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RESUMEN

El barrenador menor de los granos Rhyzopertha dominica es un insecto cosmopolita que
se alimenta de una gran variedad de cereales y granos almacenados, ocasionando
cuantiosas pérdidas econdomicas. Actualmente, los estudios relacionados con su
bioenergética son necesarios para planear estrategias que sustituyan la utilizacion de
insecticidas y plaguicidas. Tal alternativa consiste en la utilizacion de atmdsferas
modificadas en donde se somete al insecto a una baja concentracién de Oz y a una alta
concentracion de CO2, comprometiendo asi la cadena de transporte de electrones y la
fosforilacién oxidativa. Asi, el objetivo de esta investigacion consistié en identificar las
proteinas mitocondriales involucradas en la bioenergética de R. dominica bajo el efecto
de las atmésferas modificadas y evaluar la actividad enzimatica de las enzimas citocromo
c oxidasa (COX) y ATPasa de la enzima ATP sintasa. Para ello primeramente, insectos
adultos de R. dominica se sometieron a un ambiente de hipoxia, utilizando una
concentracion de 5% O2 y 10% CO:z durante 24 h. Posteriormente, las mitocondrias
fueron aisladas por centrifugaciones diferenciales y el paquete mitocondrial fue utilizado
para la separacion e identificacion de las proteinas por electroforesis bidimensional y
espectrometria de masas, respectivamente. Las actividades enzimaticas COX y ATPasa
fueron evaluadas. Los resultados de la electroforesis bidimensional arrojaron bandas
correspondientes a proteinas sobreexpresadas y su identificacion por espectrometria de
masas revel6 una proteina de choque térmico (HSP60), una actina y a las subunidades
cataliticas a y B de la enzima ATP sintasa. Por otro lado, la actividad COX fue mayor en
insectos bajo el efecto de la hipoxia que en normoxia, lo cual sugiere que R. dominica
intenta compensar la falta de Oz eficientando la actividad enzimatica. Finalmente, la
actividad ATPasa decrecid en insectos sometidos a hipoxia, posiblemente inhibiéndose
la actividad de la ATP sintasa mediante la proteina IF1, evitando la continua hidrolisis de
ATP.

Vi
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INTRODUCCION

La alimentacién basada en cereales es la principal fuente de energia, proteina,
vitaminas del complejo B y minerales para la poblacion mundial (FAO, 2015). Estos
son baratos de producir, faciles de transportar, de almacenar y no son de facil
deterioro si se mantienen secos, lo que les proporciona una larga vida de anaquel.
De acuerdo con la informacién proporcionada por la FAO, en América Latina se
reportan pérdidas de hasta un 50% de la produccion total de cereales cosechados,
siendo una de las principales causas las plagas de insectos como lo es Rhyzopertha
dominica (Slavin, 2004). Este insecto es un coledptero que barrena los granos de
trigo para depositar los huevos en su interior, que posteriormente, eclosionan y dan
lugar a las larvas que aprovechan este cereal para obtener energia y continuar con
su ciclo de vida, proliferando de esta manera la invasion causada por R. dominica

en bodegas de trigo almacenado (Bekett, 1998).

Los métodos de control de plagas mas utilizados para combatir a este insecto
consisten en plaguicidas que resultan ser efectivos, pero causan dafio al medio
ambiente y a la salud humana. Actualmente, las atmésferas modificadas sirven
como método de control de plagas para productos almacenados y es una técnica
que puede utilizarse como alternativa con respecto a la fumigacion (Li, 2015). Esta
técnica consiste en alterar los niveles de los gases que conforman la atmésfera
(principalmente de oxigeno) en una delimitada area donde se encuentre R.
dominica, para asi reducir la cantidad de Oz que consume el insecto. De esta
manera, evitar la obtencién de energia dentro de la membrana mitocondrial, es

decir, bloquear la cadena de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa.

Hasta la fecha, pocas han sido la investigaciones en insectos que reportan la
actividad de los complejos enziméaticos de la cadena de transporte de electrones y
la fosforilacion oxidativa bajo el efecto de los cambios en la concentracién de
oxigeno (Gomez et al., 2016; Zhang et al., 2013). En estos reportes se ha sugerido,
por ejemplo, que la actividad de la Citocromo ¢ oxidasa y la ATP sintasa se ven
moduladas por efecto de la hipoxia, sin embargo, aun se desconoce el efecto de



este estresor en la sobreexpresion de las proteinas de estos complejos enzimaticos.
Asi, con esta investigacion se pretende conocer las proteinas involucradas en el
proceso de obtencién de energia de R. dominica y que modifican su expresion

debido a las atmésferas modificas.



ANTECEDENTES

Importancia de los Cereales

Los cereales constituyen el alimento base de casi todos los pueblos y su principal
fuente de calorias e hidratos de carbono en forma de almidon. Desde tiempos
antiguos, los cereales han constituido el alimento base para el consumo humano,
aunque gran parte se destina a la alimentacion animal, asi como a subproductos de
la transformacion industrial. Los cereales también han formado parte del desarrollo
econdémico y cultural del hombre. Cada cultura, cada zona geografica del planeta
consume algun tipo de cereal, creando de esta manera una cultura gastronémica
alrededor de ellos (FAO, 2015).

La comida basada en cereales es la principal fuente de energia, proteina, vitaminas
del complejo B y minerales para la poblacion mundial. En términos practicos, los
cereales son baratos de producir, faciles de almacenar y de transportar y no son de
facil deterioro si se mantienen secos, haciendo que tengan una larga vida de
anaquel. Los cereales son semillas comestibles que pertenecen a la familia
Gramineae y estan constituidos por el germen, el salvado y el endospermo (Slavin,
2004). Un numero importante de cereales crece alrededor del mundo y se
consideran los principales el centeno, el arroz, la avena, la cebada y el trigo (Hanz,
2009), siendo el trigo y el arroz la cosecha més importante, abarcando alrededor del

50% de la produccion mundial de cereales (McKevith, 2004).

Pérdidas Econdmicas en Cereales por Insectos

La importancia del almacenamiento de granos en condiciones Optimas es una
practica trascendente para el consumo de éstos tanto en humanos como en
animales. El almacenamiento es una practica que consiste en guardar las cosechas
totales o parte de estas con la finalidad de conservarlos fisicamente y conservar su

poder germinativo y nutricio hasta que sean requeridos conforme a las necesidades



de consumo, industriales y de mercado, después de un periodo de tiempo en

almacén (Anderson y Alcock, 1954).

De acuerdo con la informacion proporcionada por la FAO, existen pérdidas que
oscilan entre 10 y 15% de la produccion de cereales en los paises desarrollados
con respecto a paises como América Latina; donde se reportan pérdidas de hasta
un 50% de la produccion total cosechada. Una de las principales causas de dichas
pérdidas son las plagas que utilizan el consumo de cereales para su proliferacion
(FAO, 2015). Las pérdidas de la produccion de cereales por plagas de insectos
estan relacionadas con el producto que se estd cultivando, la localidad y las
practicas de almacenamiento; si estos son almacenados en condiciones
estandarizadas, pueden esperarse pérdidas de entre 10 y 30% de la produccién
total durante el almacenamiento. También se reportan pérdidas superiores al 10%

durante la produccién y de 10 a 20% en poscosecha (Dominguez, 2010).

El cereal de grano es atacado por una gran diversidad de especies de plagas,
siendo las denominadas “plagas primarias” las que mayor dafio ocasionan sobre los
granos almacenados. Este tipo de plaga tiene afinidad por los granos integros, pues
estos les propician las condiciones adecuadas de alimento, aire, humedad y calor
para que los insectos se desarrollen satisfactoriamente. Algunos ejemplos de este
tipo de plagas son el gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae L.), del maiz (Sitophilus
zeamais M.), del trigo (Sitophilus granarius L.), la palomilla dorada (Sitotroga
cerealella O.), el barrenador mayor (Prostephanus truncatus H.) y el barrenador
menor de los granos (Rhyzopertha dominica), siendo esta Ultima una de las
principales plagas que causa este tipo de pérdidas en granos y se encuentra
ampliamente distribuida en silos y en bodegas de cereales (Garcia et al., 2007;
Belda, 2012).

Rhyzopertha dominica es una plaga primaria del trigo almacenado; pero también
puede infestar el tabaco, los frijoles, las nueces, frutas secas, cacahuates, especias

y productos como carnes secas. Este insecto se alimenta de los granos y los invade



una vez que estos son almacenados (Wright et al., 1990; Hagstrum y Throne, 1989).
Las hembras de esta especie depositan sus huevos en la cascara del trigo para que
la larva neonata la penetre y se alimente del nucleo (Arthur, 2013).

El insecto adulto se dispersa desde fuentes de cereales infestadas hacia fuentes
gue aun no han sido colonizadas para ser invadidas (Campbell et al. 2002). Un
estudio realizado por Ahmad (2013), revel6 que R. dominica tiende a volar
directamente a las fuentes de alimento una vez que las localiza, en lugar de caminar,
como lo hacen otros insectos. El efecto que causa la invasion de este tipo de
insectos en el trigo almacenados es directo: el insecto se alimenta oportunamente
del trigo ocasionando principalmente pérdidas econdémicas; ya que este pierde peso
y disminuye su capacidad germinativa (Larrin, 1994). R. dominica hidroliza mediante
isoamilasas el almidon del grano de trigo y también mediante enzimas del tipo serina

proteasas, lo que permite que se alimente eficazmente del trigo (Zhu y Baker, 1999).

Rhyzopertha dominica

R. dominica es un coledptero con forma de cilindro alargado y angosto. Mide de 2.3
a 2.8 mm de longitud y es de color pardo. El huevo es alargado, tiene forma de 6valo
y mide de 0.6 x 0.2 mm. La larva neonata es de color blanco y de cabeza amarilla,
con pelos en la zona del dorso y se desarrolla dentro del grano. La pupa es color
blanquecino. La longitud promedio del cuerpo y de la cabeza son de 3.9 y 0.6 mm,
respectivamente. Una vez que madura y se convierte en un adulto, emerge del
grano (Howe, 1950; Faroni, 1992). R. dominica es un insecto holometabolo, lo cual
significa que sufre una metamorfosis completa, la cual incluye 4 estadios: huevo,

larva, pupa y adulto (Figura 1; Szklarzewski et al., 1992).

Las hembras adultas depositan sus huevos de manera individual o en grupos de
hasta 30; una sola hembra puede depositar de 200 a 500 huevos blancos durante
su vida. El desarrollo del huevo depende de la temperatura; en condiciones éptimas
le puede tomar 30 dias, pero el promedio es de 58. Este insecto se muestra tolerante



a temperaturas de calor; por lo que necesita de ambientes de altas temperaturas

para incrementar su poblacién (Beckett et al, 1998).



Huevo

Adulto R. dominica
“Barrenador menor de grano”

Figura 1. Ciclo de vida de Rhyzopertha dominica (Szklarzewski et al., 1992).



