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NAVARRETE RAYAS RAFAEL ALEJANDRO. Caracterizacion de los
carbohidratos presentes en el sobrenadante de las vesiculas seminales de
zanganos (Apis mellifera L.) sexualmente maduros, mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (bajo la supervision de MVZ Adriana
Correa Benitez y MPA Juan Alberto Balcazar Sanchez).

RESUMEN

Los azUcares son biomoléculas compuestas muy importantes, ya que son la
fuente primordial de energia de cualquier célula. Ademas de proporcionar energia,
son usados en los procesos de preservacion del semen, ya que permiten el
mantenimiento de la presion osmotica y cumplen una accidén crioprotectora al
promover la deshidratacion celular e impedir la formacion de cristales de hielo
dentro de la célula. La fructosa es un azulcar relevante en el semen puesto que
proporciona la energia necesaria al espermatozoide post-eyaculacion. La
trehalosa es la principal azdcar en hemolinfa y semen de algunos insectos,
formada por dos moléculas de glucosa y posee una gran capacidad como

protector de membranas.

El objetivo del presente estudio fue determinar los carbohidratos presentes
en el sobrenadante de las vesiculas seminales de zanganos (Apis mellifera L.)
sexualmente maduros, mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, para saber que azucares estan presentes de acuerdo a

esta técnica.



Las vesiculas seminales se obtuvieron en agua desionizada mediante la
diseccién de zanganos sexualmente maduros de colonias de abejas del Centro de
Educacién Ambiental “Acuexcomatl’. Las muestras se diluyeron y centrifugaron
para obtener el sobrenadante, luego éste se colocd en hielo seco con acetona a
-70°C para su congelacién y posteriormente se liofilizé la muestra. En la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion de la FQ-UNAMA se realizé la sililacion de la
muestra y subsecuente caracterizacion del semen mediante cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas.

Una vez inyectada y analizada la muestra en el cromatografo de gases-
masas se compararon los tiempos de retencion de los componentes de la muestra
con los de los estandares de los azucares. De igual forma, los demas compuestos
presentes en la muestra se identificaron mediante la comparacidon de sus
espectros de masas con los de la biblioteca del instrumento y la base de datos
electrénica NISTB. La concentracion de los diferentes compuestos se calculé con
base en la altura y el area representativa en sus espectros de masa. Los
resultados mostraron que los principales azucares fueron: glucosa (627.5 ug/g),
fructuosa (788.75 pg/g) y xilosa (1011.72ug/g). La trehalosa no pudo ser
determinada con las condiciones especificas de esta técnica. Se encontraron

aminoacidos, acidos grasos y compuestos de la familia de los eicosanoides.

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

A Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.
B Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia, version 2.0.



1 INTRODUCCION

Los zanganos son individuos macho haploides, que forman parte de la
colonia y que tienen como funcién principal, la reproduccién. El semen de zangano
tiene grandiosas cualidades de resistencia al medio ambiente (descritas mas
adelante) en comparacién con el de mamiferos, pero son pocos los estudios que

se han dado lugar a investigar los compuestos que le confiere esta propiedad.!?2

Existen informes (Alumont)?, en los cuales se mencionan la presencia de
carbohidratos como glucosa, fructosa y trehalosa, en el semen de los zanganos,
pero dichas investigaciones no profundizan en la metodologia empleada para su
identificacién. Se conoce también que el origen de estos azlcares es alimenticio,
ya que al consumir el néctar de las flores estan obteniendo una dieta rica en
carbohidratos, mismos que en parte, serviran para generar energia para sus

diversas actividades.!

Dichos azucares ademas de proporcionar energia, al igual que en el semen
de los mamiferos, también aportan cualidades de resistencia en los
espermatozoides. Esto es gracias a que permiten el mantenimiento de la presion
osmoética, promueven la deshidratacion celular preservando la movilidad
espermatica, mantienen la viabilidad e integridad del acrosoma y de la membrana

espermatica.>’

El semen de zangano, una vez que se obtiene, tiene la capacidad de resistir

y mantenerse viable a temperatura ambiente por mas de 72 horas, de manera



natural, es decir, sin la necesidad de agregarle ninguna sustancia. Asimismo, en la
espermateca de la reina puede vivir afios (3 a 5) con una adecuada viabilidad. Lo
gue no se conoce aun, son los compuestos que le proporcionan al semen esa
cualidad. En muchas ocasiones en los protocolos de preservacion de semen de
zangano, la glucosa forma parte importante del crioprotector. Sin embargo, seria
adecuado generar investigaciones que traten de igualar las condiciones que tienen
el semen tanto en el zangano, como en la espermateca de la reina para mejorar
dichos protocolos de preservacion de semen de éste insecto, asi como de otras

especies animales.

2 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los carbohidratos presentes en el sobrenadante de las
vesiculas seminales de zanganos (Apis mellifera L.) sexualmente maduros,

mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar y evaluar la presencia de glucosa y fructosa, asi como de
cualquier otro carbohidrato presente en el sobrenadante de las vesiculas
seminales de zanganos (Apis mellifera L.) sexualmente maduros, mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.



4 HIPOTESIS

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, permitira
determinar y cuantificar los carbohidratos presentes en las vesiculas seminales del

zangano (Apis mellifera L.) sexualmente maduro.

5 REVISON DE LITERATURA

5.1 Biologia reproductiva de las abejas

Las abejas, al ser insectos eusociales, viven en colonias que se encuentran
formadas por tres tipos de individuos: reina, obreras y zanganos. Cada uno tiene
una funcién relevante que cumplir para mantener el equilibrio de la colonia. Las
obreras realizan labores que van desde limpieza de celdas y alimentacion de
larvas hasta pecoreo y defensa de la colonia. Sin embargo, no tienen ningun papel

en la reproduccion, ya que su aparato reproductor no esta desarrollado.*?3

La reina se desarrolla de un huevo fecundado, cuya larva debe ser
alimentada con jalea real por las abejas nodrizas. El proceso de desarrollo de una
reina dura en promedio 16 dias, y una vez emergida, lo primero que hace es matar
a cualquier otra reina que haya emergido 0 que se encuentre en desarrollo.
Después de cinco o seis dias de haber emergido y de alcanzar su madurez

sexual, realiza los vuelos de apareamiento.'®



Los zanganos, a diferencia de la reina y las obreras, son individuos
haploides, es decir, solamente cuentan con un juego del material genético
proveniente de la madre.>® Después de la postura de un huevo haploide, la
metamorfosis tiene una duracion de 24 dias y una vez que emerge, el zangano
realiza vuelos de orientacion entre el dia 6 y 8, alcanzando su madurez sexual
aproximadamente a los 12 dias.! Esto se puede comprobar al observar la
coloraciébn anaranjada que presentan las corniculas después de realizar la
eversion parcial del endéfalo.®®1t Al emerger un zangano de su celda, la
coloracién de las corniculas es blanca e ira tornandose amarillenta, hasta alcanzar

