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RESUMEN

Rhyzopertha dominica es un insecto que se alimenta
de una gran variedad de cereales y granos almacenados,
causando grandes pérdidas econdmicas. Estudios de la
bioenergética de los insectos son necesarios para disefar
estrategias que reemplacen el uso de insecticidas. Un mé-
todo alternativo es el uso de atmdsferas modificadas para
comprometer el transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
actividad citocromo c oxidasa (COX) y ATPasa de R. dominica
bajo el efecto de las atmosferas modificadas. Primeramente,
se realizo un bioensayo donde se sometieron a los insectos a
hipoxia (5% O,) por 12'y 24 h'y los resultados fueron compa-
rados con los insectos en normoxia (19% O,). Se determiné la
concentracién de lactato, donde se detecté un incremento
significativo 75% en los organismos expuestos a la hipoxia.
Las mitocondrias de ambos tratamientos fueron aisladas y se
evalud la actividad COX y ATPasa. Se detecté un decremen-
to en la actividad de ambas enzimas a las 24 h de hipoxia
con respecto a normoxia. Los resultados sugieren que bajo
condiciones hipdxicas la COX reduce su actividad debido a
la limitacion por el sustrato, mientras que la actividad ATPasa
mitocondrial es inhibida para mantener el potencial inter-
membranal y por consiguiente la homeostasis celular.
Palabras clave: hipoxia, insectos, citocromo c oxidasa, ATP-
sintasa, atmdsferas modificadas.

ABSTRACT

Rhyzopertha dominica is an insect that feeds on a
large variety of cereals and stored grains, causing significant
economic losses. Studies related to insects’ bioenergetics are
necessary in order to design strategies that replace the use of
pesticides. An alternative method is the use of modified at-
mospheres to compromise the electron transport chain and
oxidative phosphorylation. The aim of this research was to
evaluate the cytochrome c oxidase (COX) and ATPase activi-
ties of R. dominica under the effect of modified atmospheres.
First, we performed a bioassay where the insects were sub-
jected to a hypoxia (5% 0,12 and 24 h, and the results were
compared with those of control insects exposed to normoxia
conditions (19% 0,. Subsequently, lactate concentration
was determined, detecting a significant increase of 75% in
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hypoxic organisms. Mitochondria were isolated and COX and
ATPase activity were evaluated. A decrease in the activity of
both enzymes in the organisms during 24 h of hypoxia with
respect to normoxia was detected. Our results suggest that
under hypoxic conditions, COX reduce its activity since O2 is
the limited substrate, while ATP-synthase is inhibited in order
to maintain mitochondrial membrane potential and thereby
cellular homeostasis.

Keywords: Hypoxia, insects, Cytochrome c oxidase, ATP-
synthase, modified atmospheres.

INTRODUCCION

Rhyzopertha dominica es un insecto cosmopolita
que ocasiona pérdidas econdémicas al alimentarse de una
gran variedad de cereales almacenados, siendo el trigo el
cereal por el que muestra mayor afinidad (Belda y Riudavest,
2012). Los métodos de control de plagas tienen la finalidad
de disminuir la densidad de poblacién de insectos de tal
forma que ya no pueden dafar el grano y asi evitar pérdidas
econdmicas, siendo los métodos quimicos de control los mas
utilizados. Estos fumigantes son utilizados en todo el mundo,
sin embargo, tienen la desventaja de ocasionarle dafio al
medio ambiente y a la salud humana. Ademads, por su uso
prolongado y continuo, los insectos desarrollan resistencia
a este tipo de compuestos (Bulathsinghala y Shaw, 2014;
Harvey et al., 2015). Para reemplazar estos insecticidas, se
han desarrollado nuevas estrategias mas amigables con el
ambiente, conocidas como atmosferas modificadas (AM).
Esta tecnologia es un tratamiento que puede ser utilizado
como una alternativa contra la fumigacion (Carvalho et al.,
2012), en donde las concentraciones de los gases O,, CO, y
N, pueden ser manipuladas de acuerdo a los objetivos del
usuario. Asi, el estrés ocasionado por el consumo de bajas
concentraciones de O, en insectos puede resultarles fatal
(Cui, 2017).