Control de Plagas

Las plagas de insectos son un importante problema tanto para la produccion
mundial de alimentos como para la conservacion de la biodiversidad y ocasionan
riesgos sobre la salud animal y humana (Oerke, 2006). Los métodos de control de
plagas son un conjunto de préacticas que tienen la finalidad de disminuir la densidad
de poblaciéon de una plaga por debajo del nivel en el cual dan inicio los dafios por
pérdidas econdmicas, siendo el método de control quimico el mas utilizado en
cultivos agricolas. Pesticidas y plaguicidas son nombres genéricos que reciben los
compuestos quimicos para proteger los cultivos, e insecticidas son el nombre de

productos quimicos para matar insectos (Cisneros, 1995).

Los insecticidas sintéticos son ampliamente utilizados para el control de plagas, sin
embargo, ocasionan dafios al medio ambiente y proporcionan a los insectos la
capacidad de desarrollar resistencia a estos (Harvey, 2015), por lo que se han
desarrollado alternativas mas amigables para el control de plagas como lo son las

atmosferas modificadas.

Atmoésferas Modificadas

El término atmésferas modificadas (AM) se refiere a la metodologia a partir de la
cual, la composicién de gases tales como oxigeno, nitrégeno y dioxido de carbono
son controlados de tal forma que el ambiente en el que se encuentra el producto o
algun organismo se ve modificado de acuerdo a los objetivos del productor o del
investigador (Barreiro y Sandoval, 2006). Las atmosferas modificadas pueden
utilizarse como una alternativa con respecto a la fumigacién quimica para prolongar
frescas las cosechas y productos almacenados (Li, 2015). Las atmdsferas
modificadas basadas en un alto contenido de CO2 sirven como método de control
para plagas en productos almacenados (Tabla 1) y pueden ser aplicadas sobre
productos alimenticios durante el empacado para evitar incidentes de

contaminacion por plagas que conlleva el proceso de manufactura, asi como para



prevenir el desarrollo de estas en productos que llegan a los consumidores
(Riudavets, 2009).

En un estudio realizado por Eissa (2014), en el cual someti6 a R. dominica a
diferentes concentraciones de CO2z en un experimento de atmosferas modificadas,
se concluy6 que dicho insecto en etapa adulta tiene una mortalidad del 100%
después de 7 dias con un tratamiento de 80% de CO:y después de 8 dias con 60%
de CO2, mientras que en atmdésferas modificadas con 40 y 20% de COz, se reporto

una mortalidad del 96% a los 8 y 9 dias, respectivamente.



Tabla 1. Efecto de las atmosferas modificadas sobre el crecimiento, sobrevivencia y mortalidad en plagas primarias.

Insecto Nombre comun AM  Composicibn Temperatura Tiempo de Observaciones Referencia
de gases (%) (°C) exposicion
-Rhyzopertha Barrenador menor de los 02 5 34 12/24 h Cero Mortalidad GOmez et al.
dominica granos CO2 10 Metabolismo Alterado (2016)
-Callosobruchus Gorgojo del garbanzo 02 10/6/3 27 48/72/120 100 % de mortalidad en 48 h lturralde et al.
maculatus CO2 50/70/90 (2016)
-Callosobruchus Falso gorgojo chino CO2 30/40/50 - 6m Inhibicion de la progenie Divya et al.
chinensis (2015)
-Rhyzopertha Barrenador menor de los CO2 80 - 7d 100% de mortalidad Eissa (2014)
dominica granos 60 100% de mortalidad
40/20 8d 96% de mortalidad
8/9 d
-Rhyzopertha Barrenador menor de los Oz 2 - 6d 100% de mortalidad Calderény
dominica granos CO2 10 Navarro (2012)
-Sitophilus zaemais Gorgojo del maiz 02 0.5-2 - 6-10d 100% de mortalidad Carvalho et al.
-Sitophilus oryzae Gorgojo del arroz CO2 90-95 (2012)
-Oryzaephilus Carcoma dentada de los Oz 3-6 20/25 28d A 20°C hubo menor Conyers et al.
surinamensis granos CO: 10-20 crecimiento de insectos que (2007)
-Sitophilus granarius Gorgojo del trigo a 25°C
-Sitophilus oryzae Gorgojo del arroz
-Tribolium castenum Gorgojo de la harina
-Sitophilus granarius Gorgojo del trigo 02 0.1-.25 - 3d 95% de mortalidad Storey et al.
-Sitophilus oryzae Gorgojo del arroz CO2 9 (1975)

-Tribolium castenum
-Rhyzopertha.
dominica

-Oryzaephilus
surinamensis

Gorgojo de la harina
Barrenador menor de los
granos
Carcoma dentada de los
granos
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Mitocondria

La mitocondria juega un importante papel en la produccion de energia dentro de la
célula, siendo el organulo celular en el cual sucede el transporte de electrones y la
fosforilacidon oxidativa (Luna, 2014). La mitocondria esta formada por 2 membranas:
la membrana externa que es lisa y porosa y la membrana interna, con pliegues en
forma de crestas, que es el sitio en el que se encuentra integrado el ensamblaje
respiratorio, responsable de la sintesis de ATP. Juntas, dichas membranas forman
dos compartimentos separados: el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial
(McKee, 2003). Dentro de la mitocondria se llevan a cabo una serie de reacciones
que tienen la finalidad de producir metabolitos que son necesarios para la
produccién de energia en forma de moléculas de ATP. La glucdlisis es el proceso
mediante el cual, una molécula de glucosa produce 2 moléculas de piruvato y
sucede en el citosol de la célula. El piruvato, posteriormente, se transforma en Acetil
coenzima A mediante un complejo enzimatico denominado piruvato
deshidrogenasa. Este metabolito conlleva a otra serie de reacciones quimicas que
se llevan a cabo dentro de la matriz mitocondrial denominadas Ciclo de Krebs. Esta
ruta metabolica tiene la finalidad de generar poder reductor en forma de moléculas
de NADH y FADH, coenzimas reducidas que son transportadas hacia la cadena de
transporte de electrones dentro de la membrana interna mitocondrial a través de un
proceso denominado cadena de transporte de electrones y fosforilaciéon oxidativa
(Alberts, 2006)

Transporte de Electrones y Fosforilacion Oxidativa

Las coenzimas reducidas NADH y FADH que se generan en las reacciones
metabdlicas descritas anteriormente, contienen electrones de alta energia que son
utilizados a través de una serie de complejos multiproteicos mediante un proceso
metabdlico conocido como cadena de transporte de electrones y fosforilacion
oxidativa (Harper, 2013). Dichos complejos multiproteicos se conocen como |
(NADH deshidrogenasa), Il (citocromo bcl), Il (citocromo c), IV (citocromo c

oxidasa) y V (ATP sintasa). El complejo | y el complejo Il reciben los electrones que
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resultan de la oxidacién del NADH y del succionato y los pasan a la coenzima Q,
que los traslada a través de la membrana. El complejo 11l oxida la forma reducida de
la coenzima Q y reduce a su vez el citocromo c, un transportador electronico proteico
gue también puede desplazarse por el interior de la membrana interna. Finalmente,
el complejo IV acopla la oxidacion del citocromo c con la reduccion del oxigeno a

agua (Figura 2; Mathews, 2002).
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Cadena Transportadora de electrones Fosforilacion oxidativa

Figura 2. Cadena de transporte de electrones y fosforilacién oxidativa (Tomado de

Mathews, 2002).
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Complejo |

Es el complejo respiratorio de mayor tamafio con un peso molecular superior a 900
kDa. En bovinos, esta enzima contiene al menos 45 diferentes subunidades (Caroll
et al., 2002). Esta enzima cataliza la transferencia del NADH a la quinona a través
de una serie de centros redox que incluyen una flavina mononucleétido (FMN), de
siete a nueve centros hierro-sulfuro y hasta tres especies de ubisemiquinona
(Ohnishi et al., 1998; Friedrich et al., 2000; Yano et al., 2000).

Complejo 1l

Esta enzima es la Unica proteina de membrana componente del ciclo de Krebs y de
la cadena de transpporte de elctrones. Consta de 4 subunidades: una de ellas
contiene contiene a la coenzima FAD y esta se encuentra unida de manera
covalente a un residuo de histidina. Otra subunidad contiene tres centro
ferrosulfurados y dos proteinas hidrofébicas. Este complejo proteico cataliza la
oxidacion de las coenzimas reducidas FADH provenientes del ciclo de Krebs y que

pasan directamente a esta proteina sin atravesar el complejo | (Cecchini, 2003).

Complejo 1l

El complejo Il en mitocondrias de mamiferos contiene 11 subunidades, entre ellas
un grupo dihemo citocromo b unido a la membrana y un citocromo c1 anclado a la
membrana y dos proteinas hierrosulfuradas. Los electrones del ubiquinol son
transferdos al citocromo c. Esta enzima transporta estos electrones hacia el
complejo cuatro: citocromo ¢ oxidasa. Esta formado por dos monémeros y cada
monomero a su vez por tres grupos hemo y por proteinas ferrosulfuradas (Alberts,
2006).

Citocromo C Oxidasa

La citocromo ¢ oxidasa es una enzima de la membrana interna mitocondrial que
cataliza la reduccion de oxigeno molecular a agua, produciéndose un gradiente
electroquimico a través de la membrana. Dicho gradiente se forma tanto por la

actividad quimica electrogénica, en donde se toman electrones y protones desde

14



lados opuestos de la membrana y por el bombeo a través de la membrana
(Blomberg, 2014). Ya que consume un 95% del oxigeno que respiramos, la enzima
citocromo c oxidasa tiene un papel importante en el balance de la energia celular.
La regulacion de la reduccion de su oxigeno y la actividad de bombeo de protones

resulta, por lo tanto, critica para la funcion fisiologica (Ferguson, 2012).

La enzima citocromo ¢ oxidasa en mamiferos y aves esta compuesta por 13
subunidades. Las subunidades IV, Va, Vb, Vla, VIb, Vic, Vlla, Vlib, Vlic y VIII estan
esencialmente involucradas en la regulacion del consumo de oxigeno y en la

traslocacion de protones (Kadenbach, 2015).

Este complejo cuenta con dos atomos de cobre que forman un complejo con dos
cisteinas en la subunidad Il. En la subunidad | contiene un citocromo a y un
citocromo as. Este Ultimo esta proximo a otro &tomo de cobre, que es donde se lleva

a cabo la reduccién del oxigeno (McKee, 2003).

ATP Sintasa

La ATP sintasa es un proteina de membrana que consiste en un motor rotatorio y
resulta critica para el metabolismo celular energético de todos los organismos vivos
(Cingolani, 2011). En bacterias, se encunentra en la membrana plasmaética, en la
membrana tilocoidal de los cloroplastos y en las células eucariotas se localiza en la
membrana interna mitocondrial. En eucariontes, la funcién de la ATP sintasa es
aprovechar el potencial electroquimico que se genera en la cadena de transporte

de electrones para generar ATP (Mitchell, 1961).

