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RESUMEN

GUTIERREZ GAMINO EVA YOLOTZIN. Determinacion y evaluacion de la
concentracion de elementos minerales de vesiculas seminales de zanganos (Apis mellifera
L.) sexualmente maduros, mediante espectrometria de absorcion, emision atémica y
colorimetria (bajo la supervision de MVZ Adriana Correa Benitez, M en C Juan Alberto
Balcazar Sanchez y M en C René Rosiles Martinez).

En mamiferos, la funcién de los minerales potasio, sodio, calcio y magnesio radica en
el mantenimiento de la presion osmoética, equilibrio acido base y permeabilidad tisular, asi
mismo el zinc se haya involucrado en el mantenimiento del equilibrio acido base. El
potasio, magnesio, calcio, cobre, hierro y sodio son necesarios para la motilidad
espermatica. Los espermatozoides son ricos en fosforo para almacenar y transportar
energia.

El objetivo del estudio fue determinar y evaluar la concentracion de elementos
minerales de vesiculas seminales de zanganos (Apis mellifera L.) sexualmente maduros,
para saber cuales estan presentes y conocer en qué cantidad.

Las muestras se obtuvieron de la diseccion de vesiculas seminales de zanganos de
colonias del Centro de Educacion Ambiental “Acuexcomatl”. Las cuales fueron mantenidas
en congelacion hasta su liofilizacion, en el Laboratorio de Toxicologia de la FMVZ-
UNAM” se realiz6 la medicién de minerales mediante espectrometria de absorcion y
emision atomica, excepto para fosforo, el cual fue medido mediante colorimetria con
vanadato de amonio. La transformacion de la absorbancia de cada muestra a concentracion
se hizo por una regresion simple con cantidades conocidas del elemento mineral a
determinar. Una vez obtenida la concentracion inicial, ésta se multiplicé por la dilucion y se
dividio entre el tamafio de muestra. Los resultados fueron: potasio (4277.95 ug/g)), sodio
(3297.89 ug/g), magnesio (686.8 ug/g), calcio (1009.58 ug/g), cobre (237.67 ug/g), zinc
(65.72 ug/g) y fosforo (967.83 ug/g) y nulas concentraciones de fierro y manganeso.

Palabras clave: Zangano, semen, vesiculas seminales, minerales.

* Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México.



1 INTRODUCCION

1.1 Biologia reproductiva de las abejas meliferas

Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) son insectos que viven en sociedades o
colonias constituidas por dos castas: machos y hembras, éstas Gltimas pueden ser obreras o
reinas. Cada casta cumple una funcion especifica, es asi que la abeja reina y el zangano son
los Ginicos individuos capaces de reproducirse.'?

Con respecto a las obreras, presentan un fendémeno conocido como traslape
generacional, es decir, mientras algunos individuos cumplen con su ciclo de vida, la
siguiente generacion se encarga de las labores de la colonia, esto asegura la supervivencia
de la misma. Una colonia de abejas esta compuesta por una superfamilia y a su vez esta
conformada por subfamilias de obreras que pueden ser medias hermanas®, hermanas
completas® y superhermanas®. El nimero de subfamilias de una colonia dependera de la
cantidad de zanganos que copularon con la reina. En este contexto las abejas se organiza en
torno a un sistema social, el que es mantenido por un complejo de feromonas y
comportamientos regulados por mensajes quimicos para todos los individuos de la
colonia.*?

Dzierzon en 1845, sefialé que las reinas se originan a partir de huevos fertilizados al
igual que las abejas obreras, por lo tanto poseen informacion genética de la madre y el
padre.? La metamorfosis de la reina tiene una duracién promedio de 16 dias, al eclosionar

del huevo es alimentada con jalea real por las abejas obreras nodrizas, después de emerger

B . o .o . ,
Medias hermanas= abejas hijas de machos que no tienen parentesco en comun
C . ..
Hermanas completas= abejas hijas de padres que son hermanos
D . . .
Superhermanas = abejas hijas del mismo padre



y alcanzar la madurez sexual (5 a 7 dias), sale de la colmena para realizar uno o dos vuelos
de orientacién, los cuales se llevan a cabo en la tarde y duran unos cuantos minutos.*

Al finalizar los vuelos de orientacion, la reina esta lista para reproducirse. El
apareamiento de estos insectos ocurre en zonas de congregacion (areas en el aire donde se
rednen los z&nganos para esperar a las reinas virgenes y llevar a cabo el proceso de
apareamiento), para lo cual debe existir ciertas condiciones climaticas, como cielo
despejado sin precipitacion pluvial, una temperatura no menor a 20°C y vientos a una
velocidad menor a los 20-28 km/h. La reina y los zanganos salen a los Ilamados vuelos de
apareamiento entre las 14 y 16 horas, duran un promedio de 25 a 32 minutos, aunque
pueden prolongarse hasta 60 minutos y s6lo se aparean durante este primer periodo de su
vida.?

Las reinas pueden realizar mas de un vuelo y aparearse hasta con 17 zanganos, o bien,
puede regresar a su colonia. Una vez que la reina ha realizado su ultimo vuelo de
apareamiento, de 3 a 5 dias despues, empieza a ovopositar alrededor de 1500 huevos
diariamente.®*

Una vez fertilizada, la reina contrae su abdomen para cerrar el orificio vaginal,
pudiendo haber un promedio de 80 a 90 millones de espermatozoides en los oviductos
laterales, los espermatozoides migran por quimiotactismo positivo® y contracciones
musculares del oviducto medio a un saco esférico llamado espermateca donde la reina tiene
capacidad de almacenar de 5 a 7 millones de espermatozoides y que éstos permanezcan
viables de 3 a 5 afios.*®

Lo anterior se atribuye a tres enzimas antioxidantes presentes en semen y

espermateca, catalasa (CAT), glutation S-transferasa (GST) y superoxido dismutasa (SOD),

E . . . g , . s .z
Quimiotactismo positivo es un estimulo que se produce por una sustancia quimica de atraccién



las cuales se relacionan con la reduccion de dafio espermatico causado por el estrés
oxidativo.” Aunado a ello, las abejas han desarrollado un mecanismo, hasta ahora no
estudiado, que permite que sus espermatozoides permanezcan viables; al respecto Collins
(2000) evalud la viabilidad del semen almacenado, a temperatura ambiente (25°C) y en
refrigeracion (12°C). En ambas temperaturas, informd un rango de supervivencia del 70-
80% a las seis semanas y a las 39 semanas permanecieron con una supervivencia de 45-
65% de espermatozoides viables.®®

La principal funcién de la reina es la postura de huevos, mientras que las obreras se
encargaran del mantenimiento, construccion y abastecimiento de todo lo necesario para la

colonia, por lo que los machos tienen como Gnica funcién bésica, el acoplarse con la reina.’