un tono anaranjado intenso, lo que indica una capacidad reproductiva éptima.®

La reina y el zangano son los Unicos que comparten la funcion
reproductora, una vez que ambos alcanzan su madurez sexual. El apareamiento
se lleva a cabo en el aire, en sitios llamados zonas de congregacion. Estos lugares
deben cumplir con ciertas condiciones climaticas para que se efectue
exitosamente el apareamiento. Estas condiciones son: cielo despejado,
temperatura mayor a los 20°C y vientos con una velocidad menor a los 20-28
km/h.28 Los vuelos de apareamiento tienen una duracién promedio de 25 a 30 min

y se llevan a cabo alrededor de las 14 y 16 horas.®

El zangano localiza a las reinas gracias a las feromonas que ellas
producen. Después de un cortejo, el macho logra posarse sobre el dorso de la
reina, se engancha, con el primer y segundo par de patas, sobre su térax y el

tercero sobre su abdomen. El zdngano curva el abdomen, evierte el endéfalo y



penetra por la abertura vaginal en el aparato reproductor de la reina, eyaculando
en el oviducto medio. Al separarse de la reina deja una parte del endéfalo dentro

del aparato reproductor de ésta, lo que se conoce como signo de apareamiento.

Las reina cuenta con una espermateca cuya capacidad de almacenamiento
es en promedio de 5.3 a 5.7 millones de espermatozoides, apareandose en
promedio con 6 a 17 zanganos, solo durante este corto periodo de
apareamiento.>®1l Ademas, es importante resaltar que cada zangano (Apis
mellifera L.) produce un promedio de entre 7.7 x 10°% y 11 x 10° espermatozoides
en un eyaculado de 1pl.'? Esto proporcionard a la reina espermatozoides
necesarios y viables para fecundar huevos que daran origen a obreras u otras
reinas durante su tiempo de produccion, y huevos sin fecundar que daran origen a
individuos machos. La postura, promedio aproximada por dia, es de 1500 a 2500

huevos'3,8,10,11,13

5.2 Anatomia y fisiologia del aparato reproductor del zangano

El aparato reproductor del zangano (Figura 1) se encuentra localizado en
abdomen. Presenta una forma de “S”; esta formado por el endéfalo, localizado en
la parte inferior; el conducto eyaculador, en la parte media y los testiculos,
conductos deferentes, vesiculas seminales y glandulas del moco en la parte

superior del abdomen.!4



Figura 1. Anatomia del aparato reproductor del zangano.**

Endofalo

Es un saco blando, membranoso que se encuentra invaginado en el
abdomen del zangano. El extremo proximal esta ampliado y tiene una placa
quitinosa en forma de coma, conocida como bulbo. Inmediatamente, se presenta
un ensanchamiento, del cual sobresalen dos especies de cuernos o corniculas;
estas estructuras van cambiando de color a medida que el macho alcanza la
madurez sexual, siendo el color anaranjado el indicativo de este proceso. El

enddfalo, cuando es evertido, es transparente y esta lleno de aire y hemolinfa.®



Conducto eyaculador

Son unos tubulos que tienen como objetivo conectar las vesiculas
seminales con el exterior, en el extremo distal del endéfalo. Es la salida del semen

y el moco.®

Testiculos

Son de una consistencia muy blanda y esponjosa, de forma ovalada y color
cremoso. Cuando el zdngano se encuentra en estado de pupa (14 Y dias), se
desarrollan las espermatogonias y los espermatocitos, que daran origen a los
espermatozoides, y una vez alcanzada la produccion total (hasta 10 millones de

espermatozoides), los testiculos dejan de producir espermatozoides.?

Vesiculas seminales

Las vesiculas seminales, son sacos alargados que sirven de
almacenamiento de los espermatozoides; una vez producidos en los testiculos
éstos permanecen aqui; se les adiciona secreciones de tejido glandular que les
proporcionan los nutrimentos adecuados hasta el momento del apareamiento
(aproximadamente a los doce dias o mas de haber emergido, que es la edad a la

que alcanzan su madurez sexual).4

Glandulas mucosas

Son 6rganos accesorios que producen una sustancia mucosa; la cual se

solidifica al entrar en contacto con el aire y su funcion es la de empujar al semen
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a través del conducto eyaculador.® El conducto de esta glandula se une en el
mismo sitio que desembocan los conductos de las vesiculas seminales y son la
parte mas evidente del aparato reproductor del macho. También suelen ser
indicativo de madurez sexual, ya que en individuos inmaduros suelen verse
transparentes con puntos de color blanco y de un color blanco uniforme cuando el

zangano es maduro.®

5.3 Produccion de espermatozoides

La produccion de espermatozoides (espermatogénesis), se lleva a cabo en
la etapa de pupa en el germarium (parte distal de los testiculos). El proceso
comienza cuando las células germinales haploides (16n) se dividen generando
espermatogonias, luego éstas por medio de mitosis producen espermatocitos,
estas células se dividen por meiosis dando origen a las espermatides, los cuales

son transformados a espermatozoides (Figura 2).2:8°9
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Figura 2. Formaciéon de espermatozoides en zangano. A. Célula germinal
haploide. B. Division mitética. C. Meiosis | abortiva. D. Pérdida de la membrana
nuclear. E y F. Meiosis Il anémala.*®

5.4 Morfologia del espermatozoide

Los espermatozoides de zangano son filamentosos y se ha determinado
que son excepcionalmente largos y delgados en comparacion a los

espermatozoides de los mamiferos.'816

Cada espermatozoide mide aproximadamente entre 250-270 um de largo
por 0.7 um de ancho. La region de la cabeza cuenta con solo 10-12 um de

|argo_8,10,11,16

Las estructuras que comprenden al espermatozoide son:
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Cabeza

Es una estructura elongada y asimétrica con 12.2 um de largo y 0.5 um de
ancho, compuesta de un acrosoma o “perforatum” y el nucleo. El acrosoma forma
el complejo acrosomal (Figura 3), que comienza a diferenciarse en una region
esférica y elongada, posterior al apéndice acicular, la cual es una estructura en
forma de tibulo que se encuentra en el extremo apical del acrosoma. Este mide 1
pum de longitud por 0.25 um de ancho y se amplia en su parte posterior formando
la galea. El nacleo es una estructura eliptica que mide 5 um de longitud y 0.3 um
de espesor. En la parte final del nicleo se forma una region entre la cabeza y el

flagelo a la cual se le llama cuello (Figura 4).810.11.16
El complejo acrosomal, esta conformado por las siguientes estructuras:®16

e Apéndice acicular anterior

¢ Regiodn esférica, que contiene material extra acrosomal
e Vesicula acrosomal

e Corpusculo central interno

e Barra interna acrosomal

e Cavidad subacrosomal
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A s S e ST

Figura 3. Complejo acrosomal (Aa), membrana plasmatica (Pm), capa extra-
acrosomal (Em), corpusculo interno central (Cc), cavidad subacrosomal (Sc),
inmediatamente sobre la varilla acrosomal (Ar) y vesicula acrosomal (Av).1®

Cuello

Es una estructura que une al nucleo con el axonema y los derivados
mitocondriales de la cola. En el extremo anterior de los derivados mitocondriales
se encuentra el cuerpo triangular, que probablemente funciona como el centriolo

descrito en los espermatozoides de otros insectos.! 8101113

Figura 4. Cuello de espermatozoide de zangano. Axonema (Ax) y derivado
mitocondrial (Md).1®
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Flagelo

El flagelo consiste en dos derivados mitocondriales, un axonema y dos
cuerpos accesorios en forma triangular. Los derivados mitocondriales son de

diferente tamafio y se encuentran paralelos al axonema.810:11

5.5 Composicion del semen

Un zangano sexualmente maduro puede producir de 1 a 1.5 ul de semen

conteniendo de 6 a 10 millones de espermatozoides en promedio.

