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A pesquisa objetivou testar suplementacdo mineral proteica na prevaléncia de Leptus sp., Varroa destructor
e Vairimorpha sp. em coldnias de Apis mellifera africanizada. O experimento foi em Delineamento
Inteiramente Casualizado, com seis tratamentos e cinco repeti¢es. Os tratamentos (exceto T1 — sem
suplementacdo) foram elaborados & base de sacarose e &gua (xarope): T2- xarope; T3- complexo de
aminoacidos comercial; T4- residuo de levedura; T5- bentonita; T6- mistura residuo de levedura e
bentonita. Analisou-se a composicao dos residuos de leveduras e bentonita, consumo de alimento, peso das
coldnias, taxa de Leptus sp., V. destructor e niveis de microsporidio Vairimorpha sp. Diferentes teores de
matéria seca, material mineral e proteina bruta foram encontrados nos tratamentos T4 (20,31; 4,89; 43,55),
T5 (7,55; 50,70; 4,86) e T6 (13,41; 42,86; 26,90). O consumo médio de suplemento foi 79,20% e apenas
no T1 houve diferenca significativa no peso das coldnias (8,70 kg = inicial; 6,80 kg = final). Observou-se
diferencas significativas na taxa de V. destructor em T2 e T3, assim como nos niveis de infeccdo por
Vairimorpha sp. em ambos os tratamentos (p < 0,05). Conclui-se que T2 e T3 aumentaram a taxa de
V. destructor e os niveis de infec¢do por Vairimorpha sp. Os tratamentos T4, T5 e T6 ndo apresentaram
alteracdes significativas nas taxas de infestacdo por Leptus sp. e V. destructor ou infec¢éo por Vairimorpha
sp. T4 apresentou niveis proteicos e minerais ideais para dieta de A. mellifera africanizada.
Palavras-chave: bentonita, residuo de leveduras, Vairimorpha.

The research aimed to test protein mineral supplementation on the prevalence of Leptus sp., Varroa
destructor and Vairimorpha sp. in Africanized Apis mellifera colonies. The experiment was in a Completely
Randomized Design, with six treatments and five replications. The treatments (except T1 — without
supplementation) were made with sucrose and water (syrup): T2 — syrup; T3- commercial amino acid
complex; T4- yeast residue; T5- bentonite; T6- mixes yeast residue and bentonite. The composition of yeast
and bentonite residues, food consumption, colony weight, rate of Leptus sp., V. destructor and levels of
Vairimorpha sp. microsporidia were analyzed. Different levels of dry matter, mineral material and crude
protein were found in treatments T4 (20.31; 4.89; 43.55), T5 (7.55; 50.70; 4.86) and T6 (13.41; 42.86;
26.90). The average supplement consumption was 79.20% and only in T1 was there a significant difference
in the weight of the colonies (8.70 kg = initial; 6.80 kg = final). Significant differences were observed in
the rate of V. destructor in T2 and T3, as well as in the levels of infection by Vairimorpha sp. in both
treatments (p < 0.05). It is concluded that T2 and T3 increased the rate of V. destructor and the levels of
infection by Vairimorpha sp. Treatments T4, T5 and T6 did not show significant changes in the rates of
infestation by Leptus sp. and V. destructor or infection by Vairimorpha sp. T4 presented ideal protein and
mineral levels for the diet of Africanized A. mellifera.

Key-words: bentonite, yeast residue, Vairimorpha.
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1. INTRODUCAO

A adaptacdo de Apis mellifera africanizadas ao clima tropical impulsionou a apicultura no
Brasil. Polinizadores generalistas, essas abelhas nutrem-se por meio de néctar, pélen e agua
coletados na natureza [1, 2], porém em periodos sazonais, como a entressafra ocorre escassez de
flora apicola afetando o forrageamento e armazenamento de alimentos nas colmeias,
consequentemente causando a diminuicdo do enxame [3]. Para mitigar esse problema, os
apicultores recorrem a suplementacéo artificial, no intuito de sustentar as coldnias até a proxima
florada [4].

Os suplementos alimentares para abelhas podem ser energéticos e/ou proteicos [5]. Os
alimentos energéticos de subsisténcia incluem agucares refinados ou ndo refinados e tem a fungéo
de compensar a caréncia de néctar [6]. Em momentos de necessidade, as abelhas misturam agua
com acgUlcar (xarope), convertendo-os em aclcares simples para se alimentarem [7]. J& os
alimentos proteicos, como exemplo, aqueles a base de soja e milho, sdo regularmente usados na
suplementagdo das col6nias durante a entressafra para compensar a restri¢cdo de pélen [8].

A qualidade, os tipos, a composigdo, as concentraces e o processamento de suplementos
variam e geram preocupacdo quanto a sua eficacia [9] levando pesquisadores e apicultores
estudarem essas fontes de alimentos e buscarem alternativas que atendam as exigéncias
nutricionais das abelhas em periodos de caréncia de recursos [10].

Diferentes estudos utilizaram compostos bioativos probi6ticos e p6s-bidticos obtidos a partir
da microbiota intestinal das abelhas, como suplementos dietéticos no biocontrole de ectoparasitas
patdgenos em col6nias de A. mellifera [11, 12]. Residuos das agroindustrias na alimentacdo de
insetos estdo ganhando notoriedade, porém utilizando outras ordens taxondmicas. Dietas
compostas por residuos e leveduras de cerveja, bioativos ricos em proteinas, foram utilizadas no
desenvolvimento das larvas de insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera [13].
Residuos do processamento do azeite e da destilacdo de 6leos essenciais (bagaco de azeitonas)
em diferentes proporgGes foram testados no intuito de otimizar o valor nutricional, melhorar o
crescimento e a atividade antioxidante de uma espécie de Coleoptera, destacando o potencial
sustentavel dos subprodutos da agroindustria nas pesquisas experimentais [14].