1.2 Biologia del zangano

Se estima que solo 10% del total de individuos de la colonia son machos en época de
floracion. Los zanganos tienen un periodo de metamorfosis de 24 dias, a partir de que la
reina pone un huevo no fertilizado (partenogénesis), por lo que cuentan con un nimero
haploide de cromosomas (16n), de tal modo que mantienen Unicamente la informacion
genética de la madre.®*°

Los zanganos al eclosionar de las celdas son alimentados por las obreras y realizaran
vuelos de orientacién a partir del dia 6 al 8 después de emerger y a partir del doceavo dia
alcanzaran la madurez sexual y saldran de la colonia en busca de las areas de congregacion,
las cuales se encuentran ubicadas normalmente entre 90 -120 m del apiario. Las reinas
sobrevuelan las zonas de congregacién y por comunicacion quimica (feromonas) atraen a

los zanganos hacia ellas, volando a una altura de entre 10-40 m del piso, los machos



sexualmente maduros volarédn tras ella tratando de alcanzarla formando lo que se conoce
como cometas de zéanganos, llamados asi porque los machos vuelan en grupos compactos y
aparecen como densas nubes. EIl zdngano se acopla con la hembra en vuelo, cuando uno de
ellos la alcanza, la sostiene entre sus patas, de manera que queda posado sobre el dorso de
la reina, al tocarla tiene un primer estimulo sexual que hace que él evierta una primera parte
de su aparato reproductor, exponiendo un par de corniculas, localizadas en la base del
endofalo y que le sirven para poder sujetarse a la reina; el zangano curva el abdomen y por
efectos de excitacion evierte totalmente el endéfalo, penetrando la vagina de la reina,
abatiendo la valvula vaginal y llegando al oviducto medio donde eyacula; expulsando a
través de una severa compresion abdominal el semen desde las vesiculas seminales a través
del conducto eyaculador y el cual es seguido por una secrecion de moco que impide la
salida del semen.?®

Una vez que el zangano eyaculd, suelta a la hembra, gira su cuerpo y la accion
eyaculatoria separa al macho de la reina, rompiendo el endofalo, el zangano cae al suelo y
muere en minutos u horas. Este proceso dura menos de 5 segundos y se conoce como signo
de apareamiento. Durante la coOpula, cada zangano eyacula de 6 a 10 millones de
espermatozoides (1 ul de semen) en la vagina de la reina y de aqui migraran en un lapso de
24 h hacia la espermateca, donde seran almacenados hasta que la reina decida ocuparlos

para la fertilizacién de un huevo que daré origen a una hembra.**

1.3 Anatomia y fisiologia del aparato reproductor del zangano

En la parte interna del abdomen del macho se encuentra el aparato reproductor u

organo intromitente, presenta forma de “S”; lo constituye el end6falo, conducto eyaculador,



dos testiculos, un par de vesiculas seminales, las cuales se unen a un par de glandulas
1-3 H
mucosas.”” (Figura 1)

Testiculo

Glandulas
mucosas

Testiculo

Conducto
eyaculador

Corniculas

Figura 1. Anatomia del aparato reproductor del zangano™*

El endofalo es un saco blando, membranoso que se encuentra invaginado en el
abdomen, cuando se evierte es transparente y esta lleno de aire y hemolinfa, en su extremo
distal se localiza el bulbo, placa quitinosa en forma de coma. En la base es mas ancho, de
aqui salen las corniculas, cuya forma asemeja la de cuernos, los cuales cambian de color de
acuerdo a la madurez sexual del zangano, recién emergidos de la celda, las corniculas seran
de color blanco e iran torndndose amarillo hasta un naranja intenso, conforme se aproximen
a los 12 dias de emergidos, teniendo su capacidad reproductiva al 100% en ese momento.’

El conducto eyaculador corre a través del endofalo, por lo que es el medio de
transporte para el semen y por su posicidén anatomica, conecta al endéfalo con los testiculos
y las vesiculas seminales.

Los testiculos son estructuras pares, de forma ovalada, color crema (en zangano

maduro), de consistencia blanda y esponjosa, con una longitud de 5 a 6 mm. Aqui se llegan



a producir 10 millones de espermatozoides, entre el tercer y octavo dia de vida en la fase de
pupa de los zanganos, poco antes de eclosionar de la celda, los espermatozoides pasan por
el conducto deferente hasta llegar a las vesiculas seminales.®

Las vesiculas seminales tienen forma de un saco alargado y ligeramente curvo, que
aumentan de longitud como de grosor a medida que reciben los espermatozoides desde los
testiculos, sus paredes musculares se alinean con el tejido glandular, el cual proporciona la
secrecion seminal que mantiene nutridos a los espermatozoides hasta el momento del
apareamiento.™

Las glandulas mucosas son Organos accesorios y la parte mas evidente de todo el
aparato reproductor del macho. Forman una “U” al unirse a la salida de las vesiculas
seminales. Estas glandulas segregan una sustancia que al contacto con el aire se solidifica,
su objetivo es empujar al semen a través del conducto eyaculador y sellar la salida del

semen de la vagina de la reina para evitar su pérdida.

1.4 Produccidn de espermatozoides

Alrededor del octavo dia de la fase de pupa, en los testiculos se lleva a cabo la
espermatogénesis o produccion de espermatozoides (10 millones en 1 a 1.25 pul).
Posteriormente, antes de emerger de la celda ocurre la espermiogénesis.?®

La espermatogénesis ocurre de la siguiente manera: la célula germinal haploide (16n)
da origen a la espermatogonia, la cual madura a espermatocito primario, al ocurrir la
meiosis |, un corpusculo polar se aborta por lo que se denomina meiosis abortiva, el Unico
espermatocito secundario sufre la meiosis I, donde se desaparece la membrana nuclear y

produce dos espermatidas, una de las cuales posee la mayor parte del contenido



citoplasmético y la otra muy poco. La espermatida de mayor tamafio dard origen a un

espermatozoide funcional mientras que el otro se degenera (Figura 2).*2
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Figura 2. Formacidn de espermatozoides en abejas macho. A. Célula germinal haploide.
B. Divisién mitética. C. Meiosis | abortiva. D. Pérdida de la membrana nuclear. E y F.
Meiosis Il anémala*?