El semen se encuentra compuesto por el paquete espermatico y el plasma
seminal en una proporcion 1:1 o 1:2. El pH es neutro con un rango de 6.8 a 7.9y
una osmolaridad de 467 + 13 mOsm/ml. Ademas, contiene aminoacidos (como
cistina, metionina, tirosina, entre otros), fosfolipidos, triglicéridos, acidos grasos
libres y enzimas antioxidantes (catalasa, glutation S-transferasa y superoxido

dismutasa).?910.12

También contiene minerales (Mg?*, Ca?*, Na*, Fe?*, Mn3* y Cu?)¢, los cuales
contribuyen al mantenimiento de la presién osmotica, el equilibrio acido base,
permeabilidad tisular y movilidad espermatica. En un estudio realizado por
Gutiérrez!’ se determinaron las siguientes concentraciones de minerales en

vesiculas seminales de zanganos sexualmente maduros: potasio (4277.95 ug/g),

c Magnesio, calcio, sodio, hierro, manganeso y cobre.
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sodio (3297.89 ug/g), magnesio (686.8 lg/g), calcio (1009.58 ug/g), cobre (237.67

ug/g), zinc (65.72 ug/q) y fosforo (967.83 ug/qg).

En la actualidad se ha encontrado glucosa, fructosa y trehalosa en el
plasma seminal; sin embargo, no se mencionan las cantidades en las que estan
presentes, ni las variaciones de estos en las diferentes épocas del afio y en
regiones disimiles en el semen de zanganos sexualmente maduros; tampoco se

menciona el procedimiento de cémo fueron determinados.*

5.6 Funciéon de los carbohidratos

Los carbohidratos estan constituidos por tres tipos de atomos, carbono (C),
hidrogeno (H) y oxigeno (O), los cuales guardan entre si la proporcion 1:2:1,

siendo su férmula general Cn (H20)n, donde “n” es un nimero mayor o igual a 3.18

Existen dos grandes familias de azucares o carbohidratos de acuerdo a la
localizacion del grupo carbonilo (-C=0) en la molécula. Si se localiza en la parte
terminal, se denominan aldosas, o cetosas, si se encuentra en un carbono

secundario.!®

La glucosa (una aldosa) y la fructosa (una cetosa) poseen la misma formula
condensada CsH1206, pero la disposicion de los grupos —OH y la posicion del

grupo carbonilo son diferentes, es decir, son isémeros?*® (Figura 5).
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Glucosa Fructosa

Figura 5. Estructura quimica de la glucosa y la fructosa.®

La funcién principal de los carbohidratos radica en su valor energético,
aungue tienen también un papel importante como componentes estructurales de la
célula. Por su estructura, los carbohidratos se clasifican en monosacaridos,

oligosacaridos y polisacaridos.*®

Los monosacaridos estan constituidos por una sola molécula de azucar. La
ribosa, fructosa, galactosa y la glucosa son unos de los mas importantes, y tienen

un papel muy importante en el metabolismo celular.'®

La glucosa, libre o combinada, es el compuesto organico mas abundante de
la naturaleza y es la fuente primaria para la sintesis de energia en las células. En
los humanos existen algunos tejidos, como el cristalino del ojo y el tejido nervioso,
gue obtienen su energia casi exclusivamente de la glucosa; y sin ella, las células

sufren apoptosis (muerte celular) en poco tiempo.*®
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La glucosa resulta mas dificil de sintetizar, que adquirirla de fuentes
exogenas. Este azucar se libera durante la hidrolisis de los disacéridos y los

polisacaridos.!®

El néctar que las abejas pecorean contiene del 40 al 80% de agua, y del 7
al 60 % de azlcares, aceites esenciales, sales minerales y acidos organicos
(citrico, formico, acético, butirico, entre otros). Las proporciones de estos
compuestos varian dependiendo de la especie vegetal, de las condiciones del

suelo y del ambiente en general.13:20-22

Entre los azlUcares que contiene el néctar se puede encontrar
principalmente sacarosa que estd compuesta por una molécula de glucosa y una
de fructosa, también se ha determinado que estos dos azucares pueden estar

presentes de forma libre en el néctar.1:320-22

La trehalosa es un disacarido formado por dos moléculas de glucosa, este
azucar esta presente en los champifiones, setas y en la hemolinfa y semen de
insectos, donde es considerada como el principal azlcar, puesto que a partir de

ésta se obtiene glucosa mediante la accién de la enzima trehalasa (Figura 6).*
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Figura 6. Estructura quimica de la trehalosa.??

Sin embargo, los azucares ademas de servir como fuente de energia para
la célula espermatica, han sido usados en los procesos de criopreservacion del
semen, ya que permiten el mantenimiento de la presion osmotica y cumplen una
accion crioprotectora al promover la deshidratacion celular e impedir la formacién
de grandes cristales de hielo dentro de la célula. Con base en esto, la inclusion de
azucares en los diluyentes puede servir para la preservacion de la movilidad
espermatica, mantenimiento de la viabilidad, integridad del acrosoma y de la

membrana espermatica.**

5.7 Métodos de coleccidon de semen

5.7.1 Estimulacién del zangano
Se logra rotando la cabeza del zangano sexualmente maduro y presionando

el térax entre los dedos indice y pulgar para generar la eversién parcial del
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endofalo. Posteriormente se ejerce presion a los lados del abdomen desde la base
hasta la punta del mismo, rotando los dedos y aplicando presién para conseguir la
eversion total del endéfalo y poder colectar el semen directamente del mismo por
medio de una jeringa. Para este fin se utilizan diversos aparatos y accesorios,

mismos que a continuacién se describen.12425

A) Aparato de Inseminacién Mackensen

Este aparato es la base de todos los demas equipos que se han
desarrollado; cuenta con una microjeringa de plastico, con una capacidad de
almacenamiento de 10 ul de semen y con ganchos de sujecion. Ambos
componentes se operan de forma manual, todos los componentes giran sobre su

base lo que les permite una gran capacidad de movilidad.%?42°

B) Jeringa Harbo

Harbo (1979), mejord la version del aparato de inseminacion Mackensen
adicionandole un nuevo tubo de almacenamiento, el cual es removible y puede ser
utilizado tanto para la coleccion de semen como para la inseminaciéon instrumental

de abejas reinas.