Residuos, como os da produgéo do suco de uva, foram testados para melhoramento nutricional
de larvas de Coleoptera [15] por conter compostos fendlicos, minerais e proteinas, resultantes de
diferentes processos, entre eles a fermentagdo [16]. Nessa mesma perspectiva, residuos da
producéo do hidromel, cujo processo assemelha-se a producdo de vinho, também envolve varias
etapas de fermentagdo, como a pre-fermentacéo e pds-fermentacéo [17].

De modo geral, o hidromel é obtido a partir do processo de fermentacdo da mistura de mel e
agua com adicdo de leveduras, principalmente, Saccharomyces cerevisiae, considerada probidtico
[18-21]. Na fase final da fermentagdo, ocorrem duas etapas: trasfega do hidromel, onde séo
formados sedimentos ou residuos solidos denominados “residuo de leveduras”; clarificacdo e
estabilizacdo do mosto do hidromel, onde sdo formados sedimentos de bentonita, uma
combinacgdo argilomineral bastante utilizada na producdo de bebidas [22]. Ambos os residuos
apresentam, respectivamente, teores significativos de proteinas e sais minerais, nutrientes
importantes na alimentagdo de insetos [15, 23, 24].

Os alimentos chamados de artificiais podem representar uma ferramenta valiosa para
suplementar a dieta desses insetos, quando as fontes naturais de néctar e pdlen se encontram em
escassez [25]. No entanto, utiliza-los com prudéncia e adotar préaticas apicolas apropriadas para
reduzir qualquer ameaga a salide das coldnias. Os beneficios desses suplementos, assim como 0s
impactos e sua influéncia na prevaléncia de acaros ectoparasitas e fungos microsporidios, ainda
requer esforgos de pesquisa [26, 27].

Dentre 0s &caros, as espécies do género Leptus sdo ectoparasitas que causam injurias nas
A. mellifera, ao perfurar suas cuticulas para se alimentarem, resultando em abelhas menores [28].
A espécie Varroa destructor, que também é um ectoparasita, alimenta-se da hemolinfa e tecido
adiposo das larvas, prejudica a resposta imune e armazenamento de nutrientes [29-31]. Além
disso, V. destructor é vetor de virus patogénicos, como o DWV (Deformed Wing Virus), que
desencadeia uma méa formacéo nas asas além de diminui a longevidade das abelhas, podendo levar
ao declinio das colénias [32].
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Dentre os fungos, o microsporidio do género Vairimorpha causa doengas em col6nias de
A. mellifera, resultando em problemas digestivos, desnutricdo e reducdo na vida Gtil das abelhas
infectadas [33]. Os efeitos desses parasitos e patdgeno nas coldnias variam de acordo com a
localizac@o geogréfica, taxa de infestacdo e espécies de microsporidio envolvidos [34]. Portanto
é de suma importancia monitorar o estado nutricional das abelhas.

Considerando que a producdo de hidromel faz parte da cadeia do negécio apicola e que gera
residuos com potencial proteico e mineral, que sdo normalmente descartados pela agroindustria,
foi realizada a avaliacdo desses residuos como potenciais pds-bidticos na dieta suplementar de
A. mellifera africanizada. Nesse contexto, esta pesquisa foi conduzida com o propdsito de testar
os efeitos da suplementacdo mineral proteica, a partir de residuos do hidromel, na infestacdo por
Leptus sp. e Varroa destructor, e na infeccdo por microsporidio Vairimorpha sp. nas colénias de
A. mellifera africanizada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo e desenho experimental

A pesquisa foi conduzida no apiério localizado na Fazenda Experimental de Producéo Vegetal
do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas (CCAAB) (12°39'19.2"S;
39°04'58.3"W; 220 metros de altitude) e no Nucleo de Estudo dos Insetos (Insecta) (12°39'36.0"S;
39°05'08.0"W; 220 metros de altitude), da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB),
Brasil.

Foram utilizadas 30 coldnias de A. mellifera africanizada, capturadas em ambiente urbano e
suburbano. As coldnias de A. mellifera africanizada foram instaladas em colmeias (nlcleos)
padrdo Langstroth, com cinco quadros identificados com etiquetas contendo nimeros (quadro) e
letras (lado do quadro) para melhor controle do manejo. A idade e genética das rainhas selvagens
eram desconhecidas, ou seja, ndo houve controle da idade e da genética das rainhas nesse
experimento. Foi adotado o Delineamento experimental Inteiramente Casualizado (DIC) com seis
tratamentos e cinco repetigdes.

Levando em consideracdo o ciclo de desenvolvimento das abelhas operérias (ovo-adulto ~ 16
— 24 dias), assim como a idade em que executam a primeira viagem de coleta (= 18 — 26 dias)
[35-37], a avaliacdo foi realizada durante oito semanas (tempo de alimentacdo das col6nias com
0s tratamentos). Esse intervalo permitiu observar diferentes fases do ciclo de vida das abelhas,
observar as taxas de infestacdo dos &caros e avaliar o impacto na satde das col6nias.

Optou-se por realizar o estudo em ambiente natural devido a sua proximidade com a realidade
ecoldgica desses insetos. Ambientes controlados tém vantagens como o estudo isolado de
variaveis especificas, porém podem nao capturar totalmente a complexidade do ambiente natural.
Testes em ambientes naturais sdo importantes para compreender as interacbes com 0 meio
incluindo competicdo por recursos e adaptacbes comportamentais frente a agentes estressores
como predadores e doengas.