Los zanganos recien emergidos no son sexualmente maduros, aunque parte de los
espermatocitos se han transformado ya en espermatozoides perfectos. No es sino hasta la
madurez sexual cuando las espermatides maduran a espermatozoides por medio de la
espermiogénesis, la cual se lleva a cabo en el germarium localizado en la parte distal de los

testiculos.®*®

1.5 Morfologia del espermatozoide

Peng et al (1993), describieron las estructuras funcionales mas importantes de los
espermatozoides de Apis mellifera L., entre ellas, el axonema, ndcleo y derivados
mitocondriales. Establecieron que estdn compuestos por una cabeza elongada asimétrica,
cuello y cola o flagelo de aproximadamente 250 — 270 p de largo por 0.7 p de ancho

(Figura 3), mas largos y delgados que los espermatozoides de mamiferos (Figura 4).>*
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Figura 3. Espermatozoide de zangano Figura 4. Espermatozoide de humano

Las estructuras que lo componen son:

a) Cabeza. Esta estructura esta compuesta por un acrosoma o perforatorium y el
nucleo. Mide alrededor de 10 a 12 micras de largo y 0.5 micras de ancho. EIl acrosoma
forma el complejo acrosomal, mide 1 micra de longitud y 0.25 micras de ancho, este
complejo esta formado por las siguientes estructuras: (Figura 5)

e Apéndice acicular anterior, estructura tubular que se encuentra en la parte apical
del acrosoma (Aa)

e Region esférica (contiene material extra acrosomal), estructura elongada que se
localiza en la parte final del apéndice acicular anterior (Em)

¢ Vesicula acrosomal (Av)

e Corpusculo central interno (Cc)

eBarra interna acrosomal (Ar)

¢ Cavidad subacrosomal (Sc)

e Membrana plasmatica (Pm)
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Figura 5. Complejo acrosomal**

El acrosoma se amplia en su parte posterior y forma la galea, posterior a ésta, la
cabeza comienza a tornarse ovalada y forma el nacleo. EI nicleo mide 5 micras de largo,
0.3 micras de espesor, es una estructura eliptica cuya parte posterior es conica, del cual se
originan los dos derivados mitocondriales.”**

b) Cuello. Esta estructura une (indicado en la Figura 6 con una flecha) al nicleo con el
axonema (AX) y los derivados mitocondriales (Md) de la cola. En la porcion anterior de los
derivados mitocondriales se localiza el cuerpo triangular (*), el cual, probablemente

funciona como complemento centriolar en otros insectos.>** (Figura 6)

Figura 6. Cuello de
espermatozoide de zangano™
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c) Cola o flagelo. Formado por un axonema, localizado en la parte posterior del polo
nuclear, dos derivados mitocondriales de diferente tamafio, adyacentes al axonema y dos

cuerpos accesorios en forma triangular.®°

1.6 Composicion del semen

El semen es un liquido de color crema, muy diferente al color blanco del moco
producido por las glandulas mucosas. Entre mas elevado sea el nimero de espermatozoides
y avance la edad del zangano, mas intenso sera su color y viscosidad.?

El semen del zangano estd compuesto principalmente por el plasma seminal y
espermatozoides en una proporcion 1:1 o 2:1, dependiendo de las condiciones climaticas y
época del afio. El pH oscila entre 6.8 a 7.0, independientemente de la temporada y segun
Verma (1973) presenta una concentracion osmdtica de 467+ 13 mOsmol/ml. Segun
Mackensen, Tryasko y Woyke (1978), 1 uL de semen contiene 4 millones de
espermatozoides, aunque la concentracion espermatica varia de acuerdo al grado de
madurez del zangano.?>*°

Respecto a la composicion quimica del semen, el eyaculado de zangano contiene tres
tipos de azucares: glucosa, fructosa y trehalosa; aminoacidos como la tirosina, metionina,
cistina, entre otros; acidos grasos libres, triglicéridos, fosfolipidos, esteroles y minerales

como Mg, Ca, Na, Fe, Mn y Cu", sin embargo, los autores no mencionan en qué cantidad

existen cada uno de los minerales en el semen de zanganos sexualmente maduros.?

F . . . . . .
Abreviaturas de magnesio, calcio, sodio, fierro, manganeso y cobre, respectivamente.
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1.7 Funcion de los minerales

En mamiferos, la funcién de los minerales radica principalmente en que el K¢, Na, Ca
y Mg intervienen en el mantenimiento de la presion osmética, equilibrio acido base y
permeabilidad tisular; asi mismo el Zn" se haya involucrado en el mantenimiento del
equilibrio &cido base y forma parte de la enzima anhidrasa carbonica.'®*’ Ademas el K y
Mg junto con el Ca son necesarios para la motilidad espermética.'® Al respecto, Garcia et al
(1995), citan posibles efectos del Cu y Fe sobre la motilidad esperméatica.'® Verma (1973),
encontro la presencia de Na, K, Ca y Mg en semen de zangano de la abeja melifera, donde
refiere al Na y K como base ionica para el control de la motilidad espermaética y el resto de
los minerales estudiados participan en la produccion de energia.™

Asi mismo, los espermatozoides son ricos en P', estando la mayor parte asociada al
acido desoxirribonucleico (ADN), lo utilizan para almacenar y transportar la energia
mediante el adenosin trifosfato (ATP). Ademas, la adicion y eliminacion de grupos fosfato
a las proteinas, es el mecanismo principal para regular la actividad de proteinas
intracelulares y de ese modo el metabolismo de las células eucariotas tales como los
espermatozoides. *°

El Mg actia como componente y activador de sistemas enzimaticos para la
produccion de energia, el Fe, Cu’ y Zn ayudan a la formacién de compuestos orgéanicos
para el transporte de energia en todas las células.’®?*%? En caso de la célula espermatica, el

Mg y K favorecen su vitalidad.??

¢ potasio
" Zinc

' Fosforo
! Cobre
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Respecto al Zn, una funcion importante es la que efectlia en el sistema enzimatico
necesario para la sintesis del &cido ribonucleico (ARN). Por lo tanto, es esencial para el
crecimiento de las células germinales.