Por lo general, este aparato utiliza una jeringa micrométrica Gilmont®,
conectada a una punta fina de vidrio que presenta la misma longitud que la del
tubo para colectar fluido. No obstante, el sistema permite la insercion de la jeringa

Harbo que cuenta con un tubo capilar estéril, el cual funciona como un depdsito

D Gilmont Instruments, Barrington, IL.
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adyacente a la punta de la jeringa. La ventaja es que el sistema se controla con un
micromanipulador, lo que permite realizar ajustes muy finos, y con el uso del
micrometro, se puede medir la cantidad exacta del semen que se utiliza. Sumado
a esto, la jeringa Harbo también tiene la ventaja de que se adapta a cualquier

aparato de inseminacion instrumental.:9:26

5.7.2 Diseccion de vesiculas seminales

De acuerdo con Rinderer?, Mackensen y Ruttner describieron la diseccion
como una técnica de coleccibn se semen, en la que una vez retiradas las
vesiculas seminales, se presionan con unas pinzas entomoldgicas en su parte
proximal de los testiculos, con ello, se logra simular los movimientos peristalticos
que fuerzan a los espermatozoides a salir, para posteriormente colectar el semen
con una jeringa. Collins realiz6 un estudio en el que comparo esta técnica con la
utilizacion de la jeringa Harbo, y descubrié que por medio de diseccion se obtiene
una alta cantidad de espermatozoides viables aunque poca cantidad de semen,
con la problemética de que se incrementa el tiempo para su recoleccion y se
podria generar contaminacion, del mismo, por el contacto con los tejidos, por lo

que no se recomienda su uso para inseminacién instrumental.

5.7.3 Lavado del semen
De acuerdo con Chavacan® y Morfin!!, Kaftanoglu y Peng describieron esta

técnica en 1989. Es una operacion rapida y facil, ya que no es necesario el uso de
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microscopio y se obtiene una gran cantidad de semen en un tiempo corto, ademas
de que permite mezclar el semen de diferentes zanganos de forma homogénea a
diferentes proporciones. La técnica consiste en diluir el semen y moco, obtenido
del mismo modo que las técnicas descritas por Harbo y Mackensen, con el
extender Kiev estéril y homogeneizarlos. Posteriormente, la mezcla se centrifuga a
2,500 rpm por 10 min, obteniendo de esta forma los tres componentes por

separado.

5.8 Principios de la cromatografia y aplicaciones

Segln Sherma?’, Tswett describe la cromatografia como un método en el
cual los componentes de una mezcla, son separados en una columna adsorbente

(fase estacionaria o fija) dentro de un sistema fluyente (fase movil).

Las separaciones cromatograficas se consiguen mediante la distribucién de
los componentes de una mezcla entre la fase fija y la fase movil. La division entre
estas dos sustancias comienza cuando una es retenida mas fuertemente por la
fase estacionaria que la otra que tiende a desplazarse mas rapidamente en la fase
movil. Las retenciones mencionadas, pueden tener su origen en dos fenbmenos

de interaccion que se dan entre las dos fases y que pueden ser:

Adsorcion- Es la separacion de una sustancia soluble en un liquido por
medio de la union de los atomos, iones 0 moléculas de la sustancia, ya sea un gas

o liguido (adsorbato) a la superficie de un sélido.?’
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Absorcion- Es el fenomeno que se verifica cuando un solido o un liquido
atrapan, en su estructura interna, particulas de una sustancia ajena a si misma,

aumentando su volumen y formando una solucion.?’

Aplicaciones

Es una técnica analitica, efectiva para la separacion de mezclas y el analisis

cuantitativo y cualitativo de las muestras procesadas.?’

La cromatografia proporciona pistas en cuanto a la estructura de
substancias organicas, permitiendo su comparacion. También se utiliza en la
deteccidon de cambios estructurales producidos por varios agentes quimicos o

nucleares y en procesos biolégicos.?’

5.9 Técnicas cromatograficas

Existen una gran variedad de métodos cromatograficos que se han

originado a partir del método original descrito por Tswett.?’

Las dos mayores clasificaciones de la cromatografia son, en solucion o
cromatografia de liquidos (CL) y cromatografia de gases (CG). En el primero, un
liquido lleva los solutos disueltos a través de la fase estacionaria (adsorbente), ya
sea una columna, papel o capa fina. En el segundo, un gas inerte arrastra la

mezcla gaseosa a través de la columna de adsorcion.?’
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A) Cromatografia de liquidos

La cromatografia liquida se divide en cromatografia liquido-solido o
cromatografia liquido-liquido. Si la fase estacionaria solida es un adsorbente, el
proceso es llamado cromatografia de adsorcion de liquidos. Si se trata de un
intercambio de material i6nico, ya sea organico 0 inorganico, se denomina
cromatografia de intercambio ionico. Si se trata de un gel polimérico no ionico, el
término de cromatografia de permeacion en gel, cromatografia de filtracion en gel

o cromatografia de exclusién molecular es usado.?’

Otras subdivisiones de cromatografia de liquidos, sin columna, son papel
cromatografico y cromatografia en capa fina. Estas subdivisiones incluyen todos
los tipos de papel y capa fina si el mecanismo es de adsorcion, particion o

intercambio de iones.?’

B) Cromatografia de gases

Dentro de esta gran clasificacion, las subdivisiones estan basadas en la
fase estacionaria. Asi la cromatografia gas-solido implica una columna rellena con
un adsorbente, y la cromatografia gas-liquido implica un recubrimiento solido con
un liquido como adsorbente, en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en la
cabeza de la columna que contiene el liqguido, que cumple la funcion de fase
estacionaria. Los componentes de la muestra son empujados por un gas (fase
movil) a través de la columna, lo que permitira separar los componentes de la
muestra de acuerdo a la afinidad de estos por la fase estacionaria (Figura 7). La

CG tiene dos principales aplicaciones: la separacion de mezclas organicas
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complejas y la determinacion cuantitativa y cualitativa de los componentes de una

muestra.?’

Figura 7. Esquema de un cromatdgrafo de gases.?’