2.2 Procedimentos para o preparo dos tratamentos suplementares

2.2.1 Analises bromatoldgicas do residuo de leveduras e da bentonita

As analises bromatoldgicas das amostras do residuo de leveduras e da bentonita foram
realizadas no Laboratério de Andlises de Alimentos e Bromatologia do CCAAB/UFRB. As
amostras foram pré-secas em estufa de ventilacdo forcada por 72 horas a 55°C. Posteriormente
foram submetidas as analises para determinacdo da matéria seca (MS; método 967.03), material
mineral (MM; método 942.05), e proteina bruta (PB; método 981.10), conforme AOAC (1977)
[38]. As amostras foram moidas em moinho de facas tipo Wiley com peneira de 1mm, pesadas
em balancga de precisdo, armazenadas em microtubos tipo eppendorf e identificadas de acordo
com cada tratamento.
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2.2.2 Formulag&o dos tratamentos

Os ingredientes para o preparo do xarope utilizado como base para compor os tratamentos
suplementados foram: aclicar comum e agua potavel, na propor¢édo 1:1.

Os seis tratamentos consistiram em: T1 — tratamento controle (alimentacdo natural forrageada
pelas abelhas); T2 — xarope (1L), suplemento energético amplamente utilizado na apicultura; T3
— xarope com adicdo do complexo de aminoacidos comercial (ImL.L?), conhecido como
promotor de crescimento para enxames (CAC - suplemento vitaminico com nove aminoacidos,
da marca HIPRA — Equilibrium®); T4 — xarope com adicdo do residuo de leveduras (1g.L™),
proveniente do processo de fabricacdo do hidromel; T5 — xarope com adi¢do do residuo de
bentonita (1g.L?), proveniente do processo de fabricacdo do hidromel; T6 — xarope com adigéo
da mistura residuos de leveduras e de bentonita (1g.L™), proveniente do processo de fabricacdo
do hidromel. Os residuos de leveduras e de bentonita foram provindos de doagdo da “San’Mielle
Hidromelaria”. E importante ressaltar que durante todo o periodo em que as coldnias estavam sob
suplementagdo, as mesmas tinham acesso livre ao ambiente aberto para forragear.

2.2.3 Fornecimento e avaliacdo do consumo nos tratamentos

ApGs preparo, 0 xarope com e sem suplemento referente a cada tratamento, foi armazenado
em embalagem plastica (saco plastico em rolo, para alimentos). As embalagens contendo 0s
tratamentos foram transportadas ao apiario, em seguida colocados em alimentadores (utilizou-se
bandejas pléasticas, retangulares, transparentes com uma fina camada de cera apicola na parte
interna). Cada conjunto formado pelo alimentador (peso médio = 21,19¢) e alimento foi pesado
individualmente em balanca digital (marca SF-400, precisdo eletronica de 1g a 10 kg) para se
obter o peso inicial do alimento (por col6nia). Em seguida, o alimentador foi acomodado na parte
superior dos quadros e perfurado para liberagdo do contetido. Para evitar eventuais afogamentos
das abelhas no xarope, além da camada de cera nas bandejas, foram colocados flutuadores (cinco
palitos de madeira, do tipo picolé) em todos os alimentadores. Na primeira semana da intervengdo
dos suplementos artificiais, as colénias (exceto do T1 - controle) receberam seus respectivos
tratamentos. Esse procedimento foi repetido semanalmente, onde essas col6nias foram
alimentadas, simultaneamente, em periodo diurno. O conjunto formado pelo alimentador e
alimento restante foi pesado para se determinar a taxa de consumo semanal (peso inicial - peso
final) de cada col6nia. A quantidade de alimento consumida em cada semana foi somada para se
obter o consumo total de alimento por col6nia durante o periodo experimental. As sobras de
alimento (quando houve) foram armazenadas em baldes com tampas e encaminhadas para
descarte em Laboratério, de forma a evitar possiveis saques pelas abelhas das outras col6nias
(Figura 1).

T2, T3, T4, T3, T6 - tratamentos com suplementagiio artificial.
As colénias sob suplementagio, também tinham acesso livre para
forragear

1 semana

Descarte

T1 - Tratamento controle
(sem alimentagio
suplementar}.
As coldnias tinham acesso Pesagem micial
livre para forragear do alimento

=

Figura 1: Esquema do procedimento para fornecimento e avaliacdo (pesagem) do consumo suplementar
(tratamentos) das coldnias Apis mellifera para se determinar a taxa de consumo semanal dos tratamentos
(peso inicial-peso final) de cada coldnia. Fonte: os autores, 2024.
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2.3 Pesagem das colbnias

Para se obter os valores das variaveis de peso das coldnias, foi realizada a pesagem de todas
as col6nias antes (peso inicial) e depois (peso final) da intervencao dos tratamentos. Utilizou-se
balanca digital (marca U4home, modelo 2005D; vidro temperado; capacidade méxima de 150kg
de alta precisdo). A mensuracao do peso das colénias foi obtida pela diferenca entre o peso inicial
e o peso final, das colénias, baseando-se nos métodos utilizados por Lefebvre e Pierre (2006) [39]
e Human et al. (2013) [40]. Considerando as particularidades do cenéario, foram realizadas
modificagdes ou ajustes (tipo de balanca utilizada, etc.), para tornar a metodologia mais adequada
a pesquisa em questdo. Os dados foram tabulados e submetidos as analises estatisticas.