Las subunidades de este complejo enzimatico se distribuyen en dos estructuras
llamadas F1 y FO; el dominio F1 se encuentra atravesando la membrana
mitocondrial y se caracteriza por conformar las subunidades cataliticas de la enzima
y el dominio FO se encuentra embebido en la membrana mitocondrial. La estructura

de la ATP sintasa varia de una especie a otra; se encuentran subunidades
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diferentes dependiendo de la especie a la que pertenezca, siendo esta enzima mas

compleja en organismos mas evolucionados (Cano, 2011).

La sintesis de ATP da inicio cuando se genera un gradiente electroquimico de
protones que se genera a través del complejo enziméatico de la cadena de transporte
de electrones durante la oxidacion de sustratos; una vez que los protones se
traslapan a la membrana externa mitocondrial por un conducto que se encuentra en
el dominio FO, ocasionan un giro de la subunidad c, la cual provoca un giro de las
subunidades centrales y y € de 120° para originar cambios en la conformacion de
las subunidades cataliticas a y B, con lo que se induce la unién de sustratos (ADP

y Pi) para que finalmente se sintetice y se libere ATP (Itoh, 2004).
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Efecto de las Bajas Concentraciones de Oxigeno Sobre las Proteinas COXy
ATP Sintasa

El término hipoxia se refiere a una disminucién en la concentracion de oxigeno (Diaz
y Breitburg, 2009). Es un estado en el cual la presion parcial de oxigeno ocasiona
que la taza metabdlica y las funciones fisiolégicas ya no puedan ser mantenidas
(Richards, 2011). Cuando un organismo es sometido a hipoxia, aparece un
incremento en las especies reactivas de oxigeno (Clanton, 2007). La ruta anabdlica
de la glucdlisis se incrementa para que la produccion de ATP pueda ser mantenida

en un intento por compensar la falta de fosforilacion oxidativa.

Cuando las reservas de oxigeno se terminan, la enzima Citocromo ¢ oxidasa se
detiene y como consecuencia es inhibida la cadena de transporte de electrones, lo
cual provoca una acumulacién de protones dentro de la matriz mitocondrial,
ocasionando la despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial. La enzima
ATP sintasa comienza a girar en sentido contrario y degrada el ATP en ADP + Pi.
Eventualmente, todas las reservas de ATP se agotaran y todo proceso dependiente
de esta molécula cesara, provocando la muerte celular (Galli et al., 2014).

Se ha demostrado que en levaduras la expresion de COX IV y VI son aer6bicamente
reguladas, en donde la cantidad de COX totalmente ensamblada decrece con el
descenso en la concentracién de oxigeno (Poyton et al., 1992; Burke et al., 1997;
Bunn et al., 1996). En mamiferos, estas subunidades COX se llaman Vb y Va,
respectivamente. Durante el ensamblaje de COX en células mamiferas, se
incorpora COX Va seguida de COX Vb, lo cual sugiere que COX Va determina la
integracion de COX Vb, y que a la subsecuente integracién de COX Vb se le atribuya
un rol vital en la actividad enzimatica de COX (Nijtmans et al.,1998; Williams et al.,
2004).

Las isoformas de esta subunidad (Va y Vb), estan inversamente reguladas por la

concentracion de oxigeno (Burke, 1998). La isoforma aerébica Va se expresa en
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células aerodbicas y en células que crecen en concentraciones de oxigeno por
debajo de 1 umol -t de oxigeno. Por otro lado, la isoforma hipdxica Vb, se expresa
en células anaerdbicas y en células que crecen en concentraciones de oxigeno por
arriba de 1 umol -* de oxigeno. El oxigeno regula la expresién de ambas isoformas
a niveles de transcripcion de sus genes. En ambos casos se involucra un factor de
transcripcion hemo dependiente. En normoxia, el gen COX5a se activa por el factor
de transcripcion Hap2/3/4/5p, mientras que el gen COX5b es reprimido por el factor
de transcripcion Rox1. La expresion de Rox1 es mediado directamente por hemo y

Haplp.

Debido a que la biosintesis de hemo requiere oxigeno, se ha propuesto que los
niveles de hemo celular sirven como un indicador de oxigeno disponible. Por lo
tanto, en presencia de oxigeno, los niveles de hemo son lo suficientemente altos
para activar la transcripcion dependiente de Hap2/3/4/5p de COXb5a y la
transcripcion dependiente de Haplp de Rox1, que reprime la expresion de COX5b
esto conlleva a la expresion preferencial de la isoforma Va. En ausencia de oxigeno,
el hemo no se sintetiza; por lo tanto, el gen COX5a ya no puede ser activado y el
gen de COX5b ya no puede ser reprimido. Consecuentemente, en ausencia de
oxigeno, COX5a se inhibe y COX5b se activa, lo que radica en la expresion

preferencial de la isoforma Vb (Burke, 1998).

Gbémez et al., (2016), después evaluar cualitativamente a la actividad enzimatica de
COXy ATP sintasa de R. dominica en un bioensayo de AM que consistio en 5% de
oxigeno y 10% de diéxido de carbono durante 12 y 24 horas, observé cambios en
la actividad enzimatica de ambos complejos con respecto al tratamiento control
(normoxia). Los resultados sugirieron que durante las primeras 12 horas de
exposicion a hipoxia, este insecto muestra un incremento en la actividad COX, con
respecto al tratamiento de 24 horas de hipoxia, donde la actividad enzimatica
decrecio, lo cual sugiere una adaptacion por parte del R. dominica hacia tan
estresante ambiente después de largos periodos de tiempo de exposicion. De modo

contrario, la actividad enzimética de la proteina ATP sintasa no mostro cambios
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significativos entre las 12 y 24 horas de hipoxia. Sin embargo, el grupo control
mostré una mayor actividad ATPasa, lo cual podria sugerir que al someter a R.
dominica a ambientes hipoxicos, este insecto tiende a suprimir la actividad del
complejo V mitocondrial en un intento por disminuir su metabolismo y evitar la
hidrdlisis de ATP.

Ademas de la exposicion a la tecnologia de las AM, algunos insectos viven
naturalmente en ambientes hipéxicos. Zhang et al. (2013), compararon 2 especies
de saltamontes que pertenecen al mismo género pero que habitan ambientes donde
la concentracion de oxigeno es distinta. Locusta migratoria vive en condiciones
naturales de hipoxia y por lo tanto se muestra mas tolerante tanto en ambientes de
normal como de baja concentracién de oxigeno, evidenciando mayor actividad COX

en contraste con Locusta spp, la cual vive en condiciones de normoxia.

Diapausa es una respuesta fisioldgica que los insectos expresan para sobrevivir
bajo condiciones ambientales adversas (Tauber et al., 1986; Danks, 1987). Yang et
al. (2010), evaluaron la actividad COX en Helicoverpa amigera bajo diapausa pupal,
que es un estado en el que se observa un decremento en la actividad metabdlica
del insecto y observaron un decremento en la actividad COX. En 2008, McMullen et
al. evaluaron la actividad Cox de 2 larvas de insectos en diapausa invernal, que es
un periodo donde la actividad mitocondrial se ve reducida para resistir largos
periodos de bajas temperaturas. Epiblema scudderiana y Eurosta solidaginis fueron
sometidas a condiciones de hipoxia y a temperaturas de 4, -4 y -20° C. La actividad
COX en E. scudderiana mostré mayor decremento comparada con E. solidaginis, la

cual, al vivir naturalmente en climas frios, se mostré mas tolerante.
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HIPOTESIS

Las proteinas mitocondriales que se encuentran involucradas en la bioenergética
de Rhyzopertha dominica bajo el efecto de las atmdsferas modificadas se

sobreexpresaran y como consecuencia se modificara la actividad enzimatica de los

complejos protéicos involucrados.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar las proteinas mitocondriales sobreexpresadas que se encuentran
involucradas en la bioenergética de Rhyzopertha dominica bajo el efecto de las

atmosferas modificadas y evaluar su actividad enzimética.

Objetivos Especificos

1) Realizar un bioensayo exponiendo a R. dominica a una concentracién de gases
con 10% de COz2 y 5% de Oz por 24 horas y aislar sus mitocondrias por
centrifugaciones diferenciales.

2) Identificar las subunidades sobreexpresadas de las proteinas involucradas en el
transporte de electrones y fosforilacion oxidativa de R. dominica bajo el efecto de
las atmosferas modificadas, por electroforesis bidimensional (2-D PAGE) vy
secuenciacion.

3) Evaluar a actividad enzimatica de la citocromo C oxidasa y ATP-sintasa de R.

dominica bajo el efecto de las atmosferas modificadas.
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MATERIALES Y METODOS

Generacion de Colonia de Rhyzopertha dominica

La colonia se genero a partir de insectos de R. dominica donados por el Laboratorio
de Entomologia del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la
Universidad de Sonora, los cuales fueron utilizados en etapa adulta. Se utilizaron
insectos de ambos sexos, los cuales fueron colocados en frascos de vidrio con tapas
horadadas y con una malla con 100 gramos de trigo cada uno y se incubaron a 27°
Cy 70% de humedad relativa. Todos los insectos tenian 21 dias de haber emergido

del grano al momento de realizar el experimento.

Variedad de Trigo

El trigo Triticum aestivum, variedad durum se utilizé para la propagacion del insecto,

cosechado durante el verano del afio 2015.

Exposicién a Atmosferas Modificadas

Se utilizd un equipo de atmosferas modificadas Thermo Gas Mixers (Instrument
Corporation la Porte, Indiana, USA) capaz de generar una mezcla de gases de COz2
y Oz, en el rango de 0-100 %. Se utilizaron bolsas de polietieno MSD — DR006
Grainpro, Inc., con dimensiones de 22 x 28 cm, en donde se agregaron 150 insectos
adultos de R. dominica. Los tratamientos consistieron en una mezcla de gases 75%
N2, 5% O2 y 10% CO2 por 24 horas. Una vez colocados los insectos con la
concentracion de gases adecuada, las bolsas fueron selladas herméticamente y se
incubaron a 27° C y 70% de humedad relativa. Cada tratamiento se evaluo por
triplicado. Ademas, se incluyeron organismos sin ser expuestos a ningun

tratamiento como controles del experimento (80% Nz, 20% O2y 0-03% CO2).
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Aislamiento de Mitocondrias

Los insectos adultos fueron lavados dos veces con agua jabonosa en proporcion
10:1, 2% de hipoclorito de sodio y enjuagados con agua destilada. Las mitocondrias
fueron aisladas segun el protocolo de Heddi (1993) con algunas modificaciones.
Bremevente, los insectos fueron homogenizados en medio de extraccion (MEX):
PIPES 4 mM, sacarosa 250 mM, KCI 50 mM, EDTA 1 mM, pH 6.8. El homogenado
se centrifug6 a 8500 x g y a 4 °C por 10 minutos. Después de eliminar los sobrantes,
los precipitados fueron suspendidos en MEX y homogeneizados en un recipiente
frio. A continuacién, el homogenado fue centrifugado a 700 x g por 5 minutos a 4
°C. El precipitado, fue descartado y el sobrenadante se centrifugé a 8500 x g por 10
minutos a 4°C. Los precipitados mitocondriales fueron lavados dos veces en buffer
MLM (PIPES 4 mM, sacarosa 290 mM, KCI 20 mM, MgCl2 1 mM, pH 6.8) y
posteriormente centrifugados a 8500 x g por 10 minutos a 4 °C. Por ultimo el
precipitado fue resuspendido y llevado a un volumen de 50 pL buffer MLM.