R. dominica tiene una marcada preferencia por el
trigo, de donde obtiene los carbohidratos que necesita
para generar energia en forma de moléculas de adenosin
trifosfato (ATP), a través de un proceso denominado cadena
de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa, que
depende también del consumo de oxigeno. El complejo
IV mitocondrial, citocromo ¢ oxidasa (COX), es la enzima
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que cataliza la reduccién de oxigeno a moléculas de agua,
recibiendo los electrones transportados a lo largo de esta
cadena, provocando un bombeo de protones desde la matriz
mitocondrial hacia el espacio intermembranal (Blomberg y
Siegbahn, 2014). La acumulacién de estos protones en el es-
pacio intermembranal activa al complejo V ATP sintasa, com-
plejo enzimatico que consiste en un motor rotatorio donde
se producen moléculas de ATP a partir de adenosin difosfato
(ADP) y fosfato inorganico (Pi) (Papa et al., 2012). Sin embar-
go, si el consumo de oxigeno disminuye, se ha reportado en
mamiferos que la ATP sintasa gira en sentido inverso, y en
vez de producir moléculas de ATP, las degrada en ADP y Pi,
funcionando como una ATPasa, regresando protones hacia
el espacio intermembranal, en un intento por reestablecer el
equilibrio quimiosmético entre este y la matriz mitocondrial
(Galliy Richards, 2014).

Se ha reportado que la actividad COX en organismos
adaptados a la hipoxia es mayor con respecto a insectos que
viven en condiciones naturales de normoxia (Zhang et al.
2013; Ali et al., 2012). Por otro lado, de acuerdo con nuestro
conocimiento, la actividad F1F0-ATPasa bajo el efecto de la
hipoxia no ha sido evaluada en insectos. Sin embargo, exis-
ten investigaciones en organismo marinos (Martinez-Cruz et
al., 2012) y en mamiferos bajo el efecto de la hipoxia (Scholzy
Balaban, 1994). También se ha reportado la actividad de am-
bos complejos proteicos (COX y F1F0-ATPasa) en plaquetas
de cerebro de humanos con Alzheimer bajo condiciones de
normoxia (Bosetti et al., 2001).

A la fecha, investigaciones relacionadas con estudios
de bioenergética en insectos son pocos y son necesarios para
proponer nuevas estrategias efectivas para combatir insec-
tos a un nivel molecular, sustituyendo el uso de insecticidas.
Existen pocos estudios que evallen la respuesta bioquimica,
especificamente, la generacion de energia en insectos bajo
el estrés hipéxico, por lo que el objetivo de esta investiga-
cién consistio en evaluar la actividad enzimatica de la COX
y ATPasa mitocondrial de R. dominica expuesta a atmosferas
modificadas.

MATERIALES Y METODOS
Cultivo madre de Rhyzopertha dominica

En un frasco de vidrio se agregaron dos kilogramos
de trigo cristalino (Triticum aestivum) variedad CIRNO y se
infestd con 300 insectos adultos de R. dominica no sexados,
donados por el Laboratorio de Entomologia de la Universidad
de Sonora. El cultivo se incub6 a 34 °C con 70 % de humedad
relativa por 30 dias. Transcurrido este tiempo se extrajeron
los adultos de R. dominica.

Exposicion a atmodsferas modificadas

Se agregaron 200 g de trigo cristalino con 150 adultos
de R.dominica en bolsas de polietileno MSD - DRO06 Grainpro,
Inc.,, con dimensiones de 22 x 28 cm. En un equipo Thermo
Gas Mixers, (Instrument Corporation la Porte, Indiana, USA),
se realiz6 la mezcla de gases 85% N,, 10% CO, y 5% de O, para
los organismos expuestos a hipoxiay 80% N, 0.1% CO,y 19%
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0, para los organismos control (normoxia). Los organismos
se incubaron a las condiciones antes descritas por 12y 24 h,
respectivamente con una variaciéon en la concentracién de
cada gas de £1.0%, a una temperatura de incubacién de 29
°Cy 65% de humedad relativa. Se utilizaron 150 insectos por
tratamiento por triplicado. Los insectos fueron muestreados
las 12y 24 h.