2.4 Coleta de amostras nas colonias

Amostras contendo aproximadamente 300 operarias foram coletadas de cada col6nia, antes e
apos a intervencdo da suplementacdo alimentar e foram mantidas em alcool 70% em freezer a
80°C para as andlises das taxas de infestacdo por Leptus sp. e por V. destructor, e dos niveis de
infeccdo por Varimorphora sp. As analises foram realizadas no Laboratério de Morfometria e da
Saude das Abelhas do Nucleo de Estudo dos Insetos - Insecta/CCAAB/UFRB.

As abelhas foram coletas com autorizagdo concedida pelo SISBIO, de acordo com o art. 28 da
IN 03/2014: numero: 87442-1. Expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBIio
n°® 748/2022. Codigo de autenticacdo: 0874420120230720.

2.5 Determinacédo da infestacao por &caros Leptus sp. e Varroa destructor

As andlises para avaliar os indices de infestacdo dos acaros Leptus sp. e V. destructor foram
realizadas nos Laboratérios de Morfometria e da Satde das Abelhas, do Insecta/ CCAAB/UFRB,
seguindo a metodologia de Dietemann et al. (2013) [41]. As abelhas de cada amostras foram
colocadas em peneira para remocgdo do alcool 70%. Uma bandeja pléstica foi utilizada para
contagem e separagdo dos &caros. Com ajuda de pingas cirdrgicas, os acaros foram retirados dos
corpos das abelhas, contados e registrados. Apds todo procedimento as amostras de acaros e
abelhas foram depositadas, separadamente, em microtubos tipo eppendorf e tubos tipo Falcon, e
armazenados em freezer -80°C.

Para mensurar a taxa de infestacdo de acaros (Leptus sp. e V. destructor) em abelhas (adultas)
nas coldnias estudadas foi utilizado a equacdo 1.

TIAv= A 100 1
R )
Onde,
TIA = taxa de infestacdo do &caro;
v = Varroa,
| = Leptus;

NA = nlmero de 4caros encontrados;
NB = nUmero de abelhas

2.6 Determinacdo dos niveis de infeccdo por Vairimorpha sp.

Para a determinacgdo de infeccdo por microsporidio Vairimorpha sp., nas col6nias, seguiu-se
a metodologia proposta por Human et al. (2013) [40]. Abdomens de 30 abelhas (de cada amostra)
foram retirados e macerados em almofariz (cadinho e pistilo) até formar uma pasta,
posteriormente foi adicionado 30 mL de &gua destilada (ImL/por abelha). A mistura foi
homogeneizada e filtrada em manta de voil. Uma aliquota de 10puL do homogeneizado foi
colocada em cada lado da cAmara do Neubauer e, apos 2 minutos, foi realizada a contagem do
namero de esporos em microscopio optico (marca Olympus®) com amplia¢do de 400x.
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Apobs a contagem dos esporos de Vairimorpha sp., aplicou-se a equagdo 2 para calcular o
numero de esporos por abelha e assim determinar o nivel de infeccéo.

7= (%) 5.250.000 = n 2)

Onde,

Z = NUmero de esporos por abelhas;
A = NUmeros de esporos contados;
= Nudmeros de quadrados contados;
6 = Fator de diluicdo (se houver)

n = n°de esporos por mL

O nivel de infeccdo por microsporidio Vairimorpha sp., foi determinado conforme a tabela
proposta por Jaycox e Parise (1980) [42], adaptada por Calderon-Fallas e Moreno-Morales (2022)
[43] que classifica os niveis e intensidade de infec¢do (numero de esporos/abelhas) da doenga
nosemose em abelhas (Tabelal).

Tabela 1: Classificacao dos niveis de infeccéo, intensidade e quantidade de esporos/abelhas (mL) de
microsporidio Vairimorpha sp.

Nivel de infec¢do Intensidade Quantidade de esporos(mL.)
Nulo 0 Menos de 10.000
Muito leve 1 10.000 - 1.000.000
Leve 2 1.000.001 - 5.000.000
Moderado 3 5.000.001 a 10.000.000
Semiforte 4 10.000.001 a 20.000.000
Forte 5 Acima de 20.000.000

Fonte: Calderén-Fallas e Moreno-Morales (2022) [43].

Para se obter a percentagem de coldnias, dentro de cada tratamento (antes e depois) em relagéo
ao nivel de infecgdo por microsporidio Vairimorpha sp. foi aplicada a equacao 3.

i

Nir=ﬁt.100 3

Onde,

Nir = Niveis de infeccao relativa
Ni = Niveis de infec¢do individual
Nt = Niveis de infec¢&o total

2.7 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos as andlises estatisticas utilizando o software R® v.4.2.3 [44],
adotando um nivel de significdncia de o = 0,05 para todas as analises realizadas. Inicialmente
foram testados os pressupostos para realizacdo da Analise de Variancia (ANOVA), aplicando o
teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos residuos e, o teste de Levene para verificar
a homogeneidade das variancias, utilizando o pacote “car” [45].

Os dados que ndo atenderam aos pressupostos foram submetidos as transformac6es. Deste
modo, os valores referentes ao nivel de infeccdo por microsporidio Vairimorpha sp., foram
transformados pelo método de Box-Cox [46] com adi¢do da constante 0,5 em todos os valores
[47]. Os dados de taxa de infesta¢do V. destructor, foram submetidos a transformacéo logaritmica
(Log(x+10)) [48]. Os dados de consumo de alimento foram submetidos a uma anélise exploratoria
para identificagdo de outliers utilizando a funcao “identify_outliers” do pacote “rstatix” [49]. Os
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outliers identificados foram removidos das analises, a fim de garantir que os dados atendessem
aos pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias.