La actividad del Mn no esté bien determinada en vivo, sin embargo, in vitro funciona
como activador de numerosos sistemas enzimaticos.*"*

El Fe es compuesto formador de la enzima antioxidantes catalasa, la glutation-s-
transferasa requiere del selenio (Se) para sintetizarse, mientras que la superoxido
dismutasa requiere de Cu y Zn para formarse.

Algunos insectos consumen agua con elevadas cantidades de Na, comportamiento

que realizan para acumular este mineral y transferirlo a la hembra durante el apareamiento,

ya que el Na incrementa la fertilidad en hembras.*®

1.8 Métodos de coleccidon de semen

Para la coleccion del semen, los zanganos pueden ser capturados directamente de la
colmena o cuando regresen de los vuelos de apareamiento, este Gltimo resulta mas eficiente
puesto que se captura una menor cantidad de machos inmaduros.

Los zanganos salen a los vuelos de apareamiento durante las 14:00 y 16:00 h, por lo
tanto, la colocacion de jaulas o excluidores colocados obstruyendo recargados en el exterior
de la entrada de la colmena hace que se posen en la malla o excluidor, caminen sobre ella y
permitan su facil captura.

Después de ser capturados se liberan en una cdmara de vuelo durante 10 a 15 min
para estimular la defecacion antes de la coleccién de semen vy asi evitar contaminarlo.® Se

toma de manera individual a cada zadngano para la obtencién del semen.
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La coleccion de semen puede hacerse mediante diferentes métodos: la estimulacion

manual del z&ngano, diseccion de vesiculas seminales y lavado de semen.

a) Estimulacién del zangano

La estimulacion para la eyaculacion del semen del z&ngano se logra rotando la cabeza
del macho entre los dedos indice y pulgar y al mismo tiempo ejerciendo presion en el torax,
hasta lograr la eversion parcial del endéfalo. Posteriormente, la presion se ird corriendo a
los lados del abdomen, desde la base hasta la punta del mismo en forma constante para
conseguir la eversion total del enddfalo y la salida del semen junto con el moco, el semen
se colecta directamente con la ayuda de un tubo capilar, un microscopio de diseccion y
jeringas especializadas. Se utiliza el equipo de inseminacién instrumental Schley (Figura 7)
con la jeringa Harbo, la cual es la versidbn mejorada de la jeringa Mackensen. La nueva
version del tubo de almacenamiento es removible y puede utilizarse tanto para inseminar
abejas reinas como para colectar semen. La jeringa Harbo utiliza una jeringa micrométrica
Gilmont®, la cual se conecta a una punta de vidrio que presenta la misma longitud del tubo
para colectar fluido. Este sistema permite la adicién de un tubo capilar estéril, que funciona
como un depdsito adyacente a la punta de la jeringa. La jeringa es controlada con un
micromanipulador que permite ajustes finos, al igual que el uso del micrémetro, y con él se

puede medir la cantidad exacta del semen que se utiliza.>"*

“ Gilmont Instrumets, Barrington, IL
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Figura 7. Aparato de inseminacion instrumental
Schley (Compact II)

b) Diseccion de vesiculas seminales

Esta forma de coleccién de semen fue descrita por Mackensen y Ruttner (1976),% en
esta técnica se retiran las vesiculas seminales, con unas pinzas se les ejerce presion en la
parte distal para estimular los movimientos peristalticos que forzan a los espermatozoides a
salir hacia la punta del enddfalo, para finalmente colectar el semen con una jeringa.

Collins (2004) realizd un estudio en el cual comparé esta técnica de diseccion
utilizando la jeringa Harbo, manipulando distintas variables determin6 que con la diseccion
de vesiculas seminales se obtiene una alta proporcion de espermatozoides vivos, poca
cantidad de semen y se requiere mayor tiempo para su recoleccién. Por otro lado, no
recomienda su uso en inseminacién instrumental, ya que el semen mantiene contacto con

otros tejidos, por lo que se contamina la muestra.?’
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¢) Lavado de semen

Kaftanoglu y Peng (1989)° describieron esta técnica, la cual consiste en diluir el
semen y el moco en solucion Kiev estéril y se homogenizan, esta mezcla se centrifuga a
2500 rpm durante 10 min, con lo cual se obtiene la separacion de los tres componentes. La
rapidez de este método le otorga ventaja ante los métodos convencionales propuestas por
Mackensen y Harbo, ademéas de que permite mezclar el semen de diferentes zanganos de
manera homogénea a diferentes proporciones.’

La eleccion del método dependera de cuél sea el més adecuado para la determinacion

y evaluacion de elementos minerales.

1.9 Métodos instrumentales de analisis

La emision y absorcion atomica por medio de espectrometria son métodos de
deteccion de minerales. En cada método un fino rocio de la solucion de la muestra se
introduce en una llama donde es vaporizado y atomizado. El uso de un espray de solucion
permite una distribucion uniforme e introduccion de una porcion representativa de cada
muestra a través de la llama.

En la emision de atomos y moléculas por medio de espectrometria, la llama se eleva
a un estado de excitacion electrdnica a través de choques térmicos con los componentes de
los gases que quema la llama. A su regreso a un estado de inferioridad y baja electrdnica,
los &tomos y moléculas emiten radiaciones que son caracteristicos de cada elemento. La
radiacidbn que emerge pasa a través de un monocromador que aisla la caracteristica
espectral deseada. El espectro es registrado por una celda fotoeléctrica, la cual se amplifica

y se registra en un medidor o una grabadora. La correlacion de la intensidad de emision con
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la concentracion de la sustancia de ensayo en la solucién es la base de la evaluacion
cuantitativa. 2

En la absorcion atomica por medio de espectrometria, la absorcion de la radiacion
atdmica de una fuente externa de luz, pasa a través de la Ilama, emitiendo la(s) linea(s)
espectral(es) que corresponden a la energia necesaria para una transicion electrénica del
estado fundamental a un estado excitado, la radiacion absorbida pasa a través de un
monocromador que aisla la linea espectral excitante de la fuente de luz y la capta un
detector. La absorcion de los gases de la llama del elemento de prueba son tratados como
un medio que contiene &tomos libres, con lo cual se absorbe una radiacion que corresponda
a la energia necesaria para una transicion electronica del estado fundamental a un nivel
excitado superior. Para cada elemento se utiliza una determinada fuente de luz. La
absorcion se mide por la diferencia entre las sefiales transmitidas de la fuente de luz y el

elemento prueba.? (Figura 8)