Aislamiento de mitocondrias de Rhyzopertha dominica

Los insectos de ambos tratamientos en los distintos
tiempos se lavaron para eliminar particulas de trigo. Los
insectos fueron lavados en 20 mL de agua jabonosa, con una
proporcién de 10:1 v/v, hipoclorito de sodio al 2% y agua des-
tilada. Para el aislamiento de mitocondrias se siguié la me-
todologia de Heddi et al. (1992) con ciertas modificaciones
que a continuacion se describen. Ciento cincuenta insectos
fueron macerados en 500 uL de amortiguador A (Sacarosa
250 mM, KCI 50 mM, Pipes 4 mM, EDTA 1 mM, pH 6.8) en frio.
Posteriormente, se agregaron 4.5 mL de amortiguador Ay se
centrifugd el macerado a 1,375 x g por 10 min, donde se re-
cuperé el sobrenadante y se recolectaron 100 pL del mismo
para evaluar la concentracion de lactato. El sobrenadante se
centrifugd a 11,000 x g por 15 min, se recuperé el precipitado
y se lavé dos veces con 100 pL del amortiguador B (Sacarosa
290 mM, KCl 20 mM, MgCl, 1 mM, Pipes 4 mM, pH 6.8). Se
ajusto el volumen a 1 mL de amortiguador B, y se centrifugd
a 825 x g por 5 min para recuperar el sobrenadante, el cual se
ajusté a 1 mL con el mismo amortiguador. Por Ultimo, se cen-
trifugd a 11,000 x g por 15 min, se descarto el sobrenadante
y el precipitado se resuspendié en 100 uL de amortiguador
B. Todo el procedimiento de aislamiento de mitocondrias se
realizé a 4 °C.

Cuantificacion de lactato

Se cuantifico lactato utilizando el kit L-Lactate (Ran-
dox, UK) ajustando las instrucciones del fabricante para la
evaluacién en microplaca. Para ello se utilizaron 20 uL de
muestra en 180 uL del reactivo del kit. Posteriormente, se
registré la absorbancia a 550 nm utilizando un lector de mi-
croplaca xMARK (Bio-rad, U.S.A). La cuantificacion de lactato
se hizo por triplicado para cada tratamiento.

Cuantificacion de proteina mitocondrial

La concentracién de proteina mitocondrial se midié
con el Reactivo de Bradford (RB) (SIGMA-ALDRICH, SainLouis,
Missouri, USA) en un espectrofotometro de microplaca
(Thermo Fisher Scientific, modelo Multiskan GO, Japén) a una
longitud de onda de 595 nm. Para medir la concentracién de
la muestra, se utilizaron 250 pL del RB, 45 uL de agua ultra
puray 5 pL del precipitado mitocondrial y se incubd por 20
minutos. Posteriormente, se midio la absorbancia a 595 nm.
Todas las lecturas se hicieron por triplicado. Se construyé una
curva estandar con albumina de suero bovino (BSA, por sus
siglas en inglés) de 1 - 0.0625 mg/mL.

Para la solubilizacién de las mitocondrias, se agrega-
ron a un tubo 100 pg de proteina mitocondrial, 8.0 yL de
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digitonina al 5% y amortiguador muestra (dcido aminoca-
proico 750 mM, imidazol 25 mM, pH 7) en un volumen final
de 60 pL. La mezcla se agité mecdnicamente por 1 h a 4 °C.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd por 40 min a 11,000
X gy se recolectd el sobrenadante. Una vez concluido este
proceso se realizd la electroforesis en gel de poliacrilamida
en gradiente.

Electroforesis nativa en geles de poliacrilamida en gra-
diente

La evaluacién cualitativa de la actividad COX y ATPasa
fue realizada en condiciones nativas en geles en gradiente de
poliacrilamida del 4 - 12% con 1.0 mm de espesor. La mues-
tra fue preparada con 20 pL de amortiguador muestra (agua
destilada 2%; Tris-HCI 0.5 M; glicerol 0.1% y azul de bromo-
fenol 0.07%). Para ambas actividades se cargaron 80 ug de
proteina mitocondrial. Cada muestra se cargd por triplicad.
El gel se corrié a 40 mA en una camara de electroforesis a 4
°C por un tiempo aproximado de 40 min, los amortiguadores
utilizados fueron: catodo (tricina 50 mM, imidazol 7.5 mM,
N-dodecil-B maltosido 0.01% y desoxicolato de sodio 0.05
%) y para anodo (imidazol 25 mM, pH 7.0). Para la tincién de
proteinas mitocondriales se utiliz6 azul de Coomassie G-250
(Bio-Rad, USA) al 0.1% preparado con agua ultra pura 50%;
metanol 40% y acido acético glacial 10%. Los geles fueron te-
Aidos durante 40 miny destenidos con solucion destefidora
(agua ultra pura 50%; metanol 40% y acido acético glacial
10%) durante 2 h. Los geles con las actividades COX y ATPasa,
y el gel tefiido con azul de Coomassie fueron documentados
en un fotodocumentador de geles Gel Doc™ EZ Imager (Bio-
Rad, USA).