A variavel consumo total de alimento foi analisada por meio da ANOVA para testar a hipotese
nula de que o consumo total foi igual em todos os tratamentos, seguida do teste post-hoc de Tukey.
Para as variaveis peso da colénia, infestacdo por V. destructor e infecgdo por Vairimorpha sp., foi
aplicada ANOVA, para testar a hip6tese nula de que os tratamentos apresentaram médias iguais
para cada variavel analisada antes e ap0s a intervencdo, quando rejeitada a hipotese nula
aplicou-se o teste post-hoc de Tukey. ANOVA e o teste de Tukey foram aplicados utilizando o
pacote “ExpDes.pt” [50]. Os dados de peso da coldnia, infestacdo por V. destructor e infec¢cdo
por Vairimorpha sp., foram submetidos também ao teste T pareado em cada tratamento
individualmente, para testar a hipotese nula de que ndo houve alteragdes nas médias das variaveis
estudadas apo6s a intervencao da suplementacédo alimentar.

Os valores da varidvel infestacdo por Leptus sp., ndo se adequaram aos pressupostos da
ANOVA mesmo apoés tentativas de transformagfes. Deste modo, foi aplicado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, para testar a hipotese nula de que a mediana da taxa de infestacao
antes e apos a intervencao é igual entre os tratamentos. Posteriormente, foi aplicado aos mesmos
dados o teste de Wilcoxon para dados pareados, a fim de testar a hip6tese nula de que ndo houve
alteracdo na taxa de infestacdo apds a intervencdo em cada tratamento, ambos os testes foram
realizados utilizando o pacote “rstatix” [49].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises bromatolégicas do residuo de leveduras e da bentonita

Os resultados bromatolégicos demonstraram que a amostra do residuo de leveduras apresentou
20,31% de matéria seca (MS), 4,89% de material mineral (MM) e 43,55% de proteina bruta (PB).
Para amostra de bentonita, o teor de MS foi 7,55%, de MM foi 50,70% e de PB, 4,86%. Para a
amostra da mistura residuo de leveduras e bentonita, o teor de MS foi 13,41%, de MM foi 42,86%
e PB, 26,90% (Tabela 2).

Tabela 2: Composi¢édo bromatoldgica do residuo de leveduras, da bentonita e da mistura residuo de
levedura e bentonita, em percentagem.

Resultados da Analise bromatoldgica (%)

Item Residuo de leveduras Bentonita Residuo de leveduras
+ Bentonita

MS 20,31 7,55 13,41

MM 4,89 50,70 42,86

PB 43,55 4,86 26,90

Onde: MS = matéria seca; MM = material mineral; PB = proteina bruta.

O teor de proteina bruta (PB) nas amostras de residuo de leveduras (43,55%) superou o
percentual presente no polen (=23-30%), considerado 6timo para o desenvolvimento
bem-sucedido das crias [51]. O percentual de proteina dentro da faixa de 23 a 50% administrado
na dieta das abelhas, principalmente das nutrizes, assegura 0 crescimento e secrecdo das suas
glandulas hipofaringeanas, cuja fungdo é a sintese de geleia real, alimento essencial as larvas das
futuras rainhas [52]. No &mbito cientifico, o teor ideal de material mineral indicado a dieta das
abelhas ainda ndo foi consolidado, porém, os resultados da analise bromatoldgica para o teor de
MM no residuo de leveduras (4,89%), utilizado nessa pesquisa, foram condizentes com pesquisas
anteriores que atestaram que teores de minerais entre 1 a 5% incluidos na dieta das abelhas
influenciam as atividades de enzimas antioxidantes, que protegem as células contra danos
causados pelos radicais livres [53, 54]. Teores adequados de minerais como Zinco (Zn) e Cobre
(Cu) influenciam positivamente a qualidade nutricional da geleia real [54, 55]. Outros minerais
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como Saédio (Na), Potassio (K) e Célcio (Ca) também influenciam no desempenho das operarias
nas atividades de puxadas de células de crias até a sua operculagdo (cria selada) [53]. Deste modo,
dieta natural (p6len e néctar) com teores de minerais abaixo de 0,5% é considerada insuficiente
para suprir as necessidades nutricionais, sendo sugerido suplemento mineral adicional na dieta
artificial das abelhas [53, 54].

O resultado bromatoldgico para o teor de PB da amostra de bentonita (4,86%) apresentou valor
abaixo do recomendado (=20-30%) para a nutricdo das abelhas, enquanto o resultado para MM
foi de 50,70%. De Sousa et al. (2022) [56] consideraram que 0s minerais Sao importantes para o
metabolismo das abelhas, cujas principais fontes de nutrientes sdo o pélen floral e o néctar. Porém,
esses autores salientaram que niveis elevados de minerais podem ser prejudiciais para esses
insetos, tanto imaturos quanto adultos.

Embora, o resultado bromatoldgico para a amostra residuo de leveduras + bentonita tenha
indicado o teor para PB (26,90), adequado para uso na alimentacdo suplementar [51, 52], o
resultado para MM (42,86) dessa combinagdo apresentou teor elevado [53], que pode causar
rejeicdo ao alimento devido ao sabor ndo palatavel as abelhas [52, 57. Em estudos realizados com
dietas em solugBes de sacarose com adi¢cdo de minerais, comuns no polen, as abelhas
demonstraram a capacidade de regular a ingestdo desses minerais, evitando concentragdes
elevadas e toxicas [58-60].

Herbert Jr. e Shimanuki (2015) [53] compararam diferentes tratamentos nos quais as abelhas
alimentadas com dieta contendo 8% de cinzas (presentes no pélen) produziram menos crias até o
estagio de pupa do que aquelas alimentadas com teor abaixo de 6% de cinzas. Esses autores
sugeriram gue alimentos com baixos teores desse micronutriente sdo mais atrativos as abelhas e
gue embora 0s minerais ndo sejam essenciais para o desenvolvimento das glandulas
hipofaringeanas, importante para o crescimento da colénia, a area de crias aumentou com esses
teores 6timos de cinzas na dieta.