EMISION ATOMICA
Monocromador

I__/I Espectro

Wi e i e Celda fotoeléctrica

I-—_\] Amplificador

ABSORCION ATOMICA
Monocromador
[ Espectro
A S [:“_“Kl— ——1 Celda fotoeléctrica
giratorio l

Fuente de
alimentacion

Amplificador
Lectura

Figura 8. Diagrama de la medicién por medio de emision y absorcion atémica®



18

2 JUSTIFICACION

Se conoce que en el polen que recolectan las abejas meliferas hay ciertas cantidades
de minerales que varian dependiendo de la época del afio,?* los cuales son consumidos por
los individuos de la colonia, sin embargo, a pesar de que en estos insectos se ha utilizado la
inseminacién instrumental y el mejoramiento genético, no se ha determinado ni evaluado
los componentes minerales en vesiculas seminales del zangano en forma concreta, se llegan
a encontrar reportes (Verma en 1973)% en los que se mencionan ciertos componentes (Na,
K, Ca'y Mg en semen de zangano) pero sin profundizar en el tema.

Una caracteristica importante en el semen del zangano es su capacidad para
mantenerse viable a temperatura ambiente por mas de 72 horas, sin necesidad de ser
mezclado, diluido y a ciertas temperaturas como sucede en mamiferos, sin saber hasta la
fecha cual es el componente 0 componentes que le atribuyen estas caracteristicas de
resistencia y viabilidad.

En mamiferos se sabe que los elementos minerales presentes en el semen confieren
caracteristicas antioxidantes que los mantienen vivos, por lo que es importante determinar
estos elementos minerales presentes en el semen de zangano para asi comprender y
determinar la funcién que cumplen cada uno de ellos en el mismo. Mientras que en los
espermatozoides es conocido que cumplen una funcion importante para su capacitacion,

decapacitacion y llevar a cabo la reaccién acrosomal.?



19

3 OBJETIVO GENERAL

Determinar y evaluar la concentracion de elementos minerales de vesiculas seminales

de zanganos (Apis mellifera L.) sexualmente maduros, mediante espectrometria de

absorcion, emision atdmica y colorimetria.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar y evaluar la concentracion de Na, K de vesiculas seminales de zanganos
sexualmente maduros, mediante espectrometria de emision atomica.

Determinar y evaluar la concentracion de Ca, Mg, Zn, Cu, Fe, Mn de vesiculas
seminales de zanganos sexualmente maduros, mediante espectrometria de absorcion
atémica.

Determinar y evaluar la concentracion de P de vesiculas seminales de zanganos

sexualmente maduros, mediante colorimetria con vanadato de amonio.

5 HIPOTESIS

La espectrometria de absorcion, emisién atémica y colorimetria permitira
determinar y evaluar la concentracion de elementos minerales en vesiculas seminales de

zangano (Apis mellifera L.) sexualmente maduro.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Localizacion del area de estudio

Las muestras se obtuvieron a partir de zanganos de colonias ubicadas en el Centro de
Educacion Ambiental (CEA) “Acuexcomatl”. El centro se ubica en Avenida Afio de Judrez
No. 1900, Colonia Quirino Mendoza, San Luis Tlaxialtemaco, Xochimilco, D. F., México.
Las actividades de laboratorio se realizaron en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México (FMVZ-UNAM), en Ciudad

Universitaria, Distrito Federal.

6.2 Estimulacion para la produccion de zanganos

Las cuatro colonias de abejas (Apis mellifera L.) localizadas en el CEA
“Acuexcomatl”, las cuales son de origen “africanizado” de acuerdo al PCR" (técnica que
amplifico el ADN mitocondrial, para saber su origen) que se les realiz0 previamente, cada
una de ellas con su respectiva reina, sirvieron para la produccion de zanganos.

Gracias a los abundantes invernaderos en cercania con el apiario y a la flora nativa de
la zona, permiten que a lo largo de todo el afio exista una floracion constante, debido a esta
condicién la produccion de zangano se da de forma natural, por lo cual, s6lo se estimuld
una mayor produccion de machos. Se administraron dos litros de jarabe de azlcar
preparado con una parte de agua y una de azucar y se ofrecié una mezcla de dos partes de
polen multifloral con una de azucar glass y miel necesaria para formar una pasta espesa.

Esta alimentacién se administré con intervalos de ocho dias, durante dos meses.

L .z .
Reaccion en cadena de la polimerasa
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Cada una de las reinas productoras de zangano dio origen a mas de 50 zanganos.
Cuando los z&nganos emergieron, fueron identificados aproximadamente 150 machos
durante cuatro dias con marcadores comercial de abejas reinas de diferente color (azul,
amarillo, rojo y verde respectivamente), para asi saber su edad exacta y se devolvieron a la
colmena conforme fueron marcados. Fueron marcadas en total 600 zanganos y colectados

15 dias después de su marcaje, ya que se encontraban sexualmente maduros.?

6.3 Captura y eutanasia de zanganos

Se recorto el excluidor de reinas al tamafio de la piquera, éste se coloco (Figura 9)
durante cuatro dias seguidos en un horario de 14:00 a 18:00 h (cuatro horas diarias) en la
entrada de la colmena, de esta manera quedd bloqueada en forma temporal la entrada para
los zanganos. Se dejaron dos horas mas de lo que la literatura marca, debido a que la
actividad de los zanganos se extendia hasta las 18:00 h ya que su actividad fuera de la
colmena se extiende mas en estas fechas por las horas luz y su comportamiento
africanizado. Los zanganos que se posaban sobre el excluidor tratando de ingresar a la
colmena fueron capturados en forma manual (Figura 10), recolectando 30 zanganos
marcados al dia de las cuatro colonias, por lo que se obtuvieron 120 zanganos en total

durante los cuatro dias de colecta.
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Figura 9. Excluidor de reinas recortado y Figura 10. Zangano marcado con punto azul

colocado en entrada de la colmena. en la entrada de la piquera, lo que indica que
tiene una edad de 15 dias y es sexualmente
maduro