Evaluacién cualitativa de la actividad enzimatica de cito-
cromo c oxidasa

Una vez realizada la electroforesis se evaluoé la ac-
tividad de la COX, siguiendo la metodologia descrita por
Jimenez-Gutierrez et al. (2014), la cual consiste en identificar
la actividad de la enzima por medio de la tincién de bandas
en el gel, debido a la oxidacién de la diaminobencidina. El
gel de poliacrilamida se incubé por 60 min en agitacion
mecanica constante en el amortiguador de actividad (20 mg
de diaminobencidina en 10 mL de fosfato de sodio a pH 7.0
y 10 mg de Citocromo ¢, en un volumen final de 50 mL) a
temperatura ambiente.

Evaluaciéon cualitativa de la actividad ATPasa mitocon-
drial

Una vez terminada la electroforesis se evalué la
actividad ATPasa siguiendo la metodologia de Wittig et al.
(2007). Para ello el gel se incubé con agitacién, a temperatura
ambiente y durante 1 h en un amortiguador de incubacién
(glicina 270 mM, Tris 35 mM, pH 8.4). Transcurrido este
tiempo se retiréd el amortiguador, se agregaron 39 mL de
amortiguador de actividad frio (glicina 540 mM, Tris 70 mM,
pH 8.4; MgS0O, 500 mM, ATP 2 mM) y directamente se agregé
por goteo 800 uL de nitrato de plomo al 10 %, sin depositarlo

directamente sobre el gel, dejandose en agitacién baja por
24 h. La presencia de bandas blancas, de fosfato de plomo,
muestran las fracciones del complejo enzimatico ATP sintasa
donde realizaron la hidrélisis del ATP.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis estadistico para los datos obteni-
dos de la concentracién de lactato en las muestras, utilizando
pruebas paramétricas de una via y prueba de comparacion
multiple de Tukey en el programa NCSS 2007, considerando
un intervalo de confianza de 95 % (p=0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cuantificacion de lactato

Para la mayoria de los insectos terrestres, hipoxia se
define como el porcentaje de oxigeno por debajo de 20.94
%. Cuando los insectos disminuyen su metabolismo son
capaces de sobrevivir varios dias, en ambientes que van
desde nulas a bajas concentraciones de oxigeno, mediante
la utilizacion de la ruta metabdlica anaerdbica, produciendo
metabolitos como alanina, NADH y lactato (Wilps and Zebe,
1976; Feala et al., 2007). En el caso de los organismos bajo
hipoxia, la concentracion de lactato presenté un incremento
significativo de hasta el 75% a las 24 h con respecto a los
organismos en normoxia (Fig. 1). Estos resultados son com-
parables con los reportados por Feala et al. (2007), quienes
encontraron acumulacién de lactato en tejido en la mosca
Drosophila melanogaster expuesta a bajas concentraciones
de oxigeno.

Cuando los niveles de pO, (presion parcial de oxige-
no) decrecen de tal forma que se acercan o van mas alla del
punto critico (1.6-3 % O,, aprox. en Drosophila), el insecto
comienza a manifestar un repertorio multifacético de defen-
sas en respuesta al estrés, entre estos, una disminucién en
la tasa de consumo de oxigeno de aproximadamente 20-30
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Figura 1. Concentracion de lactato de Rhyzopertha dominica sometidos

a hipoxia. Diferentes literales denotan diferencias significativas entre los
tratamientos. Las barras representan la media + desviacion estandar.
Figure 1. Lactate quantification from R. dominica summited to hypoxia.
Different letters represent significant differences between treatments. Bars

represent means + SD.
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% y estupor, que va desde pérdida de coordinacién hasta
completa inmovilidad (Csik, 1940; Chadwick y Gilmour, 1940;
Ma y Haddada, 1999). Pasadas las 12 'y 24 h de tratamiento y
de acuerdo a la concentracién de gases a la que se sometié R.
dominica, se observé que todos los insectos se encontraban
en posicion “Knock down" (decubito dorsal), lo cual demues-
tra que los insectos presentaron estupor con la finalidad de
disminuir su metabolismo. La adaptacion a la hipoxia implica
la habilidad que muestran los insectos de cambiar sus rutas
metabdlicas de aerobias a anaerobias, asi como la habilidad
que tienen para atenuar drasticamente su tasa metabdlica y
de ajustar el volumen de sus trdqueas para permitir un mayor
consumo de oxigeno. Con base en el comportamiento que
mostraron los insectos ante el ambiente hipdxico al que se
sometieron y de acuerdo a la concentracion de lactato que
presentd el grupo hipoxia a las 12 y 24 h, comparado con el
grupo normoxia, nuestros resultados confirman que R. do-
minica efectivamente cambié su metabolismo de tal forma
que su demanda de ATP fue compensada a través de la ruta
metabdlica de la glucdlisis en un intento de adecuacién a
este estresante ambiente.