Em suma, os minerais encontrados no néctar provavelmente tém fungdes relacionadas ao
paladar, atraindo certos polinizadores em baixas concentragtes e repelindo em concentracfes
mais altas [61]. Essa relacdo com a palatabilidade pode influenciar também nos tipos de dietas
utilizadas como suplementacgdo para abelhas.

3.2 Avaliagdo do consumo dos suplementos e peso das colonias

As coldnias estudadas consumiram em média 79,20% do alimento fornecido durante todo o
experimento. De acordo com as observagbes durante o manejo semanal no apiério, a
suplementagdo fornecida foi consumida em aproximadamente trés dias e nenhuma perda de
coldnia ocorreu durante o experimento. Houve diferenca significativa no consumo de alimento
entre os tratamentos (F .15y = 9,556; p < 0,01). A média de consumo total das col6nias pertencentes
aos tratamentos T2 (9,75kg) e T3 (9,83kg), foi significativamente superior as médias dos
tratamentos T4 (9,49kg), T5 (9,47kg) e T6 (9,45kg) de acordo com o teste de Tukey ao nivel de
5% de significancia (Figura 2A). N&o houve diferenca significativa no peso das colonias entre
todos os tratamentos, antes da intervencdo (F23 = 0,510; p = 0,765) ou depois da intervencéo
(Fs23 = 1,959; p = 0, 123), de acordo com o teste F da ANOVA. No entanto, quando aplicado o
teste T pareado aos valores de peso da col6nia antes e depois da intervencdo, em cada tratamento
individualmente, apenas o T1 apresentou reducdo de peso significativa (t = 5,447; gl = 3;
p = 0,012) apresentando peso médio inicial = 8,70kg e peso final = 6,80 kg (Figura 2B).
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Figura 2: Média de consumo total (kg) do alimento em cada tratamento (A); peso das col6nias de Apis
mellifera, antes e depois da intervengdo dos tratamentos (B). Barras seguidas por letras mindsculas
iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia; onde:

T1 — controle; T2 — xarope; T3 — xarope com adi¢édo do complexo de aminoacidos comercial;

T4 — xarope com adi¢do do residuo de leveduras; T5 — xarope com adi¢édo da bentonita; T6 — xarope com
adi¢do da mistura residuo de leveduras e bentonita. O “X” no interior do box-plot representa a média de
cada tratamento.

Habitualmente, os apicultores oferecem, como alimento suplementar, xarope & base de agtcar
e agua, para suas colbnias. Nesse sentido, o resultado obtido para a dieta T2 era esperado, uma
vez que esse suplemento energético (xarope), rico em sacarose € rapidamente convertido em
frutose e glicose, possui boa palatabilidade e é bem aceito pelas abelhas [62].

De forma semelhante, o consumo do T3 pelas colénias, (xarope + CAC) foi maior. Esse
resultado pode estar relacionado a maior solubilidade do CAC, uma vez que 0s residuos
provenientes da producdo do hidromel, presentes nos T4, T5 e T6 s&o menos sollveis [63, 64].
Apds serem diluidos ao xarope, parte dos residuos de leveduras e bentonita (T4, T5, T6) pode ter
decantado antes do consumo pelas abelhas. Alguns autores sugeriram que os suplementos moidos
(em pd) devem possuir caracteristicas semelhantes a farinha de trigo, para evitar problemas de
dissolucdo no preparo das dietas e facilitar a absor¢do do alimento pelas abelhas [65, 66].
Contudo, é importante esclarecer que a decantacdo mencionada, dos residuos utilizados
(leveduras e bentonita), na presente pesquisa, ndo ocorreu no momento do preparo dos
suplementos, havendo homogeneizacéo de todos os ingredientes utilizados como tratamento até
0 momento da oferta as colonias.

Como os tratamentos utilizados nesta pesquisa tinham o xarope como base para a elaboracao
dos suplementos (com excecdo do T1, sem suplemento) e nenhum dos tratamentos com
suplementacdo foi rejeitado, sugere-se que a suposta preferéncia das colnias pelo tratamento T3
se deve somente a combinacao e boa diluicdo do CAC com glicose e frutose contidas no xarope.
Esse fato também foi sugerido por Castagnino et al. (2006) [67] e Castagnino et al. (2022) [68],
que ndo observaram impacto superior no crescimento das colénias com o uso do CAC, em
comparagdo com aquelas que receberam apenas xarope, atribuindo os beneficios observados
principalmente ao xarope e ndo ao CAC.

Quanto a reducgdo de peso das colbnias do T1 (controle) pode estar relacionada com a redugédo
da disponibilidade de néctar e pdlen no periodo da realizagdo da pesquisa. De acordo com
Puskadija et al. (2017) [69], a falta de suplementacéo e a oferta de flora apicola reduzida causam
uma diminuicdo significativa na ingestao de pélen pelas abelhas, sendo necessario 0 consumo do
polen armazenado (pdo de abelha), o que ocasiona reducdo no peso, no tempo de vida das
operarias, producéo insuficiente de geleia real necessaria para o desenvolvimento sadio das larvas,
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diminuicdo na postura, portanto menos crias, resultando em col6nias menos populosas e,
consequentemente, Com menor peso.

