significantly larger 

when compared to the other treatments. 

These results could be explained based on the hypothesis that the source (organic or 

inorganic) in which the mineral is offered may interfere with its bioavailability (Haraguchi 

2004; Maret 2017). Minerals linked to organic molecules, called chelates, have advantages over 

the inorganic form, because in addition to increasing the absorption and the capacity to use 

essential nutrients, they decrease their excretion (Zhang, 2015; Chand et al., 2020), with 

reduced competition for sites of bond with other minerals (Maret 2017; Kazemi et al., 2020). 
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Studies with other animal species have observed that organic source is better than inorganic 

source, with significant results in feed efficiency and weight gain, in addition to potentiation of 

the immune system through the production of inflammatory cytokines and increased expression 

of immunoglobulins (Kohshahi et al., 2019; Dekani et al., 2019; Akhavan-Salamat and 

Ghasemi 2019; De Grande et al., 2020; Chand et al., 2020; Kazemi et al., 2020).  

However, there are few studies in the literature that assess the efficiency of different 

mineral sources in the physiological development of honey bees A. mellifera. This research 

suggested that the source in which the mineral zinc was offered in the bees' diet promoted 

changes in its absorption and functions; this fact was observed by the increase in the area of the 

hypopharyngeal gland with zinc in the organic form, when compared with the inorganic form. 

During the off-season, the availability of bee pasture is reduced, and with the inevitable food 

scarcity, bees can swarm if the stocked resources are not enough (Wright 2018; Ahmed et al., 

2020). Therefore, it is extremely important to provide an artificial food that ensures the 

maintenance of the colony (Carrillo et al., 2015; Eşanu et al., 2018).  

The knowledge about the need for these micronutrients and their physiological 

influences is extremely important for the area, as they can affect the development of the 

hypopharyngeal glands, assisting in dietary supplementation strategies and a better 

understanding of how management practices can affect honey bees A. mellifera (Brodschneider 

and Crailsheim, 2010). It is suggested that supplementation with organic zinc positively 

modulated the nutritional and physiological status of worker bees. The amount of royal jelly 

secreted may be directly related to the size of the hypopharyngeal glands, showing that more 

developed glands can produce more royal jelly, a hypothesis that would directly influence the 

nutrition and development of honey bee colonies A. mellifera (Brodschneider and Crailsheim, 

2010; Kohshahi et al., 2019; Dekani et al., 2019; Maghsoudlou et al., 2019; Chand et al., 2020). 

It is concluded that zinc supplementation in its organic form, in concentrations above 
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50 ppm in the diet of A. mellifera, positively modulates the area of the hypopharyngeal gland. 
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Table II. Average acini area of the hypopharyngeal glands (m2 x 10-4). Inorganic x Organic 

Sources. Values represent the means followed by their standard deviations. Control (without 

Zn), inorganic zinc and organic zinc (25, 50 and 75 ppm). 

 

Average acini area (m2×10-4) of the hypopharyngeal gland in Apis mellifera 

Control I25 I50 I75 O25 O50 O75 

9.78±3.7A 7.25±1.0A 8.57±1.1A 9.18±1.4A 7.51±1.0A 11.60±1.1B 12.40±1.6C 

Inorganic x 

Organic 
7.25±1.0A 8.57±1.1A 9.18±1.4A 7.51±1.0A 11.60±1.1B 12.40±1.6B 

Average acini number (m2 x 10-4) of the hypopharyngeal gland in Apis mellifera 

Control I25 I50 I75 O25 O50 O75 

313.4±11 332.2±35 313.4±37 334.2±2  334.4±9.4 335.6±5.9  337.2±2.5  

Different letters indicate statistical difference between treatments (P< 0.05). 
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Fig.1. Representative photomicrographs of the area of acini the hypopharyngeal gland of Apis 

mellifera bees. Control (without Zn), inorganic zinc and organic zinc (25, 50 and 75 ppm). The 

black color represents the area of acini the gland. Increase: 10x. 
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CAPÍTULO III 
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Implicações 

No estudo constatou-se que durante o período de entressafra o mineral zinco orgânico 

interferiu de forma positiva, melhorando o desenvolvimento das glândulas hipofaringeanas das 

abelhas A. mellifera. 

Sendo assim a falta de trabalhos na área de nutrição apícola mostrou-se um dos maiores 

obstáculos para o desenvolvimento do trabalho, não tendo como referências a quantidade de 

zinco ideal para um trabalho a campo. Estes resultados mostram que ainda existe uma grande 

lacuna na área de nutrição de abelhas e novas pesquisas precisam ser realizadas com o objetivo 

de se determinar níveis seguros de inclusão de minerais na dieta das abelhas. 

Espera-se que esse trabalho possa contribuir com informações para a área de 

suplementação mineral de abelhas, permitindo contribuir com a mensuração da real exigência 

nutricional do zinco para a dieta durante o período de entressafra.  
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