5.10 Derivatizacion

En cromatografia de gases es comun emplear una técnica llamada
derivatizacién, la cual consiste en modificar, quimicamente, un compuesto para
producir un derivado con nuevas propiedades que faciliten o permitan su analisis.
Ademas, esto permite mejorar la volatilidad, estabilidad térmica y la sensibilidad de
deteccidn del analito. En este tipo de reacciones no se conoce la estructura de los

productos, es la reaccién en si misma la que da la estructura de los derivados.?’
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5.11 Tipos de derivatizacion
A) Sililanizacién

Es el reemplazo de un hidrégeno acido con un grupo alquilsililo. Reactivos mas

habituales para ésta reaccion.?’

e BSA N,0-Bis = (Trimetilsilil) Acetamida CG

BSTFA N,O-Bis = (Trimetilsilil) Trifluoroacetamida CG

HMDS = Hexametildisilazano CG

MSTFA = N-Metil-N-(Trimetilsilil) Trifluoroacetamida CG

TMCS = Clorotrimetilsilano CG

TMSDEA = N-(Trimetilsilil) Dietilamina CG

TMSI = N-(Trimetilsilil) Imidazol CG

B) Metilacion (alquilacion)

Reemplazo de un hidrégeno activo en R-COOH, R-SH, R-NH2 con un grupo

alquilo o arilo. Reactivos mas empleados:

¢ DMF-DMA= N,N-Dimetilformamida-Dimetilacetal CG

e TMSH = Trimetilsulfonio Hidréxido 0,2 mol/l en metanol CG
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C) Acilacion

Conversion de compuestos con hidréogenos activos como —OH, -SH, y —NH

en esteres, tioesteres y aminas, respectivamente. Reactivos:

e HFBA = Anhidrido Heptafluorobutirico CG
e MBTFA = N-Metil-bis-(Trifluoroacetamida) CG

e TFAA = Anhidrido Trifluoroacético CG

5.12 Principio de la espectrometria de masas y aplicaciones

La espectrometria de masas (EM) es una técnica de andlisis basada en la
separacion de las particulas moleculares o atdmicas de la muestra de acuerdo a
su masa. Las etapas que comprende esta técnica son las siguientes: ionizacién de
la muestra, aceleracién de los iones por un campo magnético eléctrico, dispersiéon
de los iones segun su masal/carga, y deteccién de los iones y producciéon de la
correspondiente sefial eléctrica. Se trata de una técnica extremadamente sensible
y de gran versatilidad que suministra informacion muy valiosa sobre los
compuestos quimicos: la masa molecular, la formula global y, a partir del patrén de

fragmentaciones, la estructura molecular.?’

Es importante destacar que al acoplar la CG con la EM se obtiene una
poderosa herramienta para la separacion e identificacion de componentes a partir
de mezclas complejas. En el caso particular del semen de zangano, no se han

realizado estudios conducentes a determinar sus componentes utilizando el
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acoplamiento de estas técnicas. Por lo tanto, el presente en el presente estudio se
desarroll6 un protocolo para la determinacion de azuUcares presentes en el

sobrenadante de vesiculas seminales utilizando la técnica acoplada de CG-EM.

6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Localizacion del area de estudio

Las muestras de les vesiculas seminales se obtuvieron a partir de colonias
de abejas pertenecientes al Centro de Educacion Ambiental (CEA) “Acuexcomatl”,
ubicado en Avenida Afio de Juarez No. 1900, Colonia Quirino Mendoza, San Luis

Tlaxialtemalco, Xochimilco, D.F., México.

La preparacion del liofilizado a partir de las muestras se realiz6 en el
laboratorio del Departamento de Reproducciéon de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (FMVZ-

UNAM) en Ciudad Universitaria, Distrito Federal.

La preparacion de los derivados sililadosF de los compuestos presentes en
el sobrenadante de las vesiculas obtenidas a partir de los zanganos y de los
estandares de las azucares glucosa, fructosa, trehalosa, se realizd en el
Laboratorio 111 del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la

UNAM.

E Adicion de silicio para ser detectados mediante cromatografia de gases.
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La realizacion de los analisis de las muestras sililadas y los estandares de
las azlcares sililadas fueron realizados utilizando cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) en la Unidad de Servicios de

Apoyo a la Investigaciéon (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

6.2 Manejo en campo y obtencidn de las vesiculas seminales

Cria de zanganos

Se utilizaron cuatro colonias de abejas del Centro de Educacién Ambiental
“Acuexcomatl”, de las cuales se conoce su origen “africanizado”, de acuerdo a un
andlisis de PCRF (técnica que amplific6 el ADN mitocondrial) previamente

realizado en la Universidad de Guelph, Ontario, Canada.

La presencia de zanganos se mantuvo durante gran parte del afio gracias a
la existencia de invernaderos y floracion nativa de la zona cercana al apiario.
Debido a esto, s6lo se aumento su produccién administrando a las colonias cada
ocho dias, durante dos meses, alimento de estimulacién que consistié en dos litros
de jarabe de azucar (1:1 de agua y azucar morena) y 200 g de pasta compuesta

por dos partes de polen, una de azlcar glass y una de miel.??

Se obtuvieron 50 zdnganos por cada una de las colonias (aproximadamente

200) y en cuanto éstos emergieron, se identificaron en el dorso del térax con un

F Reaccion en cadena de la polimerasa.
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marcador comercial. Se utilizé un color diferente por dia y por colmena, y una vez

marcados los zanganos, se liberaron (Figura 8 y 9).28

Figura 8. Marcaje de zanganos recién Figura 9. Zanganos sexualmente
emergidos. maduros marcados con un punto azul.

Captura de zanganos

Fueron capturados 60 zanganos (15 por dia), una vez que alcanzaron la
madurez sexual, después de por lo menos 15 dias del marcaje.?® Para esto, se
corté un segmento de un excluidor de reina al tamafio de la piquera de la colmena
y se colocé durante cuatro dias a partir de las 14 a las 17 h; impidiendo la entrada
de los zanganos a la colmena, y permitiendo realizar la captura y colocarlos en
cajas transportadoras de madera de 15 cm x 15 cm, las cuales cuentan con
orificios cubiertos con malla criba para evitar la salida de los zanganos, ademas de

permitir proporcionarles agua y miel.
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Diseccion de zanganos para la obtencion de las vesiculas seminales

Para sacrificar a los zanganos capturados, primero se les indujo a un
estado de diapausa, colocandolos durante 5 min en congelacion (de 0 a -4°C), y
posteriormente se introdujeron en un frasco con acetato de etilo, impregnado en

papel absorbente, durante 3 min, lo que causé su muerte por asfixia.

Para realizar la diseccion, se sujeté el zdngano en posicion dorso ventral,
sobre una caja de Petri conteniendo parafina sélida, usando alfileres
entomoldgicos. Con ayuda de un microscopio estereoscopico® y dos pinzas
entomoldgicas, se abrid el exoesqueleto y se separaron los musculos abdominales
exponiendo la cavidad y localizando las vesiculas seminales.?? Se realizé la
diseccién de las vesiculas y fueron colocadas (30 pares) en dos microtubos
Eppendorf con 300 pl de agua desionizada. Después se rotuld la muestra,
anotando la fecha y el color con el que se marcaron los zanganos de la muestra, y

por ultimo se congelé a — 4 °C hasta su procesamiento.

6.3 Preparacion del liofilizado

Obtencion del sobrenadante de las vesiculas seminales.

Las vesiculas seminales fueron descongeladas y se diluyeron con 700 pl de

agua desionizada, se rompieron y mezclaron con ayuda de un homogeneizador de

G Leica® EZ 4.
H Fase liquida que aparece después de someter una muestra a centrifugacion.
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tejidos. Posteriormente, se centrifugd la muestra a 9, 000 g por 30 min para
obtener el sobrenadante, ya que para preparar la muestra antes de introducirla al

cromatdgrafo de gases necesita estar libre de sélidos.