Evaluacion de la actividad citocromo c oxidasa

El complejo citocromo ¢ oxidasa resulta crucial para
el mecanismo del transporte de electrones, debido a que
este fija el oxigeno encargado de captar a los electrones
transportados. Se ha reportado que sin oxigeno, el complejo
mitocondrial citocromo c oxidasa no funciona correctamen-
te y eventualmente el mecanismo de la cadena de transporte
de electrones se detiene. Esto provoca una acumulacion
de protones dentro de la matriz mitocondrial y a su vez, un
desequilibrio en el potencial de membrana mitocondrial,
provocando la muerte celular (Galli et al., 2014).

La actividad enzimética de la COX a los distintos tiem-
pos y condiciones se muestra en la Fig. 2, donde se observa
una banda abundante correspondiente a las 12 h de hipoxia
(Fig. 2C) y una banda tenue (de menor intensidad) después
de las 24 h de exposicién (Fig. 2D), comparado con lo obser-
vado en normoxia (Fig. 2B). Estos resultados indican que en
las primeras 12 h, la COX de R. dominica muestra un aumento
en la actividad enzimatica durante la hipoxia, mientras que a
las 24 h disminuye la actividad enzimatica.

Escasos estudios se han realizado en donde se evalta
la actividad COX en insectos sometidos a hipoxia. Ali et al.
(2012), evaluaron la respuesta en la actividad COX en una
mosca del género Drosophila adaptada a vivir (después de
200 generaciones) en hipoxia (4% O,) y la compararon con el
mismo género de moscas no adaptadas a dicho estresor. Las
moscas adaptadas a la hipoxia mostraron mayor actividad
COX, haciendo mas eficiente la oxidacion de substratos a lo
largo de la cadena respiratoria, produciendo mayor cantidad
de ATP por glucosa y creando menos protones con respeto a
las moscas control. En 2008, McMullen y Storey evaluaron la
actividad COX de 2 larvas de palomilla Epiblema scudderiana
y Eurosta solidaginis sometidas a hipoxia (24 h), encontrando
que la actividad COX disminuy6 entre un 30 y 50% por efecto
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Figura 2. Actividad cualitativa de citocromo c oxidasa en PAGE nativo

4 -12%. A, proteinas mitocondriales tefiidas con azul de Commassie. B,
actividad de Citocromo c oxidasa de R. dominica en normoxia. C, actividad
de Citocromo de oxidasa de R. dominica expuesta a hipoxia por 12 h. D,
actividad de Citocromo c oxidasa de R. dominica expuesta a hipoxia por 24
h. Las flechas indican la banda con actividad COX.

Figure 2. Qualitative activity of Cytochrome c oxidase in native PAGE
4-12%. A, mitochondrial proteins stained with Coomassie brilliant blue. B,
activity of cytochrome c oxidase from R. dominica in normoxia. C, activity of
cytochrome c oxidase from R. dominica exposed to 12 h of hypoxia. D, acti-
vity of cytochrome c oxidase from R. dominica exposed to 24 h of hypoxia.
Arrows indicate the COX activity in the gel.

del estresor con respecto al grupo control. Por otro lado,
Zhang et al. (2013), compararon 2 especies de saltamontes
que pertenecen al mismo género pero que habitan ambien-
tes donde la concentracién de oxigeno es distinta. Locusta
migratoria vive en condiciones naturales de hipoxia y por
lo tanto se muestra mas tolerante a la baja concentracion
de oxigeno, evidenciando mayor actividad COX en hipoxia
en contraste con Locusta spp, la cual vive en condiciones
de normoxia. En este estudio se concluyé que el insecto
adaptado a la hipoxia muestra una mayor eficiencia catalitica
presentando una mayor afinidad por el citocromo ¢, donde la
tasa de recambio es mayor con respecto al género de Locusta
spp que vive en condiciones naturales de normoxia. Nuestros
resultados sugieren un incremento en la actividad COX a las
12 h de hipoxia posiblemente debido a un incremento en la
tasa de recambio ocasionada por una mayor afinidad por el
substrato (citocromo c) en un intento de adecuacidn a las ba-
jas concentraciones de oxigeno. De modo contrario, a las 24
h se reporta una disminucién en la actividad COX que pudo
haber sido ocasionada por la baja concentraciéon de subs-
trato (oxigeno) o la deplecién de este, necesario para que el
complejo pueda llevar a cabo su correcto funcionamiento.