Cuantificacion de Lactato

La cuantificacion de lactato se llevo a cabo utilizando el kit L-Lactate (Randox, UK)
en un lector de microplaca (Thermo Fisher Scientific, modelo Multiskan GO, Japén),
siguiendo las instrucciones del fabricante a una longitud de onda de 550 nm. Se

utilizaron 20 pL de muestra 'y 180 puL de reactivo.

Cuantificacion de la concentracion de proteina por el método de Bradford

Una vez obtenido el precipitado mitocondrial, se determind la concentracion de
proteina con el Reactivo de Bradford (RB) (SIGMA-ALDRICH, SainLouis, Missouri,
USA) en un espectrofotometro de microplaca (Thermo Fisher Scientific, modelo
Multiskan GO, Japon) a una longitud de onda de 595 nm mediante una lectura
simple. El ensayo se realizé por triplicado. Para medir la concentracion de la
muestra, se utilizaron 250 pL del RB, 45 de agua ultra pura y 5 del precipitado

mitocondrial. El blanco consistié en 250 uL del RB, 45 de agua ultra pura y 5 del
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buffer donde se resuspendieron las mitocondrias (MEX). El tiempo de incubaciéon

fue de 20 minutos. Ambas reacciones se llevaron a un volumen final de 300 pL.

Se construyo una curva estandar con albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas
en inglés) a una concentracion stock de 2 mg/mL. A partir de esta solucidon se
realizaron diluciones de 1, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/mL. Para medir la
absorbancia se utilizaron 250 pL del RB, 45 de agua ultra pura y 5 de cada dilucion.
El blanco consistio en 250 yuL del RB y 50 de agua ultra pura. El tiempo de

incubacion fue de 20 minutos y cada medicion se hizo por triplicado

Separacién de las Proteinas Mitocondriales por Electroforesis Bidimensional
2-D PAGE

Para llevar a cabo la separacion de las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico
(primera dimensién), se utilizaron tiras ReadyStrip IPG (BioRad, Hercules California,
USA) de 24 cm y con un gradiente de pH de 3-10. Las tiras fueron colocadas en un
equipo 3100 OFFGEL Fractionator (Agilent Technologies, Suiza) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las tiras IPG fueron hidratadas en un
buffer que contiene urea 8.4 M; tiourea 2.3 M; DTT 0.07 My 600 pL de anfolitos (pH
3-10). Se utilizaron 200 ug de proteina mitocondrial en un volumen final de 3.4 mL
con solucién hidratadora. Posteriormente, se inyectaron 150 uL en cada pozo del
equipo a lo largo de la tira. Se colocaron almohadillas hidratadas con esta misma
solucién en cada extremo de las tiras y se agregaron 200 pL de aceite mineral en el
anodo y 400 pL en el catodo. Después de 1 minuto se agregaron nuevamente 200
puL de aceite mineral en ambos extremos. Finalmente, el equipo se programé a
20kV/h con corrientes maximas de 50 pA y voltajes maximos de 4500 V durante 36
h. Se colectaron aproximadamente 150 pL de solucion por pozo y se almacenaron
a -20 °C hasta su uso. Para la separacion de las proteinas por masa molecular, se
realizaron electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras utilizando
geles de poliacrilamida al 12%. Se inyectaron 40 pL de la solucion recolectada en
cada pozo del gel de poliacrilamida. La electroforesis se realiz6 a 60 V por gel
durante 2 horas y a 4°C.
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Tincion con Azul de Coomassie
Los geles de poliacrilamida fueron tefiidos con azul de Coomassie y para ello se
preparé una solucidn que consistio en azul de Coomassie 0.1%, metanol 40%, acido
acético 10% y agua ultrapura 50%. Los geles fueron tefiidos durante una horay a
continuacion fueron transferidos a una solucion destifiidora que consistio en metanol

40%, &cido acético 10% y agua ultrapura 50%.

Identificacién de Proteinas por LC MS/MS

Se compararon las proteinas mitocondriales separadas por electroforesis
bidimensional de los organismos en normoxia con respecto a los que estuvieron
bajo el efecto de las atmdsferas controladas utilizando el equipo Fotodocumentador
de geles Gel Doc ™, empleando el programa informatico Image Lab ™ Software
(Bio-Rad, USA). Las proteinas mitocondriales que se expresaron fueron cortadas
del gel, destefiidas y digeridas con tripsina para su andlisis por LC-MS/MS, esto
como un servicio del Laboratorio de Protedmica del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-Irapuato).
Posteriormente, los fragmentos obtenidos fueron analizados comparandolos con

secuencias depostidas en diferentes bases de datos.

Evaluacién de la Actividad Citocromo C Oxidasa

La evaluacion de la actividad Citocromo c oxidasa se determiné utilizando el kit
CYTOCOX 1 (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, USA), en un ensayo colorimétrico
basado en una disminucion en la absorbancia a 550 nm del ferrocitocromo C
ocasionada por su oxidacion a ferricitocromo C por la enzima Citocromo ¢ oxidasa.
El ensayo consistié en utilizar una celda de 1mL a la cual se le agregd Buffer de
Ensayo (Tris-HCI 10 mM, KCI 120 mM, pH 7.0) y Buffer de Dilucion de Enzima (Tris-
HCI 10 mM, sacarosa 250 mM, DTT 0.1 M, Ferrocitocromo C 0.22 mM, pH 7.0) y 90
Mg de proteina mitocondrial. Se utilizdé un espectrofotometro Cary 60 (Agilent
Technologies, Mulgrave, Australia) a una longitud de onda de 550 nm a temperatura
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constante (25° C) y se tomaron lecturas cada 5 segundos durante 1 minuto. Las
mediciones se realizaron por triplicado. Se evalué la actividad enzimatica en U/mg

de Proteina de acuerdo a la siguiente formula:

*
AA(550 nm/ min Muestra)'AA(SSO nm/ min Blanco) 1

(21.84)(0.09)

U /mg Proteina =

Donde:

AA550nm/min Muestra es la absorbancia de la muestra por minuto.
AA550nm/min Blanco es la absorbancia del blanco por minuto.

1 es el volumen de la reaccion (1mL).

21.84 es el coeficiente de extincion milimolar entre el ferrocitocromo c y el
ferricitocromo ¢ a 550 nm.

0.09 fue la cantidad de proteina utilizada en mili gramos

U/mg Prot donde una Unidad es aquella que oxida 1 pMol de ferrocitocromo c por
minuto a25°CyapH7.

Evaluacion de la Integridad de la Membrana Externa Mitocondrial

La evaluacion de la integridad de membrana se llevo a cabo midiendo la actividad
Citocromo C Oxidasa en presencia y ausencia de detergente n-dodecyl (-D-
maltoside, utilizando Buffer de Dilucion de Enzima con n-dodecyl B-D-maltoside (Tri-
HCI 10 mM,sacarosa 250 mM y n-dodecyl B-D-maltoside 1 mM, pH 7). Se determin6
la absorbancia por minuto para cada muestra en un espectrofotdmetro Cary 60
(Agilent Technologies, Mulgrave, Australia) a una longitud de onda de 550 nm a
temperatura constante (25° C) de la siguiente manera:

AA(intacta) = AA(muestraintacta) - AA(bIanco)
AA(totaI) =AA(muestra total) -AA(bIanco)

Donde:
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AA(intacta) €S la actividad enzimética sin detergente n-dodecyl 3-D-maltoside
AA(totan €S la actividad enzimética con detergente n-dodecyl 3-D-maltoside

Por ultimo, se calculd la integridad de la membrana externa mitocondrial de la
siguiente manera:

% de integridad de membrana:

AA(total)'AA(intacta) x 100

% =
AA otal)

Evaluaciéon de la Actividad ATPasa

La actividad ATPasa se evalu6 en direccion de la hidrélisis del ATP, en un ensayo
acoplado en donde se determind la oxidacion de NADH a NAD e indirectamente la
hidrélisis de ATP en ADP. Para llevar a cabo la reaccion se utilizé una celda de 1
mL a la que se le agregd Tris 178 mM, MgSO4 13 mM, KCI 133 mM, sacarosa 300
mM, ATP 6.7 mM, PEP 20 mM NADH 0.13 mM, PK 2 U, LDH 3 U, pH 8.0. Se
utilizaron 90 pg de proteina mitocondrial de cada uno de los tratamientos. El ensayo
se llevé a cabo en un espectrofotdmetro Cary 60 (Agilent Technologies, Mulgrave,
Australia) a una longitud de onda de 340 nm a temperatura constante (28° C). Las
mediciones se realizaron por triplicado. Se midié absorbancia durante 5 minutos
haciendo mediciones cada 5 segundos. Se determiné la actividad enzimatica en

U/mg de proteina de acuerdo a la siguiente formula:

*
AA(340 nm/ min Muestra)'AA(340 nm/ min Blanco) 1

(6.22)(0.09)

U /mg Proteina =

27



Donde:

AA340nm/min Muestra es la absorbancia de la muestra por minuto.
AA340nm/min Blanco es la absorbancia del blanco por minuto.

1 es el volumen de la reaccion (1mL).

6.22 es el coeficiente de extincion milimolar del NADH.

0.09 fue la cantidad de proteina utilizada en mili gramos.

U/mg Prot donde una Unidad se define como aquella que hidroliza 1 yMol de ATP
en ADP + Pi por minuto a 28° C y a pH 8.

Analisis estadistico

Ademas de la utilizacion de estadistica descriptiva, los datos correspondientes a la
sobreexpresion de proteinas y a las actividades enzimaticas fueron analizados
estadisticamente utilizando la prueba t de student considerando un intervalo de
confianza del 95% (p < 0.05) utilizando el software NCSS versién 2007.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacién de la Concentracion de Lactato

Para la mayoria de los animales terrestres, hipoxia se define como el porcentaje de
oxigeno por debajo de 20.94%. Los insectos son capaces de intensificar su
metabolismo energético aerobio mediante un sistema traqueal, que se encarga de
repartir eficientemente el oxigeno hacia los tejidos (Hoback y Stanley, 2000). Los
insectos respiran a traves de ciertas estructuras que tienen en el abdomen, llamadas
espiraculos. Los espiraculos controlan la entrega de oxigeno a través de la pared
del cuerpo y son la principal barrera para el transporte de esta molécula cuando la
taza metabdlica disminuye (Harrison et al., 2006). Estas valvulas espiraculares
tienden a abrirse con mas frecuencia cuando los insectos se enfrentan a ambientes
hipoéxicos (Burkett y Schneiderman, 1974). 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
(Storey y Storey, 1988; Hoback et al., 1998).