Estos fueron colocados en cajas transportadoras, se les proporcioné alimento y agua
hasta su eutanasia. Las cajas se llevaron al laboratorio del CEA “Acuexcomatl”, se pusieron
en libertad los zanganos en una camara de vuelo (Figura 11), de 40 cm X 40 cm X 40 cm
de acrilico con una reja en la parte posterior para mantenerla ventilada, durante minimo 10
min para fomentar la defecacion antes de la diseccion de las vesiculas seminales,
disminuyendo en lo posible su contaminacion. Posteriormente se mantuvieron en
congelacion (de 0 a -4°C) durante 5 min, para inducir a los zanganos en un estado de
diapausa o hibernacion. Como método de eutanasia, los machos fueron introducidos en un
frasco con papel absorbente impregnado con acetato de etilo permaneciendo ahi durante 3

min, provocando la asfixia y muerte de los zanganos.
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Figura 11. Camara de vuelo para zanganos

6.4 Diseccion de vesiculas seminales

Cada zangano se coloco en posicion dorso ventral en una caja de Petri que contiene
una base de parafina, se fijaron con alfileres entomoldgicos a la altura del torax, asi como
de la parte mas distal del abdomen. Con ayuda de un microscopio estereoscOpico marca
Leica® modelo EZ 4, y pinzas entomologicas, se comenzé la diseccion del abdomen, se
abrié el exoesqueleto y los musculos abdominales (Figura 12), sin dafar las glandulas
mucosas, ya que el contenido contaminaria las vesiculas seminales. Posteriormente, el
intestino fue retirado, seguido de las glandulas mucosas, lo que expuso las vesiculas
seminales, retirandolas con cuidado para no romperlas ni lesionarlas (Figura 13) y
colocandolas en un micro tubo eppendorf y agua desionizada para homogenizar la muestra.
Al dia se colectaron 30 pares de vesiculas, manteniéndolas en congelacién, al siguiente dia

se incorporaron otros 30 pares de vesiculas dando 60 pares de vesiculas por micro tubo,
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obteniéndose al final dos micro tubos con 120 pares de vesiculas colectadas, se congelaron
hasta el momento de su tranporte.™
Para su transporte al laboratorio del departamento de reproduccion de la FMVZ-

UNAM, se colocaron los micro tubos en hielo seco hasta el siguiente procedimiento.

Figura 12. Diseccion de exoesqueleto y Figura 13. Glandulas mucosas y vesiculas
musculos abdominales para exponer érganos seminales, estas Ultimas observandose en la
internos parte baja de la fotografia

6.5 Manejo en el laboratorio del Departamento de Reproduccién

En el Laboratorio del Departamento de Reproduccion, las vesiculas seminales se
diluyeron con 700 pl de agua desionizada, se rompieron Yy mezclaron con un
homogenizador de tejidos y fueron centrifugadas a 9, 000 XG (gravedades) por 30 minutos.
Con la ayuda de una micro pipeta, las muestras se colocaron cada una en un vial de vidrio y
se congelaron (-70°C) con hielo seco-acetona. Después, los viales fueron introducidos en el
liofilizador hasta lograr deshidratar las muestras, y se mantuvieron a 4°C. Finalmente, se
remitieron al Laboratorio de Toxicologia del Departamento de Nutricion Animal y

Bioquimica de la FMVZ-UNAM para el analisis de minerales.



25

6.6 Medicion de la concentracién de elementos minerales

Antes de realizar la medicidon las muestras fueron identificadas como A y B, se
pesaron en gramos. Fueron digeridas con 3 mL de &cido nitrico (HNO3) y calor a bafio
Maria bajo condiciones controladas (para eliminar la materia organica) durante 20-24 horas
aproximadamente. Posteriormente las muestras se filtraron y aforaron a 5 mL con agua
desionizada y se colocaron en un recipiente de plastico con tapa.

La medicion de los elementos minerales se realizd mediante espectrometria de
absorcién y emision atémica. Se siguié la metodologia sefialada en el manual de operacion
del fabricante del equipo AAnalyst 100 (Atomic Absorption Spectrometry), Perkin Elmer
INC. En las indicaciones especificas para la medicion de los elementos Mg, Ca, Fe, Mn, Cu
y Zn medidos por absorcion atémica se especifican las siguientes variantes: a) longitud de
onda, b) apertura espectral, ¢) sensibilidad, d) lampara de catodo hueco, e) gases para la
flama (acetileno y aire, sin aceite, sin polvo y sin humedad). Los elementos Na y K fueron
medidos por emision atdmica, como su nombre lo indica se obtuvieron mediante la emision
de luz producida por cada elemento.

La medicion del P fue por colorimetria con vanadato de amonio. En un tubo de
ensayo se colocaron 150 uL de la muestra, mas dos mL de vanadato de amonio y se aforé a
10 mL con agua, en otros tres tubos de ensayo se colocaron los estandares, con 0 mL, 0.125
mL y 0.250 mL de PO4NaH, (sulfato monosddico) a una concentracion de 100 ppm de P,
se les colocd 3 mL de vanadato de amonio y se aforé a 10 mL con agua. Finalmente se
determinaron las absorbancias de los estandares, seguido de las absorbancias de las dos

muestras.
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La cuantificacion estuvo basada en el tamafio de muestra, factor de dilucion y
concentracion obtenida en la transformacion de la absorbancia en concentracion por medio
de la curva estandar, para lo cual fue necesario determinar la absorbancia de los patrones a
una concentracion conocida para cada uno de los elementos. Para esta transformacion, el
estimado se realizd por medio de una regresion simple considerando la “Y” como
concentracion, que es igual a la interseccibn mas la pendiente por el valor de la

absorbancia.

Y=a+b(X)

Siendo:

Y: concentracion
a: interseccion
b: pendiente

X: absorbancia

Se realiz6 una correccion por los minerales que pudiera contener el acido nitrico.
Al obtener la concentracion inicial o CI (ug/mL) se realiz6 el calculo para la obtencién de
la concentracion de cada elemento mineral por gramo muestra (ug/g):

Concentraciéon por gramo de muestra = CI X aforo + peso de la muestra (g)
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7 RESULTADOS

El pesaje de la muestra A fue de 0.076 g y de la muestra B de 0.065 g.

Los datos obtenidos, calculos y resultados de las muestras se observan de los Cuadros 1 al

4.