3.3 Taxas de infestacdo por &caros Leptus sp. e Varroa destructor

Os resultados para as taxas de infestacdo por acaro Leptus sp. ndo foram significativos, entre
todos os tratamentos antes da intervencdo (KW = 3,943; gl = 5; p = 0,558) ou depois da
intervencdo (KW= 5,388; gl = 5; p = 0,370) no periodo experimental, de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis. Além disso, ao aplicar o teste de Wilcoxon, para comparar a diferenca da taxa de
infestacdo de cada tratamento individualmente antes e apds a intervencgdo, também ndo foram
observadas diferencgas significativas em nenhum dos tratamentos. Isso sugere que a taxa de
infestacdo por Leptus sp., permaneceu constante em todos os tratamentos (Figura 3).
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Figura 3: Taxa de infestacdo por Leptus sp., antes e depois a intervencéo dos tratamentos nas col6nias
de Apis mellifera, usadas no experimento. O “X” no interior do box-plot representa a média de cada
tratamento.

O resultado néo significativo para o nivel de infestacdo por &caros Leptus sp., nas colbnias
examinadas pode ser atribuido a dois fatores: primeiro, o comportamento peculiar desses
ectoparasitas, que ovopositam no solo ou nas folhas das plantas [70]. Apés a ecloséo, as larvas
aguardam a chegada do hospedeiro, neste caso as abelhas, enquanto elas coletam alimentos. Em
segundo lugar, o periodo do ano e a menor intensidade de forrageamento reduz a interacdo entre
abelhas, acaros e patogenos [71].

A taxa de infestacdo por V. destructor considerando todos os tratamentos antes da intervencédo
com os suplementos variou entre 0% e 3,49%. As médias em cada tratamento ndo diferiram
estatisticamente entre si (Fs23 = 1,233; p = 0,326) pelo teste F da ANOVA. No final do periodo
experimental o nivel de infestagdo em todos os tratamentos variou entre 0% e 6,37% e também
as médias ndo diferiram estatisticamente entre si (F(s23) = 0,777; p = 0,576) pelo teste F da
ANOVA. As variagdes do nivel de infestacdo por V. destructor em cada tratamento
individualmente, antes e depois da intervencdo com os suplementos, foram significativas pelo teste
T pareado apenas nos tratamentos T2 (t = -4,543; gl = 4; p = 0,01) e T3 (t = -3,048; gl = 4;
p = 0,038) (Figura 4).
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Figura 4: Taxa de infestacdo por Varroa destructor antes e depois da intervencao dos tratamentos nas

coldnias de Apis mellifera, usadas no experimento. O “X” no interior do box-plot representa a média de
cada tratamento.

Embora em outros paises o limite aceitavel para populacGes de V. destructor nas coldnias varia
de 5% a 12% [72], ndo ha consenso para as A. mellifera africanizada no Brasil. Contudo, com
base nos valores de outros paises, 0s niveis de infestacdo por V. destructor encontrados nas
colbnias dos tratamentos T1 (5,026%) e T5 (6,373%) podem requerer atencdo e alerta de risco
para a saude das abelhas [73]. Apesar disso, apds a intervencgao dos tratamentos, o nivel médio de
infestacdo por V. destructor foi de 1,71% nas col6nias estudadas.

3.4 Niveis de infec¢do por microsporidio Vairimorpha sp.

O nimero médio de esporos por abelha do microsporidio Vairimorpha sp. em todas as col6nias
antes da intervengdo dos tratamentos esteve entre 0 (nivel de infecgdo: nulo) e 7.716.667,00 (nivel
de infeccdo: moderado). Apds a intervencdo dos tratamentos o nUmero médio de esporos por
abelhas, em todas as coldnias ficou entre 0 (nivel de infec¢do: nulo) e 10.733.333,33 (nivel de
infeccdo: semiforte). A infecgdo por Vairimorpha sp. entre os tratamentos antes da intervencao,
ndo diferiram estatisticamente entre si (F23 = 0,724; p = 0,613). Ap6s o periodo experimental,
0s niveis de infeccdo também ndo foram significantes entre os tratamentos (F23 = 1,459;
p =0.242). Porém, de acordo com o teste T pareado os resultados indicaram alteracGes
significativas nos niveis de infec¢do dos tratamentos T2 (t = -3,970, gl = 4; p = 0,017) e T3
(t=-3,755, gl = 4; p=0,020) apos a intervengdo, sugerindo aumento no nimero médio de esporos
por abelhas nas amostras das col6nias submetidas aos respectivos tratamentos (Figura 5).
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Figura 5. O nimero médio de esporos por abelha, do microsporidio Vairimorpha sp. antes e depois da
intervencao dos tratamentos nas colénias de Apis mellifera usadas no experimento. O “X™” no interior do
box-plot representa a média de cada tratamento.

Independentemente dos tratamentos utilizados, houve oscilagdo quanto a classificagao do nivel
de infecg@o por microsporidio Vairimorpha sp. [43] em quase todas as col6nias. No tratamento
controle (T1), 75% das coldnias passaram do nivel "muito leve" para o nivel "leve" apds o periodo
de intervencdo. Das col6nias suplementadas com o “T2”, antes da intervencao, 60% estavam com
nivel “muito leve” e 40% nivel “leve”, de infeccdo; porém, essas percentagens mudaram para
80% no nivel “leve” e 20% no nivel “moderado” ap0s a intervencgdo dos tratamentos. No “T3”,
coldnias que estavam nos niveis “muito leve” (40%) e “leve” (60%) passaram a apresentar nivel
“leve” (80%) e nivel “moderado” (20%) de infeccdo. Apods a intervencdo dos tratamentos, “T5”
apresentou 40% das colénias no nivel “nulo”, 40% no nivel e “leve” 20% no nivel “semiforte”,
enquanto que “T6”, apresentou 40% das coldnias no nivel “muito leve”, 40% “leve” e 20% nivel
“moderado” de infe¢do por microsporidio Vairimorpha sp.