Preparacion del liofilizado.

El sobrenadante obtenido en el paso anterior se traspasdé con una
micropipeta a un vial de vidrio, luego se colocé en medio kilogramo de hielo seco
con 200 a 300 ml de acetona para su congelacion a -70 °C aproximadamente.

Posteriormente, se colocd el vial en el liofilizador para deshidratar la muestra.

6.4 Preparacion de los sililados

Para la preparacion de los sililados, tanto de los estandares como de la
muestra (Figuras 10, 11 y 12), se utilizaron cinco frascos ambar de 10 ml,
previamente lavados y flameados para eliminar la humedad. Se usé un frasco para
cada uno de los siguientes compuestos (8 mg aproximadamente): D-glucosa
anhidrada, D-(-)-fructosa, trehalosa dihidratada, una mezcla a partes iguales de
las tres azucares y el liofilizado del sobrenadante de las vesiculas seminales de
los zanganos. Posteriormente, se agregaron 0.3 ml de piridina y 0.3 ml de reactivo
sililante [N, O-bis-(trimetilsilil) trifluroacetamida (BSTFA) y trimetilclorosilano
(TMCS)]. La mezcla de reaccion se agitd en el frasco dmbar cerrado en
condiciones inertes (evitar la presencia de un gas reactivo) mediante la adicion de

nitrégeno y se incubd durante 4 horas a 60°C. 2627



Formula quimica: C;,Hs,06Sis
Masa exacta: 540.2610
Peso molecular: 541.0615

Figura 10. Formula desarrollada de
la glucosa sililada con masa y peso
molecular.
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Formula quimica: Cy;Hs,06Sis
Masa exacta: 540.2610
Peso molecular: 541.0615

Figura 11. Formula desarrollada de
la fructosa sililada con masa y peso
molecular.

Formula quimica: C37HggO10Sis
Masa exacta: 916.4532
Peso molecular: 917.7726

Figura 12. Formula desarrollada de trehalosa sililada con masa y peso molecular.
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Eliminacién del exceso de reactivo al vacio

Para eliminar la piridina (disolvente de reaccion) y el exceso de reactivo
sililante, el vial fue colocado en un rotaevaporador conectado a una bomba de alto

vacio a una temperatura de 60°C.%6:27

6.5 Analisis mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas.

Para la realizacién del andlisis se empled el espectrometro de masas marca
LECO, modelo Pegasus 4D, acoplado a un cromatégrafo de gases Agilent, modelo
Agilent 6890N equipado con una columna capilar DB-5 (5%fenil-polimetilsiloxano)
con dimensiones de 10 m x 0.18 mm x 0.18um (Figura 13). La temperatura del
inyector se mantuvo a 300°C; utilizando como gas acarreador Helio (Praxair, 5.0) a
una velocidad lineal de 1 ml/min (medido a 250°C). La temperatura del horno se
program6 a 40°C (durante 1 min) y se incrementd a 20°C/min hasta los 300°C
durante 5 minutos (Cuadro 1). Las inyecciones fueron realizadas mediante el

modo de inyeccién “Split” (1:20).

En el espectrometro de masas se utilizo ionizacion electronica a 70eV, la
temperatura de la camara de ionizacion fue de 200°C y de la linea de
transferencia, 250°C. Se programé una velocidad espectral de 20 espectros/seg.

El barrido de masas fue de 33-400 u (unidad de masa atémica).
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Figura 13. Equipo acoplado CG-EM-TOF utilizado (Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion, Facultad de Quimica, UNAM).

La separacion de los componentes de las muestras sililadas y los
estandares fue realizado utilizando un cromatégrafo de gases', empleando una
columna capilar DB-5 (10 m de longitud x 0.18 mm de diametro interno x 0.18 um
grosor de pelicula), y helio de alta pureza como gas acarreador. Los analisis de los
compuestos separados se realizaron utilizando un espectrémetro de masas’

(Figura 13).

Cuadro 1. Condiciones cromatograficas y del detector de masas para el analisis de azucares.

Marca y modelo del equipo LECO Pegasus 4D
Técnica analitica CG-EM-TOF
Temperatura del inyector 300°C

' Agilent 6890N.
J LECO Pegasus 4D TOF.
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Cromatégrafo de gases

Agilent 6890N

Columna capilar (fase)

DB5 10m x 0.18mm di x 0.18um

Programacion de la temperatura

del horno

40°C (1munuto), 20°C/minuto hasta 300°C
(5minutos)

Tipo de inyeccion

Split (con division de flujo) 1:20

Gas acarreador

Helio, Praxair, grado 5.0 (Ultra Alta Pureza)

Flujo del gas acarreador

ImL/minuto

Temperatura de la linea de

transferencia

250°C

Tipo de ionizacion

lonizacion electronica (IE)

Analizador mésico

Tiempo de vuelo (TOF)

Adquisicién espectral

20 espectros/segundo

Retraso/encendido del filamento 0 minutos
Intervalo masas 33-400u
Temperatura de la camara de 200°C

ionizacién

Compuestos de calibracion

Perfluoroterbutilamina (PFTBA)
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6.6 Identificacion y cuantificacion de los compuestos presentes en las

mezclas sililadas.

Para la cuantificacion de los compuestos, primero se identifico el peso de la
muestra de vesiculas seminales (8mg), luego se hizo una extraccidén para separar
los componentes del liquido. El extracto se llevo a un aforo conocido (10 ml) vy,
posteriormente a una cantidad para poder ser inyectada al cromatografo (1 pl). Los
compuestos presentes en las mezclas se identificaron mediante la comparacién de
sus espectros de masas con los de la biblioteca del instrumento y la base de datos
electronica NISTX. En el caso particular de las azlicares de las cuales se cuenta
con un estandar, la identificacién en el sobrenadante de vesiculas seminales de
zanganos se realizé, primero, por la comparacion de su tiempo de retencion con el
de sus estandares y, en segundo lugar, por los patrones de fragmentacion de las
moléculas obtenidos en el detector de masas. Esta superficie de area identificada
en el integrador del cromatografo de gases se transformd en concentracion a
través de la curva con los estandares conocidos. En dicha curva, la concentracion
de los compuestos encontrados en un microlitro del aforo, se convirtio, sumando el
punto de interseccion mas la pendiente y multiplicando por el area de la muestra
inyectada. Finalmente, se multiplicé por 1,000 y se dividié entre los 8 mg de la
muestra para reportar la concentracién del azicar en microgramos por gramo de

muestra.

K Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia, version 2.0.
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7 RESULTADOS

A partir de las 60 pares de vesiculas seminales procedentes de la

diseccion, se obtuvieron 0.008 g de liofilizado.

Se determinaron 16 compuestos mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas, los cuales se muestran en el Cuadro 2. Los

azucares encontrados con un porcentaje de area mayor en la muestra fueron tres:

glucosa con 14.99%, fructuosa con 16.57% y xilosa con 24.2% (representados por

los nimeros 1 al 3 del Cuadro 2) de area. Sin embargo, también su observaron

otros compuestos importantes dentro de los que se encuentran los eicosanoides,

los cuales representan de 0.86 a 7.07% del area de la muestra (representados por

los numeros 11 al 16 del Cuadro 2).