El lactato es un producto de la glucdlisis que se produce cuando un tejido ya no
puede ser provisto con oxigeno o cuando hay una disminucién de esta molécula,
cambiando la respiracion de aerdbica a anaerdbica. Concentraciones elevadas de
lactato en tejido es un parametro que se utiliza para confirmar metabolismo

anaerobico (Goodman et al., 1999).

En nuestro experimento, al someter a R. dominica a un tratamiento de hipoxia, fue
necesario corroborar que cambié su metabolismo a anaerébico mediante la
cuantificacion de lactato para confirmar el efecto de este estresor. En la Figura 3 se
observa un incremento de lactato del 29% en insectos sometidos a hipoxia con
respecto a insectos que no fueron sometidos a dicho estrés. Nuestros resultados

concuerdan con lo reportado por Cota et al. en el 2016, donde se someti6 a R.
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dominica a un tratamiento de 24 h de hipoxia y se reporté un incremento de lactato
del 50% con respecto a los mismos insectos en condiciones de normoxia.
Resultados similares fueron encontrados por Feala et al. (2007), donde se reporta
una acumulacion de lactato en tejido en la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) después de haber sido expuesta a bajas concentraciones de

oxigeno.
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Concentracion de lactato
(mg/dL)

NORMOXIA HIPOXIA

Figura 3. Cuantificacion de lactato de R. dominica en condiciones de normoxia e
hipoxia. Los datos corresponden a las medias + DE de tres observaciones.
Diferentes literales representan diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05).
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A pesar de que los insectos terrestres no estan del todo adaptados para sobrevivir
en ambientes hipdxicos y anodxicos, se sabe que algunos miembros de los érdenes
de mayor importancia, incluyendo el orden de los coledpteros, pueden sobrevivir
durante periodos que van desde horas, dias, e incluso meses sin oxigeno (Hoback
y Stanley, 2000). El género Drosophila (un género de mosca), muestra una notable
resiliencia a la ausencia de oxigeno, ya que la etapa adulta es capaz de soportar
hasta por 4 horas condiciones de anoxia (Krishnan et al., 1997). Esto lo logran
mediante la oxiregulacion en el consumo de oxigeno siempre y cuando los niveles
ambientales de pO:2 (presion parcial de oxigeno) no sean una limitante para que

puedan mantener el metabolismo oxidativo (Gorr et al., 2006).

La falta de oxigeno es también comun en ambientes acuaticos durante el invierno,
cuando el agua que cubre la superficie de los lagos se congela y el oxigeno es
consumido por las especies atrapadas bajo el hielo (Galli y Richards, 2014). Se ha
reportado que ciertos organismos marinos logran sobrevivir hasta por 5 meses en
anoxia (Jackson, 2000). Estos organismos acuaticos han evolucionado para
adaptarse a este tipo de ambientes hipdxicos o anoxicos cambiando su metabolismo
a anaerobio, acumulando una mayor concentracion de lactato en tejido. Tales son
los casos de Fundulus garndis (Virani y Rees, 2000), una especie de pez que habita
en el Golfo de México y del camardn Litopenaeus vannamei (Martinez et al., 2012).
Ambas especies marinas fueron expuestas a un tratamiento hipéxico y evidenciaron
un incremento en la concentraciéon de lactato comparadas con las mismas especies

en normoxia.

En hepatocitos de modelos murinos, se ha estudiado que un decremento en la taza
de respiracion ocasionado por la exposicion a hipoxia esta relacionado con un
incremento en la concentracion de lactato (Schumacker et al., 1993). En insectos
también se ha reportado la acumulacién de lactato en tejido cuando son expuestos
a hipoxia y anoxia. En el cerebro de insectos del género Locusta se reportd una
acumulacion de lactato de 10 pMoles por g después de 4 horas de anoxia (Lowry et

al., 1964). La larva del escarabajo tigre (Cicindela togata) logré sobrevivir por mas
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de 6 dias en anoxia disminuyendo su metabolismo y cambiando su metabolismo

energético por rutas metabdlicas anaerobias (Hoback et al., 2000).

Cuando los niveles de pOzdecrecen de tal forma que se acercan o van mas alla del
punto critico (1.6-3% Oz, aprox. en Drosophila), el insecto comienza a manifestar un
repertorio multifacético de defensas en respuesta al estrés, entre estos, una
disminucién en la tasa de consumo de oxigeno de aproximadamente 20-30%
(Krishnan et al.,, 1997; Ma et al., 1999) y estupor, que va desde pérdida de
coordinacion hasta completa inmovilidad (Csik, 1939; Chadwick y Gilmour, 1940).
Pasadas las 24 h de tratamiento y de acuerdo a la concentracion de gases a la que
se sometid R. dominica, se observé que todos los insectos se encontraban en
posicion “Knock down” (decubito dorsal), lo cual demuestra 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 anaerbias, asi como la habilidad que tienen
para atenuar drasticamente su tasa metabdlica y de ajustar el volumen de sus
traqueas para permitir un mayor consumo de oxiegeno (Hoback y Stanley, 2000).
Con con base en el comportamiento que mostraron los insectos ante el ambiente
hipéxico al que se sometieron y de acuerdo a la concentracion de lactato que
presentd el grupo hipoxia comparado con el grupo control, nuestros resultados
confirman que R. dominica efectivamente cambié su metabolismo de tal forma que
su demanda de ATP fue compensada mediante la produccion de esta molécula a
través de la ruta de la glucélisis (Boutilier, 2001), en un intento de adaptacion a este

estresante ambiente.
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Electroforesis Bidimensional 2-D PAGE

La electroforesis bidimensional 2-D PAGE es una técnica que es utilizada para
determinar cambios a nivel de proteinas individuales en mezclas de complejos
proteicos (Mahon y Dupree, 2001). Las tiras IPG tienen la finalidad de llevar a cabo
la primera dimension de la electroforesis que consiste en separar a las proteinas de
acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) para posteriormente separarlas acorde a su
peso molecular en un gel de poliacrilamida a través de un mapeado con puntos o
bandas (Westermeir et al., 1983).

De la primera dimensién se recolectaron 24 muestras por tratamiento, cada una con
un pl caracteristico y fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 12%. En los
geles se inyectd el volumen recuperado de los pozos 4 al 21. Las Figura 4y 5
muestran las proteinas que se expresaron en normoxia contra hipoxia de acuerdo
a su pl y a su masa molecuar. Se llevé a cabo a cabo un analisis de intensidad de
bandas para determinar si existen diferencias cuantitativas entre el grupo normoxia
contra el grupo hipoxia con la finalidad de evaluar su sobreexpresion. La Figura 6
muestra las bandas que se seleccionaron para secuenciar y la Tabla 2 sus
caracteristicas. Finalmente, la Figura 7 muestra las dos bandas que se expresaron
en hipoxia con respecto a hormoxia (D y E). Con base en el analisis de la Tabla 2,
estas bandas fueron seleccionadas, cortadas del gel y obtenida la secuencia

espectrometria de masas MS/MS.

El andlisis de las bandas A, B y C no muestran diferencias significativas entre
tratamientos, caso contrario a la banda F, que mostré sobreexpresion en hipoxia.
Las bandas D y E corresponden a proteinas que solamente se sobreexpresaron
debido al efecto de la hipoxia, por lo que no se observaron en el grupo de normoxia.

34



pl

387 4.16 445 474 5.03 532 561 5.9 6.19

200
116
97

PM
(kDa)

66

L L]

45

31

-_—
- 14
B
387 416 445 474 5.03 532 561 5.9 6.19
S | 200
— 116
b
o - - 66
= -

—— 45
- |3
22

-
14

=

Figura 4. Proteinas mitocondriales de Rhyzopertha dominica correspondientes a
los pl 3.87 a 6.19 separadas por pl y masa molecular. A) Imagen correspondiente
al gel de poliacrilamida de la muestra en normoxia y B) Imagen correspondiente al
gel de poliacrilamida de la muestra en hipoxia.
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Figura 5. Proteinas mitocondriales de Rhyzopertha dominica correpondientes a los
pl 6.48 a 8.8 separadas por pl y masa molecular. A) Imagen correspondiente al gel
de poliacrilamida de la muestra en normoxia y B) Imagen correspondiente al gel de
poliacrilamida de la muestra en hipoxia.
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Figura 6. Bandas seleccionadas para obtener su secuencia por LC MS/MS. Las
bandas A, B y C del gel A pertenecen al experimento normoxia. Las bandas D, Ey
F pertenecen al experimento en hipoxia.
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Figura 7. Proteinas sobreexpresadas por el efecto de la hipoxia y normoxia. El gel
A corresponde al experimmento en normoxia. El gel B corresponde al experimento
en hipoxia. Las bandas D y E son proteinas que solamente se expresaron en el
tratamiento hipoxia.
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Tabla 2. Caracteristicas de peso molecular (PM), punto isoeléctrico (pl) y numero

de pixeles (No.Pix) de las bandas seleccionadas para su identificacion.

Banda PM (kDa) pl No.Pix No.Pix
Normoxia Hipoxia
A 62.0 5.3 370 £ 142 419 £9.22
B 44.3 5.3 702 £ 25.52 781 £ 15.62
C 51.9 5.0 483 + 392 450 £ 172
D 15.1 7.3 - 225+ 0
E 14.4 6.7 - 140+ 0
F 57.3 7.9 435 +12.82 367+10.6°

Diferentes literales representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05)
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Identificacion de las proteinas por espectrometria de masas MS/MS

Informacién que data hasta el afio 2008, indica que se desconoce el nimero exacto
de proteinas mitocondriales, pero mediante un estimado que combina técnicas de

protedmicay bio-informatica, se han cuantificado hasta 1098 (Pagliarini et al., 2008).

En la espectrometria de masas MS/MS, para cada combinacion de proteinas se
calcula una puntuacién total. Este numero refleja las puntuaciones que se
observaron de todos los espectros de masas que pueden coincidir con la secuencia
de amino&cidos dentro de una proteina. Entre mas alta es la puntuacion (>20),
mayor es la confiabilidad en la secuencia (Matrix Science. Accedido el 1 de julio de
2017). Los resultados de la secuenciacion de las bandas mostraron que todas las
proteinas tuvieron una puntuacién mayor que 20, ademas de que coincidieron con
diferentes géneros de coledpteros. Se obtuvieron 10 péptidos por muestra y sus
espectros correspondieron en el caso de la banda A: una proteina de choque
térmico que se asocio a Leptinotarsa decemlineata (escarabajo de la papa), con una
puntuacion de 124.05; banda B: un fragento de actina que se asocié con el
escarabajo Merizodus soledadinus, con una puntuacion de 279.89; banda C: una
subunidad B de la enzima ATP sintasa asociada al escarabajo Oryctes borbonicus,
con una puntuacion de 407.76; banda D: un fragmento de la subunidad 8 de la ATP
sintasa asociada al escarabajo anterior, con una puntuacion de 76.72; banda E: un
fragmento de la subunidad B de la ATP sintasa del mismo insecto con una
puntuacién de 31.17 y banda F: una subunidad a de la ATP sintasa asociada a
Triboliumm castaeum (gorgojo de la harina), con una puntuacion de 49.76.