Cuadro 1. Concentracién (ug/mL) de Mg y Ca en vesiculas seminales de zangano (Apis mellifera L.)

sexualmente maduro

MAGNESIO CALCIO
Patron (ug/mL) Absorbancias Patron (ug/mL) Absorbancias
2 0.438 5 0.254
5 0.853 10 0.412
10 1.311 20 0.645
Variables Variables
a (interseccion) -2.307 a (interseccion) -5.247
b (pendiente) 9.193 b (pendiente) 38.706
r’ (indice de 0.993 r’ (indice de 0.996
regresion) regresion)
Resultados Resultados
Muestra Cl’ Absorbancias Cl Absorbancias
A 9.957 1.334 15.421158 0.534
B 9.341 1.267 13.060086 0.473

“Cl = Concentracion inicial (ug/mL)

Cuadro 2. Concentracion (ug/mL) de Cu y Zn en vesiculas seminales de zangano (Apis mellifera L.)

sexualmente maduro

COBRE ZINC
Patrén (ug/mL) Absorbancias Patron (ug/mL) Absorbancias
1 0.049 0.5 0.113
2 0.103 1 0.262
5 0.262 2 0.471
Variables Variables
a (interseccion) 0.072 a (interseccion) -0.025736
b (pendiente) 18.799 b (pendiente) 4.2283788
r* (indice de 0.999 r? (indice de 0.9956168
regresion) regresion)
Resultados Resultados
Muestra Cl Absorbancias Cl Absorbancias
A 4.415 0.231 0.955 0.232
B 2.403 0.124 0.891 0.217
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Cuadro 3. Concentracion (ug/mL) de Na y K en vesiculas seminales de zangano (Apis mellifera L.)
sexualmente maduro

SODIO POTASIO
Patron (ug/mL) Absorbancias Patron (ug/mL) Absorbancias
10 0.168 20 0.211
20 0.234 50 0.357
50 0.343 100 0.529
Variables Variables
a (interseccion) -31.254 a (interseccion) -35.745
b (pendiente) 233.238 b (pendiente) 252.723
r* (indice de 0.990 r (indice de 0.995
regresion) regresion)
Resultados Resultados
Muestra Cl Absorbancias Cl Absorbancias
A 45.714 0.33 27.940 0.252
B 46.647 0.334 87.330 0.487

Cuadro 4. Concentracién (ug/mL) de P en vesiculas seminales de zadngano (Apis mellifera L.) sexualmente

maduro
FOSFORO
Patrén (ug/mL) Absorbancias
0 0.002
12.5 0.028
25 0.062
Variables
a (interseccion) -0.202
b (pendiente) 414.212
r (indice de 0.997
regresion)
Resultados
Muestra Cl Absorbancias
A 12.223 0.030
B 14.709 0.036
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En el Cuadro 5 y la Figura 14 se observan las concentraciones de los minerales evaluados
en las ambas muestras, para convertirlos a gramos por muestra, recordar la ecuacion:

Concentracién por gramo de muestra = CI X aforo <+ peso de la muestra (g)

Cuadro 5. Concentracion (ug/g de muestra) de elementos minerales en vesiculas seminales de zangano (Apis
mellifera L.) sexualmente maduro

MINERAL MUESTRA A MUESTRA B
Magnesio 655.078 718.553
Calcio 1014.549 1004.622
Cobre 290.461 184.882
Potasio 1838.187 6717.724
Sodio 3007.528 3588.260
Zinc 62.845 68.601
Fosforo 804.201 1131.471
Hierro NSD™
Manganeso NSD

“"NSD= no se detect6 a més de 1 ug/mL
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Figura 14. Concentracién de elementos minerales de las muestras A (azul) y B (verde) donde se
observan elevadas cantidades de potasio y sodio, bajas concentraciones de magnesio, calcio, cobre,
zinc y fosforo, asi como nulas concentraciones de fierro y manganeso
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En el Cuadro 6 se calculé el promedio de ambas muestras (A y B), para asi obtener el
contenido mineral promedio en vesiculas seminales de zanganos maduros del apiario

ubicado en el “CEA” Acuexcomatl.

Cuadro 6. Concentracién (ug/g) promedio de elementos minerales en vesiculas seminales de zanganos (Apis
mellifera L.) sexualmente maduros del apiario ubicado en el Centro de Educacion Ambiental “Acuexcomatl”
(Xochimilco, D.F.)

MINERAL PROMEDIO
Magnesio 686.815
Calcio 1009.585
Cobre 237.672
Potasio 4277.956
Sodio 3297.894
Zinc 65.723
Fosforo 967.836
Hierro NSD
Manganeso NSD
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8 DISCUSION

A la fecha no se tiene conocimiento de un estudio en donde se determinen y evallen
los minerales de vesiculas seminales de zadnganos de Apis mellifera L., la informacion al
respecto se basa en estudios donde se analizé el semen propiamente dicho y la hemolinfa.
Es importante enfatizar que en nuestro estudio, las muestras se obtuvieron a partir de la
diseccion de vesiculas seminales de zanganos africanizados sexualmente maduros, los
cuales fueron alimentados con polen recolectado por las obreras también africanizadas en el
mes de Junio (verano), lo cual de acuerdo a la region de Xochimilco se considera
temporada de floracion baja. Es conocido que el aporte de minerales que un individuo
presenta en el organismo estéd intimamente relacionado con su consumo y este a su vez en
las cantidades que presente el alimento; de esta manera Herbert et al (1986) determinaron
las concentraciones de Cu, Zn, Mn, K, Mg, Fe y Ca en el polen recolectado por abejas
meliferas europeas, mediante la técnica de espectrometria de absorcion atomica, mencionan
que los minerales son proporcionados por el consumo de polen en la dieta, por ejemplo, en
el caso del Cu y Zn, indican que algunas plantas tienen la habilidad de acumular estos
minerales en el polen. Los resultados de nuestro trabajo muestran bajas cantidades de Cu y
Zn lo que puede indicar que el consumo de estos minerales fue escaso, debido a que este
estudio se realiz6 en una época considerada de poca floracion. Respecto al K, estos mismos
autores, sefialan que la concentracion de este mineral se incrementa en el polen durante el
verano y disminuye conforme se acerca el otofio, lo cual se pudo confirmar de manera
indirecta en nuestra investigacion, ya que la concentracion de este mineral fue una de las

mas elevadas.®
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Con respecto a las variaciones en la concentracion de minerales en el semen, Verma
(1973) realizd un estudio en donde a través de la coleccion de semen de zdnganos europeos
sexualmente maduros; mediante la técnica de estimulacion manual, determind la
concentracion de minerales mediante espectrometria de absorcién atémica, misma técnica
utilizada en nuestro estudio para determinar la concentracion de minerales. Sus resultados
muestran (ver Anexo) que existe una cantidad mas elevada de K en el semen respecto al
Na, lo que atribuye a que en el semen de las abejas macho existe una alta concentracion de
K en los espermatozoides, que a su vez parece ser una adaptacion bioquimica de las células
esperméticas con el medio interno durante las etapas de larva y pupa.?