#

Cuadro 2. Porcentaje de los diferentes compuestos de vesiculas seminales de zangano (Apis
mellifera L.) sexualmente maduro; resaltando en una franja azul claro el porcentaje de azlUcares y

en una franja gris claro los eicosanoides.

Nombre

1 D-Glucosa, 2, 3, 4, 5, 6-pentakis-0-(trimetilsilil)-
2 D-Fructuosa, 1, 3, 4, 5, 6-pentakis-0-(trimetilsilil)-
3 D-Xilosa, tetrakis(trimetilsilil)-
4|L-Prolina, 5-oxo-1-(trimetilsilil)-, trimetilsilil ester
5/2-Acido piperidinecarboxilico, trimetilsilil ester
6 L-Prolina, 1-(trimetilsilil)-, trimetilsilil ester
7|a-DL-Arabinopiranosa, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimetilsilil)-
8| Acido eritro-pentonico, 2-deoxi-3,4,5-tris-O-(trimetilsilil)-, trimetilsilil ester
9|d-Eritrotetrofuranosa, tris-O-(trimetilsilil)-

10 D-Arabinosa, tetrakis(trimetilsilil)-

11 Acido tetradecanoico, trimetilsilil ester

12 Acido octadecanoico, trimetilsilil ester

13|Eicosano

14 Heptadecano, 2,6-dimetil-

15 Ciclohexano, 3-etil-5-metil-1-propil-

16 Eicosano, 7-hexil-

Area %
14.99
16.57

24.2

3.69

4.6
4.36
2.23
6.61
0.67
1.42
7.07
2.05
0.86
2.45
3.97
4.13
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En el Cuadro 3 se muestra la estimacién de la concentracion de los diferentes
azucares identificados en la muestra y de los cuales los tres azlUcares mas
representativos (franja sombreada con color azul claro) son la glucosa con 627.5

Mg/ g de muestra, la fructuosa con 788.75 ug y la xilosa con 1011.72 pg.

Cuadro 3. Estimacién de la concentracién (ug/g de muestra) de azucares en vesiculas seminales

de zanganos (Apis mellifera L.) sexualmente

maduros.

Nombre ng/g muestra
D-Glucosa, 2, 3, 4, 5, 6-pentakis-0-(trimetilsilil)- 627.5
D-Fructosa, 1, 3, 4, 5, 6-pentakis-0-(trimetilsilil)- 788.75
D-Xilosa, tetrakis(trimetilsilil)- 1011.72
a-DL-Arabinopiranosa, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimetilsilil)- 93.22
Acido eritro-Pentonico, 2-deoxi-3,4,5-tris-O-(trimetilsilil)-, trimetilsilil ester 276.34
d-Eritrotetrofuranosa, tris-O-(trimetilsilil)- 28.01

59.36

D-Arabinosa, tetrakis(trimetilsilil)-

En el Cuadro 4 se muestran los tiempos de retencién y peso molecular de
los compuestos presentes en la muestra liofilizada de vesiculas seminales de
zanganos sexualmente maduros, los cuales fueron comparados con los de la

biblioteca del instrumento para determinar la presencia de dichos compuestos.
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Cuadro 4. Tiempos de retencién de los azUcares y eicosanoides en vesiculas seminales de

zangano (Apis mellifera L.) sexualmente maduro.

Nombre Peso T.R.(s)
D-Glucosa, 2, 3, 4, 5, 6-pentakis-0-(trimetilsilil)- 438 373.647
D-Fructuosa, 1, 3, 4, 5, 6-pentakis-0-(trimetilsilil)- 438 401.297
D-Xylose, tetrakis(trimethylsilyl)- 438 428.347
a-DL-Arabinopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 438| 386.747
Erythro-Pentonic acid, 2-deoxy-3,4,5-tris-O-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 438 413.497
d-Erythrotetrofuranose, tris-O-(trimethylsilyl)- 336 418.597
D-Arabinose, tetrakis(trimethylsilyl)- 438| 457.697
Tetradecanoic acid, trimethylsilyl ester 300 448.597
Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 356 502.497
Eicosane 282 517.797
Heptadecane, 2,6-dimethyl- 268 567.097
Cyclohexane, 3-ethyl-5-methyl-1-propyl- 168| 578.197
Eicosane, 7-hexyl- 366 590.197

En las Figuras 14 y 15 se muestran los espectros de los estandares de los
azucares en estudio. De acuerdo al tiempo de retencién de la glucosa (cuadro 4),
gue es de 373.647 segundos, se puede confirmar la presencia de la misma en el
espectro del estandar de la glucosa (Figura 14) como el segundo pico mas grande,

tal como se esperaba.
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Figura 14. Espectro del estandar de glucosa en el detector de masas acoplado
al cromatografo de gases.

De igual forma, al comparar el tiempo de retencion de la fructuosa (Cuadro
4) con el de la Figura 15, se puede identificar este azlicar como el pico mas alto

del espectro.
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Figura 15. Espectro del estandar de fructosa en el detector de masas acoplado
al cromatografo de gases.

La Figura 16, muestra el espectro de cada uno de los componentes de la
muestra y al comparar sus tiempos de retencion (eje horizontal) con el de los
espectros de los estandares (Figuras 14 y 15) y con el Cuadro 4, se confirma la

presencia de glucosa y fructuosa en la muestra.
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Figura 16. Espectro del liofilizado de la muestra de vesiculas seminales de
zanganos (Apis mellifera L.) para el analisis de azlcares por el cromatdégrafo de
gases acoplado al detector de masas.
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8 DISCUSION

Hoy en dia existe poca informacion donde se determinen y evallen los
azUcares presentes en el semen o la hemolinfa de zanganos sexualmente
maduros (Apis melifera L.). En este trabajo, el acoplamiento de las técnicas de
CG-EM permitio la separacion e identificacion de 16 compuestos en las vesiculas
seminales de esta especie (ver Cuadro 2). Los resultados mostraron que la xilosa
fue el azucar que se encontraba en mayor abundancia en la muestra, seguida de
la fructosa y la glucosa. En otros estudios donde se ha hecho dicha evaluacion, las
técnicas de obtencién del semen, como la estimulacion del zdngano con la
posterior utilizacion del aparato Mackensen o de la jeringa Harbo, o la técnica de
diseccion de vesiculas seminales descrita por Mackensen y Ruttner (1976),2
tienen el inconveniente de un cierto margen de contaminacién con otros tejidos u
otras secreciones como lo es el moco.? 2426 Por ésta razén en el presente estudio
se decidié obtener las muestras directamente a partir de las vesiculas seminales
de zanganos africanizados sexualmente maduros, los cuales fueron alimentados
con néctar y polen recolectado por las obreras en el mes de junio (verano), que de

acuerdo a la region de Xochimilco se considera época de baja floracion.