Las proteinas de choque térmico (hsps, por sus siglas en inglés) se encargan de
proteger a las células eucariotas del dafo celular. La sintesis de la mayor parte de
las proteinas en insectos decrece cuando estos son expuestos a estresores como
la temperatura y la baja concentraciébn de oxigeno, mientras que la sintesis de
proteinas de choque térmico aumenta (Sahebzadeh y Lau, 2017), lo cual coincide
con un mayor numero de pixeles en las bandas de nuestro experimento en normoxia

con respecto a hipoxia (Tabla 2). Las hsps se clasifican de acuerdo a su peso
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molecular en kDa en hsp40, hsp60, hsp 70, hsp90, hspl00 y en pequefias hsp
(shsp) (Carmel et al., 2011).

En un estudio realizado por Sun et al. (2014), en el cual se analizaron los diferentes
tejidos y estadios de desarrollo de la palomilla Sesamia inferes, encontraron que la
expresion de tres shsp se ve modulada en respuesta al estrés térmico por el frio.
La proteina A que se expresd en el tratamiento de hipoxia fue una proteina
clasificada como hsp60, pues su PM es de 62 kDa. De acuerdo con lo reportado
con Szabo et al. (1996) y King y MacRae (2015), las proteinas hsp60, hsp70 y hsp90
se encargan de plegar y degradar proteinas dependientes de ATP y cuando las
concentraciones de esta molécula son bajas, en lugar de plegarlas y degradarlas,
podrian secuestrarlas y almacenarlas (King y MacRae, 2015). Es posible que las
bajas concentraciones de oxigeno a las que fue sometido el insecto R. dominica
hayan ocasionado una disminucion de ATP y la expresion de la hsp60, en un intento
por mantener la homeostasis celular, protegiendo a las proteinas de

desnaturalizaciones irreversibles e interfiriendo con su plegamiento.

El resultado de la secuenciacion de la banda B revel6 ser un fragmento de actina.
La actina es una de las proteinas intracelulares mas abundantes y evolutivamente
conservadas. Puede existir en forma globular y de filamentos y esta involucrada en
una gran variedad de procesos biolégicos como contraccion muscular, movilidad
celular, division celular, como organelo de movimiento y como sefializacion celular
(Sandiford et al.,2015). De acuerdo con Zieseniss (2014), la regulacion dinamica del
citoesqueleto de actina durante la hipoxia es compleja. Varia en diferentes células
y tejidos y también depende del nivel de hipoxia. En un estudio realizado por Glass
et al. (2015), en el cual se sometieron a hipoxia (1 % Oz, 5 % COz2) células con
neuroblastoma, se reportdé un incremento significativo en la anchura y longitud de
los filamentoss de actina, concluyendo que la hipoxia claramente induce cambios
en la organizacion de la actina en este tipo de células cancerigenas con respecto a
los mismos cultivos en normoxa. Nuestros resultados, de acuerdo al nimero de

pixeles, muestran una tendencia a la sobreexpresion de la actina, sin embargo,
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estadisticamente no hubo diferencia entre tratamientos (Tabla 2). Es posible que un
mayor tiempo de exposicion a hipoxia hubiera ocasionado una sobreexpresion de
esta proteina ocasionada por las bajas concentraciones de oxigeno, con la finalidad
de preparar a las mitocondrias ante posibles situaciones de movilizacion,

reproduccion y sefalizacion celular como respuesta al estrés por la falta de oxigeno.

La mayoria de los animales, en alguna etapa de su vida experimentan algun tipo de
dafio ocasionado por la hipoxia, ya sea por exposicion al ambiente o a través de
insufuciencias metabdlicas, respiratorias y/o circulatorias. La clave para la
supervivencia a tales condiciones yace en disminuir su taza metabdlica celular hacia
un nuevo estado hipometabdlico, de tal forma que puedan compensar la demanda
de ATP con las rutas metabdlicas que lo suministran (Boutilier, 2001). En
condiciones de normoxia, la enzima ATP sintasa es responsable de catalizar la
fosforilacién del ADP para sintetizar ATP aprovechando el gradiente electroquimico
que se genera por la cadena de transporte de electrones como el ultimo paso de la
fosforilacién oxidativa. Bajo el efecto de la hipoxia, esta proteina funciona en forma
reversible, hidrolizando el ATP, reestableciendo el equilibrio quimiosmoético entre el
espacio intermembrana y la matriz mitocondrial (Solaini y Harris, 2005). Sin
embargo, la degradacion del ATP debe ser estrictamente regulada para evitar la
deplecién de esta molécula. Esto se logra mediante una enzima llamada IF1, que
se une a la porcién catalitica F1, formada por las subunidades a y 3, lo cual conlleva

a una rapida y reversible inhibicion de la enzima (Bosetti et al., 2000).

Los resultados de la secuenciacion de las bandas D y E resultaron ser fragmentos
de la subunidad B de la enzima ATP sintasa, sin embargo, la banda C evidencio la
expresion de una subunidad B de la misma enzima y la banda F una subunidad a.
Se sabe que la porcion catalitica de la enzima ATP sintasa esta en el dominio F1,
especificamente en las subunidades B y en la interfase con una subunidad a
adyacente, por lo que se atribuye que la porcion catalitica de esta enzima se
encuentra en las subunidades a/B (Noji et al., 1997). Resultados similares también

fueron reportados por Chen et al. (2012), quienes encontraron la sobreexpresion de
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una subunidad a de la enzima ATP sintasa en células de mamiferos sometidos a

hipoxia con respecto a las mismas en normoxia.

A pesar de que no hubo diferencias entre tratamientos, la banda C mostré un menor
namero menor de pixeles en hipoxia con respecto a normoxia (Tabla 2), lo cual
podria indicar una tendencia hacia una menor actividad en la subunidad catalitica
B, pues se ha estudiado que cuando los insectos son sometidos a hipoxia muestran
una disminucion en la produccion de ATP (Hochachka, 1986), evidenciando que las
bajas concentraciones de oxigeno tienen un claro efecto sobre las proteinas
involucradas en la produccién de esta molécula, lo cual ya ha sido reportado por
Chen et al. (2012).

Las ATPasas tienen secuencias peptidicas altamente conservadas llamadas
motivos. Estos motivos se conocen como Walker A y Walker B y son regiones en
donde se lleva a cabo la unién del ATP. En la enzima ATP sintasa, el motivo Walker
A se presenta en forma de loop y se encarga de conectar la subunidad 31 con la
subunidad a1. Lo componen un aminoacido glicina, cuatro amonoécidos indistintos
y finalmente una glicina, una lisina y una treonina (GXXXXGKT, donde X representa
cualquier amoniacido). EI motivo Walker B se compone de 4 aminoacidos
hidrofébicos y un acido aspartico (ZZZZD, donde Z representa a cualquier
amoniacido hidrofébico) y se localiza en la subunidad 3. Ademas de los motivos, las
ATPasas estan conformadas por tres dominios: el dominio ATP-synt_ab_N, que
indica la direccion amino terminal, el dominio central (dominio de unién a
nucleotidos) ATP-synt_ab, en el que también se localizan los motivos y el dominio

ATP-synt_ab_C, que marca la direccién carboxilo terminal (Muneyuqui et al., 1999).

Debido a que se lograron identificar las subunidades cataliticas a y B de la enzima
ATP sintasa de R. dominica, se llevo a cabo un alineamiento multiple con diferentes
insectos para relacionar los péptidos obtenidos por LC MS/MS dentro de las
secuencias reportadas de la subunidad a de Triboliumm castaneum y de la

subunidad 8 de Oryctes borbonicus (Figuras 8 y 9, respectivamente). Los distintos
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insectos con los que se realizé el alineamiento, asi como el porcentaje de identidad

y los numeros de acceso se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Informacion de los diferntes insectos con los que se realizé el alineamiento

multiple de las subunidades cataliticas a y 8 de la enzima ATP sintasa

Insecto Nombre comudn Subunidad Identidad (%) No. Acceso
Tribolium Gorgojo de la a 100 XP_966334.1
castaneum harina
Apis mellifera Abeja europea a 85 XP_392639.1
Drosophila - a 89 XP_017961732.1
navojoa
Locusta Langosta a 89 AGO059887.1
migratoria migratoria
Helicoverpa Gusano a 89 XP_021193200.1
armigera cogollero
Aedes albopictus Mosquito tigre a 89 XP_019554378.1
Oryctes - B 100 KRT85479.1
borbonicus
Apis mellifera Abeja europea B 90 XP_006564892.1
Drosophila - B 97 XP_017962727.1
navojoa
Helicoverpa Gusano B 90 XP_021187000.1
armigera cogoyero
Tribolium Gorgojo de la B 94 NP_001164361.1
castaneum harina
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GNDKLIKEGDIVKRTGAIVDVPVGDEILGRVVDALGNAIDGKGEIKTNQRFRVGIKAPGI
***: **:****************:::********** * kK ok x A *:*:* * kK ok x
Walker A
IPRISVREPMOTGIKAVDSLVPIGRGQRELII|GDROQTGKTALAIDTIINQKRFNDADDEK
IPRVSVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGOQRELIIGDRQTGKTALAIDT I INQKREFNDAGEEK
IPRVSVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGQRELIIGDRQTGKTALAIDTIINOKRFNDGQDES
IPRISVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGQRELIIGDRQTGKTALAIDTIINOKREFNDGEDEK
IPRVSVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGORELIIGDROQTGKTALAIDT I INQOREFNKGDDEK
IPRVSVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGOQRELIIGDROQTGKTALAIDT I INQOREFNNGTDES

KAk e kA A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kk ko Kk % .k

KKLYCIYVAIGQKRSTVAQILKRLTDTGAINYTIIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMGEY
KKLYCIYVAIGQKRSTVAQIVKRLTDSGAMDYTIIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMGEF
KKLYCIYVAIGQKRSTVAQIVKRLTDSGAMGYTIIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMGEF
KKLYCIYVAIGQKRSTVAQIVKRLTDSGAIGYSIIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMGEF
KKLYCIYVAIGQKRSTVAQIVKRLTDAGAINYTIIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMGEF
KKLYCIYVAIGQKRSTVAQIVKRLTDAGAMNYTIIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMGEY
********************:*****:**:‘*:**************************:
Walker B
FRDNGKHNLIIYDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMSDAH
FRDNGKHALITIYDDLSKOAVAYROMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMNESL
FRDKGKHALITIYDDLSKOAVAYROMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMSPAM
FRDNGKHALIIYDDLSKQAVAYROMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMNDAH
FRDNGKHALIIYDDLSKQAVAYROMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMSDKM
FRDNGKHALIIYDDLSKQAVAYROMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMNPTL

KKK o KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR AR AR A A A A A A A A A A A A A A A,k K

GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRPAINVGLSVSRVGS
GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRPAINVGLSVSRVGS
GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRPAINVGLSVSRVGS
GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRPAINVGLSVSRVGS
GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRPAINVGLSVSRVGS
GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRPAINVGLSVSRVGS
Ak Ak khk kA hkhkhk kA hkhkhkhkhhhkhkkhhhkhhkhhhkhkhkhhhkhhkhhhkhk kb hkhkhhkhhkhkhkkhkhkkhkhk*k
ATP-synt _ab C
AAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVRLTELLKQGQOYVPM
AAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVRLTELLKQGQYVPM
AAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVRLTELLKQGQYVPM
AAQTRAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVRLTELLKQGQYVPM
AAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGMRLTELLKQGQYVPM
AAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVRLTELLKQGQYVPM

KAKAK o KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, ks Ak kA A A A A A A KKk

ATEEQVAVIYCGVRGHLDKLDPSKITVEEKEFSQOHVKTNHQAVLQSIAKEGKITDETDAQ
ATEEQVAVIYCGVRGYLDKMEPTKITAFEKEFLAHIRTSQRDLLNTIAKDNTISEASDAK
SIEDQVAVIYCGVRGHLDKMDPSKITKFEKEFLOQHIKTSEQGLLDSIAKEGQISEAADAK
AIEEQVAVIYCGVRGHLDKLDPSKITAFEKEFLOQHIKTSEAALLANIAKEGKITDEIDVK
AIEEQVAIIYCGVRGHLDKLDPSKITAFEKEFTQHIKTSHQGLLATIAKDGQITPESDAS
ATEEQVAVIYCGVRGYLDKMDPSKITAFEREFLAHVKTNEKALLSQIATDGKISDETEAK

ek ke khk Kk ek kA A Ak ke khkkeookeohkhkk *k.o*x% * e ek .- % Kk . * .
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castaneum
mellifera
navojoa
migratoria
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547
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Figura 8. Alineamiento de la subunidad a de la enzima ATP sintasa de diferentes
insectos y localizacion de los dominios y motivos conservados. Los residuos
sombreados con gris representan las cadenas peptidicas resultantes del analisis LC
MS/MS. Los residuos subrayados indican los tres dominios conservados. Los

residuos enmarcados indican los motivos Walker A y Walker B.
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ATP-synt ab N

O. borbonicus MLGAVTRSSSSLLAAKPLEKLG-SEALKVFGTQCSSQRNYAAKPAAAASGTAKGKVVAVI 59
A. mellifera MLNVVSKAAAGALRAVKP-SILONEITKISGALSVNSRDYAK--AASSKGGAQGKIVAVI 57
D. navojoa = ——————————- MFALRVAA----KADKNLLPILGQLSRGHAAKAAAKAAAGGNGKIVAVI 45
H. armigera MLGAVSRVGSGLLAVKSVAEKTLTECGKIATVSAINKRDYAA---KAAAGKGQGKVVAVI 57
T. castaneum MLGAVARAGSSLLAGKTIEKLG-SESLKVVSVYNGSQRGLAAK--AAASGKPNGKVVAVI 57
: . HE SR A A
O. borbonicus TIAMDGTEGLVRGQOQVI.D 119
A. mellifera GAVVDVQFDDALPPILNALEVQNRTP TIAMDGTEGLVRGQSVLD 117
D. navojoa GAVVDVQFDDNLPPILNALEVDNRSP TIAMDGTEGLIRGQKVLD 105
H. armigera GAVVDVQFEDNLPPILNALEVQNRQP TIAMDGTEGLVRGQPVQD 117
T. castaneum GAVVDVQFDDNLPPILNALEVQNRSP! TIAMDGTEGLVRGQAVSD 117
********:* **********:** ***************************:*** * ok
O. borbonicus IGFPIRIPVGAETLG LAATHAEAPEFVDMSVEQEILVTGI 179
A. mellifera SGYPIRIPVGAETLG LAPIHADAPEFVDMSVEQEILVTGI 177
D. navojoa TGYPIRIPVGAETLG TAAIHAEAPEFVEMSVEQEILVTGI 165
H. armigera CGSPIRIPVGAETLG TAATIHAEAPEFVDMSVQQEILVTGI 177
T. castaneum TGYPIRIPVGAETLG LAPIHAEAPEFVEMSVEQEILVTGI 177
* ***************************: *kkk Kk Kkkok :***** :*** :********
Walker A
0. borbonicus 239
A. mellifera GGKIGLEFGGAGVG 237
D. navojoa GGKIGLFGGAGVG 225
H. armigera GGKIGLFGGAGVG 237
T. castaneum GGKIGLFGGAGVG TREGNDLY 237
ok ok ok ok ok ke ke ke ke ke ko ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ok ke ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Walker B
O. borbonicus HEMIESGVISLKDKTS RVALTGLTVAEHFRDQEGQDVILLFIDlN 299
A. mellifera HEMIESGVISLKDKTS RVALTGLTVAEYFRDQEGQDVLLFIDN 297
D. navojoa RVALTGLTVAEYFRDQEGQDVLLFIDN 285
H. armigera RVALTGLTVAEYFRDQEGQDVLLFIDN 297
T. castaneum RVALTGLTVAEYFRDQEGQDVLLFIDN 297
H hhkkkkkkhkhkhkkkkkkkkk H hkhkhkhkkkhkkhhhk kA hkkhkhhkhkxkkkkkk H dkhkkkkkkhkhhkkkkkkk
O. borbonicus ITTTKKGSITSVQAIYVPADDL 359
A. mellifera ITTTKKGSITSVQAIYVPADDL 357
D. navojoa ITTTKKGSITSVQAIYVPADDL 345
H. armigera ITTTKKGSITSVQAIYVPADDL 35
T. castaneum ITTTKKGSITSVQAIYVPADDL 357
Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok : Kk ok ok ok ok ok kkkokkokkokkokkkkkkkkkk
ATP-synt ab C
O. borbonicus TDPAPATTFAHLDATTVLS IMDPNIIGQEHYNVARGVOKT 419
A. mellifera TDPAPATTFAHLDATTVLS IMDPNIIGAEHYNVARGVQKI 417
D. navojoa TDPAPATTFAHLDATTVLS IMDPNIIGQEHYNVARGVQKI 405
H. armigera TDPAPATTFAHLDATTVLS IMDPNIIGAEHYNVARGVQKI 417
T. castaneum TDPAPATTFAHLDATTVLS IMDPNIIGQEHYNVARGVQKI 417
Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkk Khkkkkkkkkxkx
O. borbonicus LODYKSLODITAILGMDELSEDDKLTVARARKIQ! 479
A. mellifera LODYKSLQODITIAILGMDELSEEDKLTVARARKIQ! 4717
D. navojoa LODYKSLQDITAILGMDELSEEDKLTVARARKIQ 465
H. armigera LODYKSLQDITAILGMDELSEEDKLTVARARKIQ 4717
T. castaneum LODYKSLQDITAILGMDELSEDDKLTVARARKIQ 4717
O. borbonicus IKINAFTI-========——~ YNVSTLAGNRT----—-—-——-—— 498
A. mellifera IKGFKKILAGDYDHLPEVAFYMVGPIEEVVAKAESLAKQ-— 516
D. navojoa IKGFSQILAGEYDHLPEVAFYMVGPIEEVVEKADRLAKEAA 506
H. armigera IKGFSKILQGEYDHLPEVAFYMVGPIEEVVAKAETLAKS-—— 516
T. castaneum IKGFQKILGGEYDHLPEVAFYMVGPIEEVVQKAEKLAESTA 518

* K . * *

Figura 9. Alineamiento de la subunidad 8 de la enzima ATP sintasa de diferentes
insectos y localizacion de los dominios y motivos conservados. Los residuos
sombreados con gris representan las cadenas peptidicas resultantes del analisis LC
MS/MS. Los residuos subrayados indican los tres dominios conservados. Los
residuos enmarcados indican los motivos Walker A y Walker B.
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En la secuencia peptidica de la subunidad a se localizaron los dominios
concervados: a) el dominio ATP-synt_ab_N de la posicion 68 a la 133; b) el dominio
central ATP-synt_ab de la posicién 134 a la 416; c) el dominio ATP-synt_ab_C de
la posicion 425 a la 509, asi como los motivos Walker A de la posicion 210 a la 217
(GDRQTGKT) y Walker B, de la posicion 306 a la 310 (LIIYD). Una de las
secuencias peptidicas obtenidas por LC MS/MS coincidié en parte con el motivo
Walker A (QTGKT), mientras que la secuencia peptidica que indica el motivo Walker
B (LIIYD) coincidi6 completamente dentro del alineamiento. Ambos motivos
resultaron ser conservados entre los diferentes insectos con los que se llevo a cabo

el alinemiento (Figura 8).

En la secuencia peptidica de la subunidade B se localizaron los dominios
concervados: a) el dominio ATP-synt_ab_N de la posicion 55 a la 121; b) el dominio
central ATP-synt_ab de la posicién 123 a la 402; c) el dominio ATP-synt_ab_C de
la posicion 410 a la 482, asi como los motivos Walker A de la posicién 199 a la 205
(GAGVGKT) y Walker B, de la posicion 294 a la 298 (LLFID). EI motivo Walker A
coincide en el ultimo amonoacido (T) con una de las secuencias peptidicas
identificadas por LC MS/MS, sin embargo, ambos motivos resultaron ser
conservados entre los diferentes insectos con los que se realizé el alineamiento
(Figura 9).
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Evaluaciéon de la Actividad Citocromo ¢ oxidasa

El complejo IV mitocondrial resulta crucial para completar el mecanismo del
transporte de electrones y fosforilacion oxidativa, debido a que es la enzima donde
se fija el oxigeno encargado de captar a los electrones transportados a lo largo de
este proceso bioguimico. Sin oxigeno, el complejo mitocondrial citocromo ¢ oxidasa
no puede funcionar correctamente y eventualmente el mecanismo de la cadena de
transporte de electrones se detendra. Esto provocara una acumulacion de protones
dentro de la matriz mitocondrial y a su vez, un desequilibrio en el potencial de
membrana mitocondrial, provocando a la muerte celular (Griffiths et al., 2012, Galli
et al., 2014).

La alteracion de las funciones mitocondriales, sobre todo de la funcion de la
actividad COX, son factores importantes en la modulacion de la generacion y gasto
de energia durante la adaptacion a la hipoxia (Luo et al., 2008). Durante hipoxias
agudas (menos de 30 minutos), la respiracion celular es independiente de la
concentracion de oxigeno siempre y cuando la pO2 se mantenga por encima del
punto critico (5-10 Torr) (Chandel et al., 1995). Por debajo de 3-6 Torr, la difusién
de oxigeno en la mitocondria comienza a limitar la fosforilacion oxidativa (Jones et
al., 1978).