Los resultados de nuestro trabajo, a pesar de que se utilizaron zanganos africanizados,
son consistentes con lo informado por Herbert et al (1986) y Verma (1973), ya que se
puede observar que en la muestra B la concentracion de K fue la méas elevada, en
comparacion con los demas iones. Sin embargo, en la muestra A, el K no es tan elevado
como en la muestra B, lo cual puede ser efecto del pecoreo que modifica las
concentraciones de este mineral en relacion al area de distribucion de las obreras, porque a
pesar de que se le proporcion6 alimento de manera artificial, no se tuvo control en el
pecoreo que realizan las obreras.

Rinderer (1986) menciona que el Mn y el Fe se encuentran presentes en el semen del
zangano,® sin embargo en nuestra investigacion no se detectd la presencia de estos
minerales, cabe recalcar que la medicion s6lo se detecta cuando la muestra presenta
concentraciones superiores a 1 ug/mL, por lo que se desconoce si estos minerales estan
presentes a concentraciones inferiores, con lo que respecta al Mn, Herbert et al (1986),
comentan que los niveles de este ion alcanzan su nivel maximo a principios de primavera y

decrecen en julio,®® probablemente al realizar el presente trabajo a finales de junio, las
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concentraciones de estos minerales en el alimento proporcionado a los zanganos no fue en
las concentraciones adecuadas por lo que no fue asimilado por los insectos.

En zanganos se conoce que el testiculo produce los espermatozoides en un solo
periodo de su metamorfosis y no vuelve a producir mas, dichos espermatozoides son
almacenados en las vesiculas seminales, donde maduran y permanecen hasta el
apareamiento,® es conocido que en mamiferos la espermatogénesis no cesa, y los
espermatozoides son almacenado y maduran en el epididimo, lo que nos indica que las
vesiculas seminales en z&ngano podrian ser un analogo anatomico y funcional del
epididimo en mamiferos.

De igual manera, en mamiferos, los procesos metabdlicos en testiculos, epididimo y
una vez eyaculado el semen, son dependientes de la concentracion de minerales; en el canal
epididimario se dan ciertos factores, como contenido elevado de CO, (anaerobiosis),
concentraciones elevadas de K con relacion al Na, entre otros, que provocan que los
espermatozoides completamente formados se encuentren en estado de reposo (anabiosis).
Cuando ocurre la eyaculacion los espermatozoides son diluidos en secreciones de glandulas
anexas lo que ocasiona que las sustancias que ocasionan la inmovilidad bajen sus
concentraciones, para lo cual deben existir variaciones en el potencial de membrana,
aumento en la concentracion de K + Na en las alteraciones de la permeabilidad de la
membrana, asi como una disminucién en la presion osmotica en los espermatozoides.
Durante estos fendmenos los espermatozoides, gradualmente se deshidratan y contraen, por
lo que aumenta su peso especifico?® y suponiendo que el mecanismo en insectos es
parecido, se espera que los iones se encuentren concentrados y de acuerdo a los resultados

obtenidos existe una concentracion elevada de Ky Na.
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Las vesiculas seminales constituyen un almacén temporal de espermatozoides en el
macho y la espermateca actla de manera similar en la reina. Verma (1973) indica que el
metabolismo de los espermatozoides disminuye a un estado de reposo, donde las células
espermaticas sufren una decapacitacion (baja del metabolismo, para evitar que realicen la
reaccién acrosomal) por lo que suponemos que las concentraciones de iones en las
vesiculas seminales y en la espermateca se comporten de manera similar (ver Anexo), en
este mismo contexto, menciona que en el homogenizado de la espermateca se concentran
mucho mas los iones de Na y K que en cualquier otro tejido o fluido.?

Los resultados que obtuvo Verma (1973) en cuanto al Ca y Mg son similares a los
obtenidos en este estudio, puesto que en ambos, las concentraciones de estos minerales son

mucho mas bajos en comparacion con los de Na y K.?



35

9 CONCLUSIONES

Segln los resultados obtenidos, algunos elementos minerales pueden estar
disminuidos en las vesiculas seminales de zangano africanizado sexualmente maduro,
debido a la disposicion de alimento dependiendo de la época del afio por lo que seria
recomendable realizar una suplementacion alimenticia con las mismas concentraciones
minerales que estan presentes en la época de floracion para asi mejorar la viabilidad de los
espermatozoides.

Las vesiculas seminales funcionan como almacén natural para los espermatozoides y
su composicion bioquimica permite la conservacion natural del semen por lo que seria
recomendable realizar mas estudios respecto a los nutrientes o sustancias involucradas.

Este estudio es el primero en el que se evalio las concentraciones de los elementos
minerales contenidos en las vesiculas seminales de zanganos africanizados, con lo cual se

espera sea de provecho para la realizacion de investigaciones futuras al respecto.
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13 ANEXO

Cuadro 7. Comparacion con las concentraciones (ug/g)" de elementos minerales de semen
de zangano en el estudio realizado por Verma (1973)%

AUTOR VERMA Tesis
Semen Plasma seminal Espermatozoides | Homogenizado | (vesiculas
MINERAL de espermateca | seminales)
Na 2114.16 1383.39 3343.59 5772.57 3297.89
K 7170.94 3558.1 8038.96 12121 4277.95
Mg 393.82 - - 289.28 686.815
Ca 440.77 - - 625.09 1009.58

Comparacion con las concentraciones (ug/g) de elementos
minerales de semen de zangano en el estudio realizado por Verma
(1973)%
12000 -
10500 -
9000 -
7500 - = Na
6000 - K
4500 - Mg
|
3000 - ca
1500 -
O - T T T
Semen Plasma seminal Espermatozoides Homogenizado Tesis
de espermateca

Figura 15. Gréafica comparativa entre el contenido mineral de diferentes tejidos, donde se observa que los
resultados en cuanto a proporcion entre los elementos minerales son similares

M Verma (1973)% menciona la concentraciones de los minerales en pm-equivalente/mL, para la
transformacion a ug/g, se multiplica la concentracion de un mineral, por el peso atémico del mismo mineral
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