Es novedoso que en este estudio la xilosa resultara ser el azdcar mas
abundante, pues como es sabido este compuesto se encuentra mas ampliamente
distribuida en el reino vegetal'®, no existiendo informes, hasta nuestro
conocimiento, sobre el reporte de su presencia en el semen de zangano o

hemolinfa, por lo que es posible especular que pudiera tener origen de las
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vesiculas seminales, ya que la muestra se obtuvo de ahi y no se separ6 del

semen.

En las abejas, para conocer el procesamiento de absorcidon de los
carbohidratos y su subsecuente metabolismo, es comun comparar el contenido del
tracto digestivo y la hemolinfa con los azucares presentes en el néctar. Ello,
tomando en consideracion que el aporte de energia que un individuo presenta esta
intimamente relacionado con el consumo de azlcares contenidos en el alimento.®
Sin embargo, para el analisis cuantitativo de los azucares en la hemolinfa o del
semen se emplean otros métodos.?® Generalmente, los carbohidratos en
hemolinfa y semen son analizados por separacion de los compuestos usando
cromatografia de capa fina acoplado a espectrometria o por derivatizacion con

cromatografia gas-liquido.” 3°

Es importante sefialar que con estos ultimos métodos, el andlisis de los
azucares puede ser considerablemente répido, si las determinaciones
espectrométricas son directas, pero esto requiere el desarrollo de reacciones
especificas para los azlcares presentes en la muestra. Por tal motivo, para la
realizacion del presente estudio se determinaron primeramente las condiciones
Optimas para llevar a cabo el andlisis de las muestras utilizando cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

Por otra parte, existe poca informacién sobre el metabolismo de los
carbohidratos en insectos, por lo que la presencia de la xilosa en este estudio

también podria estar relacionado con el metabolismo de los azUcares provenientes
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de la alimentacion (glucosa o fructuosa), ya que en otras especies esta se puede
sintetizar por medio de la via colateral de las pentosas donde la ribosa 5-fosfato
puede ser trasformada por una epimerasa en xilulosa 5-fosfato, la que finalmente
es un isémero funcional de la xilosa. En el humano, la xilosa es uno de los ocho
azucares esenciales en la nutricion, junto con la galactosa, la glucosa, la manosa,
la N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, la fructosa y el acido sialico. Por lo

gue seria importante determinar la funcion de este azucar en las abejas.

Al igual que en este estudio, Alumont y col.* reportan la presencia de
fructosa y glucosa, siendo mayor la concentracion de glucosa que de fructosa; es
necesario sefalar que dicho estudio fue hecho a partir de hemolinfa y
espermateca de reinas virgenes y que la valoracién se realiz6 por medio de
cromatografia de capa fina, lo cual puede ser la causa de estas variaciones (ver
Anexo). Por otra parte, Blum y col.?®> demostraron que la mayor parte de la fructosa
contenida en el semen de zangano es utilizada por los espermatozoides dentro de
los 40 minutos post eyaculacion, lo que indica una mayor necesidad de fructosa en
el semen, tal como fue observado con las concentraciones de éste azucar en el
presente estudio, lo cual les proporcionara a los espermatozoides energia de facil

acceso, necesaria para el transporte de éstos hacia la espermateca.

De igual forma, Alumont y col.* determinaron la presencia de trehalosa en
semen, hemolinfa y espermateca mediante cromatografia de capa fina. Ademas

por una técnica indirecta, la cual consisti6 en agregar la enzima trehalasa al
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contenido de la espermateca, hemolinfa y vesiculas seminales se observd un
aumento en la glucosa, lo que evidencié la presencia de trehalosa.” Se sabe que
la trehalosa es un azucar formada por dos moléculas de glucosa y que esta
presente en la hemolinfa y semen de los insectos. Sin embargo, en el presente
estudio no se determiné su presencia debido quiza al peso molecular al estar
sililada (917.77 g/mol)?°, lo que muy probablemente altero sus propiedades de
volatilidad y por ende su determinacién por el cromatografo de gases. Por lo tanto,
se podria especular que la concentracion de glucosa fuera menor a la fructuosa,

debido a que ésta se encontraba en forma de trehalosa.

Cabe mencionar que en este estudio, la identificacion de los componentes
de las muestras analizadas se realiz0 por comparacion de los tiempos de
retencion y los patrones de fragmentacion de los espectros de masas registrados
para estandares sililados con aquellos obtenidos para los compuestos separados
a partir de la muestra sililada de las vesiculas seminales del zanganos, lo que le
confiere a los resultados obtenidos en este estudio un valor de 93.3%, segun el
cromatografo empleado, con lo cual se puede confirmar la presencia de los

componentes en la muestra.

Otros compuestos encontrados en este estudio provienen de la familia de
los eicosanoides. Estos compuestos tienen un origen en los acidos grasos

esenciales tales como los omega 3 y omega 6, de los cuales los mas relevantes
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son el &cido araquiddnico, el acido linoleico y el &cido linolénico.! La importancia
de estos compuestos, radica en que son precursores de prostaglandinas, las
cuales tienen una importancia significativa en la reproduccion. En mamiferos se
sabe que las prostaglandinas promueven la contraccion muscular durante la
eyaculacion y posteriormente mejorando el transporte de los espermatozoides por
el aparato reproductor de la hembra. También, tienen un efecto analgésico y
antiinflamatorio lo cual aporta gran proteccion al tejido.®?32 Por su parte, Blum y
col.3! encontraron que la mayor parte de los lipidos presentes en el semen del
zangano son fosfolipidos, los cuales son precursores de acidos grasos esenciales
que daran origen a eicosanoides como las prostaglandinas. Se desconocen
muchos de los efectos que tienen los eicosanoides en insectos, sin embargo
estudios como el de Loher3* han descubierto que las prostaglandinas ayudan al
comportamiento de ovoposicion en el grillo de campo (Teleogryllus commodus).
Por lo tanto es de suponerse que estos compuestos encontrados en el presente
estudio estén relacionados con el proceso reproductivo, ya que estan presentes
en las vesiculas seminales y en el semen, por lo que posiblemente puedan tener
alguna participacion al momento de la eyaculacion y su posterior efecto en la

espermateca de la reina.
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9 CONCLUSIONES

El presente estudio es el primero en determinar la presencia de azucares
como la glucosa y la fructosa por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en las vesiculas seminales del zangano. De acuerdo a
los resultados obtenidos, la xilosa podria ser unos de los azucares principales en

dichas estructuras reproductivas.

De igual forma, este estudio es el primero en determinar también la
presencia de eicosanoides a través de esta técnica, lo cual resulta de suma

importancia para la realizacion de futuras investigaciones.
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13 ANEXO

Cuadro 5. Concentracién de azlcares en hemolinfa y espermateca de reina virgen

(Ha/pl).

Hemolinfa Espermateca
Azucar Exp. 1 Exp. 2 Exp.1 Exp. 2
Glucosa 8.6 5 5.5 4
Fructosa 8 2.2 1.5 2
Sucrosa 3.4 1.5 4 1.5

Trehalosa 12 5.6 0.4 0.7
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