Dos seis tratamentos utilizados, somente em “T4”, a classificagdo do nivel de infec¢do
permaneceu inalterada, apresentando 20% das colonias no nivel “nulo”, 20% no nivel “muito
leve” e 60% no nivel “leve”, antes e depois da intervencdo dos tratamentos. As oscilacdes nas
percentagens de coldnias quanto ao nivel de infecgdo, antes e depois da intervencdo dos
tratamentos podem ser visualizadas na Figura 6.



M.M. da Costa et al., Scientia Plena 20, 058002 (2024) 13

100%
90%
80%
70%
60%

50%

40%

30% I

20%

10% I
0% |

T1 Antes T2 Antes T3 Antes T4 Antes TS5 Antes T6 Antes|T1 DepoisT2 DepoisT3 DepoisT4 DepoisT5 DepoisT6 Depois

Nulo m Muito leve leve Moderado ® Scmiforte

Figura 6: Percentagem de colénias Apis mellifera e seus respectivos niveis de infec¢ao por microsporidio
Vairimorpha sp. antes e depois da intervencéo dos tratamentos.

O nivel “moderado” de infeccdo apresentado no grafico, correspondente as coldnias tratadas
com xarope (T2) e xarope com adicdo do CAC (T3), ndo sugere a presenca da nosemose, doenca
que causa perdas significativas de coldnias [43], porém o ndmero médio de esporos/abelhas
aumentou consideravelmente em relagdo as coldnias submetidas aos demais suplementos. Essa
alteracdo, no nivel de infecgdo por microsporidio Vairimorpha sp. pode estar relacionada ao fato
dos esporos sobreviverem por mais tempo em xarope (sacarose), como observado por Gage et al.
(2018) [74] e Macinnis et al. (2022) [75] que confirmaram a presenca de esporos ativos nos
xaropes utilizados como alimentacgao energética, aumentando o risco das abelhas se afogarem ou,
acidentalmente, serem esmagadas durante 0 manejo, caindo nessa solugdo, liberando esporos e
potencialmente infectando multiplas colbnias. Abelhas forrageadoras de col6nias alimentadas
somente com xarope e que ja estejam infectadas por Vairimorpha sp. sentem mais fome, gastam
mais energia, na busca por recursos e retornam as col6nias com deficiéncia energética [33].

Em experimento testando o estresse energético em colbnias de A. mellifera tratadas com
xarope puro e com adicdo do promotor de crescimento, demonstrou uma relacdo de competicao
patdgeno-hospedeiro por nutrientes, resultando em aumento na contagem de esporos por abelhas,
em comparacdo com outros tratamentos e apresentando nivel “forte” de infeccdo [76]. Estudo
semelhante, conduzido por Higes et al. 2011 [77] constatou que colbnias submetidas ao
tratamento de xarope com adi¢do do complexo de aminoacidos (CAC) apresentaram maior
numero de esporos/abelhas em relacdo aos outros tratamentos utilizados, correspondendo ao nivel
“forte” de infeccdo por microsporidio Vairimorpha sp.

Por outro lado, todas as col6nias tratadas com (T4), nas mesmas condi¢fes de campo, que as
demais coldnias, se mantiveram nos niveis de baixa intensidade (0 — 2) representando menor
namero de esporos/abelhas [43]. Esse resultado pode ser atribuido as propriedades nutricionais
encontradas no residuo de leveduras utilizado para compor esse tratamento, que também se
apresentou como potencial pds-bidtico na alimentacédo para abelhas. Estudo realizado por Garcia-
Vicente et al. (2023) [78] em coldnias suplementadas com p6s-bidticos adicionados ao xarope
melhorou notavelmente a salde nutricional das colonias, refletindo na menor infeccdo por
microsporidio Vairimorpha sp. e aumento da populacdo de operarias, mesmo em col6nias
inicialmente menores. Além disso, relatam que, os resultados com p6s-bi6ticos foram superiores
aos outros tratamentos utilizando probidticos na alimentacdo suplementar de A. mellifera. Logo,
enguanto os xaropes oferecem energia rapida, a suplementacéo proteico energética oferece maior
concentracdo de nutrientes, equilibrando as demandas energéticas das colénias e fornecendo
nutrientes necessarios para sua defesa contra a infeccéo [6, 8].
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Embora os niveis de infec¢do por microsporidio Vairimorpha sp. encontrados nas colénias
utilizadas nessa pesquisa ndo tenham sido criticos (forte) na quantidade de esporos/abelha, a
importancia de medidas preventivas para proteger as coldnias, principalmente, nos periodos que
necessitam de suplementac&o, € crucial. Nesse sentido, 0 monitoramento constante dos niveis de
infeccdo desse microsporidio e do estado nutricional das col6nias podem ser importantes
ferramentas para a promocao sustentavel da criacéo racional de abelhas.

4, CONCLUSAO

Os tratamentos com xarope (T2) e com o complexo de aminodcidos comercial (T3)
aumentaram a taxa de infestacdo de V. destructor e os niveis de infec¢do por Vairimorpha sp. Os
tratamentos a base de xarope com adi¢do de residuo de leveduras (T4), xarope com adicdo de
bentonita (T5) e xarope com a mistura residuo de levedura e bentonita (T6), residuos da fabricacéo
do hidromel, ndo apresentaram efeitos consistentes na prevaléncia de V. destructor, Leptus sp. ou
Vairimorpha sp. O “T4” destacou-se devido aos baixos niveis de infestagdo e de infec¢do e a sua
composicao de proteinas e minerais, sugerindo viabilidade para uso do residuo da fabrica¢éo do
hidromel na dieta de A. mellifera africanizada.
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