Evaluacion de la actividad ATPasa

La respiracion celular se determina por la actividad
metabdlica y por la correspondiente tasa de utilizacion de
ATP (Chandel et al., 1997). Una de las principales respuestas
0 mecanismos de defensa contra la privacion de oxigeno es
regular la eficiencia en la produccién ATP. Se ha reportado
que la hipoxia crénica ocasiona dafo a la mitocondria y mo-
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difica la actividad los complejos involucrados en la cadena
de transporte de electrones y el bombeo de protones hacia
el espacio intermembranal, ocasionando la deplecién de las
reservas de ATP y la acidificacién de la matriz mitocondrial
(Galli et al., 2014).

El oxigeno es criticamente importante para la ge-
neracion de ATP, ya que este funge como aceptor final de
electrones, necesario para la generacién de energia. Durante
periodos de hipoxia, la ATP sintasa gira de manera inversa
e hidroliza el ATP, en lugar de sintetizarlo, a medida que
bombea activamente protones de la matriz hacia el espacio
intermembranal, en un intento de mantener el potencial de
membrana mitocondrial. Asi, durante este periodo la célula
hipdxica limita el uso de ATP y evita que se sintetice (Boutilier,
2001).

En este trabajo de detecté la actividad ATPasa mito-
condrial en insectos expuestos a 12 y 24 h de hipoxia, con
bandas tenues blancas, las cuales no presentan diferencias
aparentes entre ambos tiempos de exposicion (Fig. 3 Cy D).
Por otra parte, la actividad en insectos en normoxia se ob-
serva una banda intensa (Fig. 3B). En organismos expuestos
a hipoxia, la produccion de energia es suprimida dentro
de la mitocondria debido a la reduccion en la fosforilacion
oxidativa y con ello se reprime la sintesis de ATP (Di Lisa et
al., 1995). Debido a su baja eficacia en la produccién de ATP,
el metabolismo anaerébico no puede mantener la actividad
metabdlica. A medida que la condicién hipdxica continda,
el desequilibrio entre la produccién y la demanda de ATP
se hace mas grave (Cheng y et al., 2013). Lo anterior podria
explicar porque se observan bandas mas tenues en insectos
expuestos a hipoxia, debido a que el tiempo de exposicion
fue suficiente para disminuir las reservas energéticas.

Mermos =]

Figura 3. Actividad cualitativa ATPasa en PAGE nativo 4 — 12%. A, proteinas
mitocondriales tefiidas con azul de Commassie. B, Actividad ATPasa de

R. dominica en normoxia. C, Actividad ATPasa de R. dominica expuesta a
hipoxia por 12 h. D, Actividad ATPasa de R. dominica expuesta a hipoxia por
24 h. Las flechas indican la banda con actividad ATPasa.

Figure 3. Qualitative ATPase activity in native PAGE 4-12%. A, mitochondri-
al proteins stained with Coomassie brilliant blue. B, ATPase activity from R.
dominica in normoxia. C, ATPase activity from R. dominica exposed to 12 h
of hypoxia. D, ATPase activity from R. dominica exposed to 24 h of hypoxia.
Arrows indicate the ATPase activity in the gel.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confirman que Rhyzopertha
dominica cambia su metabolismo de aerobio a anaerobio
en respuesta a la hipoxia. En un intento de adecuacion a las
bajas concentraciones de oxigeno en este insecto, la activi-
dad COX aumenté a las 12 h posiblemente incrementando
su eficiencia catalitica como ya ha sido reportado previa-
mente. En contraste, la actividad COX a las 24 h disminuyé,
probablemente a que la concentracion de substrato no fue
la adecuada para que el complejo IV mitocondrial continuara
con su funcién regular. En respuesta, la actividad ATPasa mi-
tocondrial disminuyé o detuvo su actividad en un intento por
mantener regulado el equilibrio quimiosmético, evitando asi
la muerte celular. Se sugiere que en futuras investigaciones
se evalue de manera cuantitativa la actividad enzimatica de
estos dos complejos respiratorios para comparar los resulta-
dos obtenidos en la presente investigacion.
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