Diversos estudios han reportado que la actividad de la enzima Citocromo ¢ oxidasa
en organismos expuestos a hipoxia se ve modificada. Se ha estudiado que en
células de la corteza cerebral de ratones machos expuestos a hipoxia, la actividad
COX decrece un 17%. Estos resultados sugieren que bajo estas condiciones, la
reduccion de las actividades mitocondriales es causada, en parte, por alteraciones
enzimaticas en la cadena de transporte de electrones, en los complejos | y IV
(Chavez et al., 1995). Resultados similares fueron reportados por LaManna et al.
(1996) en ratas sometidas a hipoxia, las cuales mostraron un descenso en la
actividad COX del 16 al 27%. De manera similar, en monocitos macrofagos de
modelos murinos sometidos a hipoxia (0.1% O2y 5% COz, 6-12 h), se ha encontrado

gue el contenido de subunidades de COX se altera: un decremento en el hemo aas
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mitocondrial, asi como en las subunidades I, IV y Vb, sin embargo, la eficiencia
catalitica de la enzima se mantiene casi igual con respecto a normoxia (21% O:zy
5% CO3) (Vijayasarathy et al., 2003).

Haciendo énfasis en insectos, McMullen et al. (2007), reportaron que en el
saltamontes Epiblema scudderiana expuesto a hipoxia, la actividad COX decrece
significativamente, sugiriendo que uno de los mecanismos involucrados en la
inhibicion de la actividad de esta enzima en respuesta a la hipoxia, puede deberse
a una reduccion en la sintesis de las subunidades de la citocromo c oxidasa. Por el
contrario, Gomez et al., (2016), después de evaluar cualitativamente a R. dominica
en un bioensayo de AM que consistio en 5% de oxigeno y 10% de di6xido de
carbono durante 12 y 24 horas, observaron cambios en la actividad enzimatica de
la COX con respecto al tratamiento control (normoxia). Los resultados sugirieron
que durante las primeras 12 horas de exposicion a hipoxia, este insecto muestra un
incremento en la actividad COX, lo cual sugiere una adecuacién del insecto después
de largos periodos de tiempo de exposicion. Resultados similares fueron reportados
por Zhang et al. (2013), quienes encontaron un incremento en la actividad COX en

un saltamontes que vive en condiciones naturales de hipoxia.

Nuestros resultados mostraron un incremento en la actividad COX del 50.1% en el
grupo hipoxia comparado con el grupo normoxia (Figura 10), lo cual coincide con lo
reportado por Gomez et al. (2016) y Zhang et al. (2013). De acuerdo a lo reportado
por Adis y Messner (1997), algunos miembros del orden de los coledpteros son
capaces de sobrevivir a ambientes que van desde nulas a bajas concentraciones
de oxigeno. Tal es el caso del escarabajo tigre sudamericano (Oxycheila polita), que
es capaz de sobrevivir hasta por 6 minutos sumergido en el agua, o el escarabajo
tigre (Megacephala sobrina), quien logra sobrevivir por debajo del agua (encerrado
en una burbuja) de 24 a 30 horas. Los insectos han colonizado también ambientes
con altitudes superiores a los 6,000 metros sobre el nivel del mar; conforme la
elevacion aumenta, la presion atmosférica y el porcentaje de oxigeno disminuyen

(9.5% 0O32). La diferencia entre insectos que viven en condiciones de normoxia e
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insectos que viven en condiciones naturales de hipoxia yace en la adaptacion por
parte de estos ultimos (Mani, 2013). En 2009, Feala et al. llevaron a cabo un estudio
en moscas del género Drosophila, en el cual midieron la produccién de ATP de
moscas adaptadas y no adaptadas a la hipoxia, observando una mayor produccion
de dicha molécula y un consumo de oxigeno mas bajo en el grupo de moscas

adaptadas a las bajas concentraciones de oxigeno.
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Figura 10. Actividad enzimatica de la enzima citocromo ¢ oxidasa de R. dominica
en condiciones de normoxia e hipoxia. Los datos corresponden a las medias = DE
de tres observaciones. Diferentes literales representan diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05).
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El mejoramiento en la funcion catalitica de la actividad COX que mostré R. dominica
sugiere una adecuasion del insecto para enfrentar el ambiente hipoxico al que se
expuso. Lo anterior concuerda por lo reportado por Zhang et al. (2013), en donde
se mostro que el aumento en la actividad COX del saltamontes Locusta migratoria
es ocasionado por la elevada eficiencia catalitica de la enzima, resultado del
incremento en la afinidad del ferrocitocromo c y del incremento en el transporte de
electrones, confiriendo una mayor “robustez” a la enzima COX para soportar

ambientes de bajas concentraciones de oxigeno.

Evaluaciéon de la Actividad ATPasa

La respiracion celular se determina por la actividad metabdlica y por la
correspondiente taza de utilizacion de ATP (Chandel, 1997). Una de las principales
respuestas o mecanismos de defensa contra la privacion de oxigeno es regular la
eficiencia en la produccion de esta molécula (Hochachka, 1986). Hipoxias
prolongadas ocasionan dafio a la mitocondria e inhiben la actividad de la cadena de
transporte de electrones y el bombeo de protones hacia el espacio intermembrana,
ocasionando la deplecion de las reservas de ATP y la acidificacién de la matriz
mitocondrial (Griffiths, 2012; Huag et al., 2013).

Las ATPasas son proteinas que necesitan la energia liberada de la hidrolisis del
ATP para poder llevar a cabo su correcto funcionamiento. Pueden funcionar como
bombas impulsadoras de protones o pueden sintetizar ATP, utilizando el gradiente
i6nico transmembranal (Lapierre et al., 2006). Esta importante familia de proteinas
transportadoras de iones se ha dividido en 3 familias: 1) A-ATPasas: que se
encuentran principalmente en arqueas; 2) F-ATPasa: se encuentran en
mitocondrias, plasmidos y bacterias y C) V-ATPasas en eucariotas, principalmente

en vacuolas (Harvey, 1992).

La actividad ATPasa en R. dominica sometida a hipoxia ha sido evaluada de manera
cualitativa por Gomez et al. (2016), en un experimento en el que se someti6 a este

insecto a un trataminto durante 12 y 24 h con las concentraciones de gases de 5%
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de O2y 10% CO2. No se encontraron diferencias entre 12 y 24 h de tratamiento, sin
embargo, el grupo normoxia mostr6 mayor actividad ATPasa de este insecto
comparado con el grupo expuesto a hipoxia, lo cual podria sugerir que R. dominica
sometida a bajas concentraciones de oxigeno tiende a suprimir la actividad del
complejo V en un intento por disminuir su metabolismo y su demanda de energia
(Mitcham et al., 2006). Contrariamente, Martinez et al. (2012), después de exponer
durante 10 horas de hipoxia (1.5-2.0 mg oxigeno/L) al camardn Litopenaeus
vannamei, detectaron un incremento en la actividad ATPasa del 70% con respecto
a los mismos camarones en normoxia. Por otro lado, Scholz y Balaban (1994),
reportaron que la actividad ATPasa de miocardio canino expuesto a 10 minutos de

hipoxia no mostré cambios significativos con respecto a normoxia.

En células eucariotas, existe una proteina que se une a la enzima ATP sintasa con
el objetivo de inmovilizarla para inhibir su actividad, llamada IF1 (Burwick et al.,
2004). La proteina activa es un dimero en forma de hélice a. En bovinos consta de
84 residuos de aminoacidos. A un pH de 6.5, la secuencia del residuo N-terminal se
une a la porcién F1 de la ATP sintasa, interfiriendo con la rotacion del tallo central
(subunidad y) y evitando cambios conformacionales de las subunidades cataliticas
a/p (Jackson et al., 1988; Mimura et al., 1993) para detener su movimiento hidrolitico
de ATP y reestablecer el equilibrio quimiosmético (Cabezon et al., 2003; Cabezon
et al., 2000). En ratas, esta proteina contiene 82 aminiacidos y reacciona cuando la
ATP sintasa hidroliza el ATP, inhibiendo hasta un 90% de la actividad ATPasa
(Huang et al., 2007). Se ha estudiado que la remocion de esta proteina en higado
de ratas y en corazon de bovinos, incrementa la actividad ATPasa de esta enzima
(Garcia et al., 2006).
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En la Figura 11 se muestra la actividad enzimatica ATPasa de R. dominica sometida
a hipoxia con respecto a normoxia. Como se puede observar, la actividad ATPasa
de insectos sometidos a hipoxia muestra un descenso del 59% con respecto al
experimento en normoxia, lo cual coincide con lo reportado por Gomez et al. en el
2016. Durante periodos prolongados de ambientes con baja concentracion de
oxigeno, la enzima ATP sintasa, que produce ATP, gira en sentido contrario para
hidrolizarlo en ADP + Pi, bombeando protones al espacio intermembrana en un
intento por reestablecer el equilibrio quimiosmotico. Sin embargo, si se sigue
hidrolizando el ATP, eventualmente las reservas de esta molécula se agotaran y
todo proceso dependiente de energia cesard. Como se menciono anteriormente, los
organismo eucariontes tienen una proteina llamada proteina inhibidora IF1, que es
un dimero encargado de bloquear el funcionamiento rotatorio de la enzima ATP

sintasa, evitando asi tanto la hidrélisis como la sintesis de ATP (Galli et al., 2014).

La concentracion de lactato fue mas elevada en los insectos expuestos a hipoxia,
por lo que podemos asumir que R. dominica, al cambiar su metabolismo a
anaerobio, sufrid una acidosis lactica, lo cual ocasion6 valores de pH en tejido por
debajo de 6.5. De manera similar, el desequilibrio quimiosmotico entre la matriz
mitocondrial y el espacio intermembrana se perdid, y al no continuar el bombeo de
protones, se acidificé la matriz mitocondrial con valores de pH también por debajo
de 6.5, generandose las condiciones adecuadas para la activacién de la proteina
IF1. Es posible que debido a lo anteriormente mencionado, la disminucion en la
actividad ATPasa se haya debido a que se inhibi6 la enzima ATP sintasa mediante
la proteina IF1, para evitar la degradacion del ATP, para que esta molécula pueda

seguir funcionando para llevar a cabo procesos dependientes de energia.
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Figura 11. Evaluacién de la actividad ATPasa de R. dominica en condiciones de
normoxia e hipoxia. Difrentes literales representan diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05).
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CONCLUSION

El incremento en la concentracion de lactato confirma que la baja concentracion de
oxigeno provoco que el insecto cambiara su metabolismo de aerobio a anaerobio.
Lo cual podria estar relacionado con en el incremento en la actividad enzimatica de
COX y la disminucion en la actividad ATPasa. Asi, con base en los resultados
obtenidos de las actividades enzimaticas y de las proteinas que se expresaron por
el efecto de la hipoxia contra normoxia, se da certeza a la hipotesis planteada, pues
se modificaron las actividades enzimaticas COX y ATPasa, ademas de que se
reportd sobreexpresion de la subunidad a de la enzima ATP sintasa. Finalmente, se
lograron identificar las subunidades cataliticas ATPa y ATPB del complejo V de

Rhyzoperta dominica.
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RECOMENDACIONES

Ademas de hacer la separacion de las proteinas mitocondriales de R. dominica en
tiras IPG con un rango de pH de 3 a 10, utilizar tiras IPG con un pH de 7 a 10 para
lograr una mayor resolucion en el gel de poliacrilamida con la finalidad de evidenciar

las proteinas que se encuentran en ese rango. Ademas de 24 horas, se recomienda
utilizar tratamientos de 12 y 48 horas.
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