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RESUMEN 

Rhyzopertha dominica, conocido como el barrenador menor de los granos, es una plaga primaria 

que ataca cereales y granos almacenados a partir de la alimentación directa, ocasionando que 

estos no sean viables para su uso y/o consumo y consecuentemente pérdidas económicas a nivel 

mundial. A pesar de la existencia de métodos químicos para controlar la reproducción de insectos 

en granos de cereales, estos han demostrado resistencia, por lo que el uso de la tecnología de 

atmósferas modificadas se recomienda como un método alternativo en el control de plagas. Hoy 

en día, las enzimas involucradas en la bioenergética de R. dominica son apenas conocidas. 

Nuestro trabajo se basó en determinar la expresión génica de la subunidad β de la ATP sintasa, 

en respuesta a hipoxia. La metodología para esta investigación consistió en someter insectos 

adultos de R. dominica a un ambiente de normoxia (19% de O2, 0.01% de CO2 y 80% de N2) y de 

hipoxia (5% de O2, 10% de CO2 y 85% de N2) por 24 horas. Se evaluó la respuesta metabólica 

del insecto midiendo la concentración de lactato por espectrofotometría, en donde se observó un 

aumento en el tratamiento de hipoxia, indicando el uso de una vía alterna anaeróbica. Se aisló 

ARN total para llevar a cabo la síntesis del ADN complementario (ADNc) y amplificar el gen atpβ 

a partir del diseño de oligonucleótidos, obteniendo un fragmento de la secuencia de 199 pb. La 

expresión génica de atpβ se evaluó por qRT-PCR en donde no se encontraron cambios 

significativos entre ambos tratamientos. Se aislaron mitocondrias por medio de centrifugaciones 

diferenciales para cuantificar la actividad enzimática de la ATPasa a través de reacciones 

acopladas, en donde se encontró una disminución en la actividad de esta enzima en los insectos 

al estar expuestos a la hipoxia. Este comportamiento podría estar relacionado con la presencia 

de la proteína inhibidora IF1, con el fin de evitar que moléculas de ATP sigan siendo hidrolizadas. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 
El trigo es la principal fuente de proteínas en la alimentación humana, al tener mayor contenido 

en proteínas que otros granos de cereales importantes (Ileke y Bulus 2012). El interés por la 

conservación de los granos constituye una necesidad tanto alimenticia como económica, en 

donde el abasto de alimentos se ha convertido en una preocupación a nivel mundial por el 

aumento de la población. Los granos almacenados son un material biológico vivo, que utiliza 

oxígeno y libera dióxido de carbono, por ello tienden a deteriorarse de manera natural. No 

obstante, el principal problema que se produce durante el período de almacenamiento se debe a 

la aparición de insectos (Benzi y col., 2009; Christensen y Kaufmann, 1969; Teixeira y col., 1993). 

Todos los insectos se reproducen de manera exponencial cuando existe una cantidad adecuada 

de nutrientes, condiciones ambientales óptimas y la ausencia de otros organismos para su 

subsistir; dichos factores se encuentran en los almacenes de granos, ocasionando daños directos 

para poder alimentarse, reduciendo así el peso, valor nutricional y germinación de los granos de 

cereal (Mason y Obermeyer, 2010). 

Rhyzopertha dominica es considerada una de las plagas primarias más destructivas de 

granos almacenados a nivel mundial. El control estas plagas de insectos se basa principalmente 

en métodos químicos, siendo los más empleados debido a su rapidez y eficacia en la eliminación 

de plagas; sin embargo, se ha encontrado que el abuso de insecticidas y fumigantes está 

provocando una resistencia y adaptación a los compuestos químicos (Benzi y col., 2009; Guedes 

y Zhu, 1998; Schlipalius y col. 2008). El uso de atmósferas modificadas (AM) ha demostrado ser 

una alternativa segura, libre de residuos para el control de plagas en el almacenamiento de 

granos de cereal (Cheng y col., 2013). 

Las AM son actualmente utilizadas para la preservación de la calidad de algunos alimentos 

y en los últimos años se ha observado que algunas modificaciones en la composición gases 

atmosféricos, pueden llegar a ser letales para las plagas de insectos. Las bajas concentraciones 

de O2 y las altas concentraciones de CO2 provocan una alteración del equilibrio metabólico que 

conduce a la muerte de los artrópodos durante períodos prolongados de exposición (Calderón y 

Barkai-Golan, 1990). A pesar de que en las últimas décadas se han realizado estudios sobre el 

uso de atmósferas modificadas, se desconoce la respuesta de los insectos de productos 

almacenados hacia bajas concentraciones de O2 en la cadena respiratoria. 
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Por lo anterior, el desarrollo de investigaciones sobre los efectos de la hipoxia en las 

enzimas involucradas en la bioenergética de R. dominica, son fundamentales para la búsqueda 

de métodos alternativos para el control de plagas de insectos. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 
 

Evaluar la expresión génica y actividad enzimática de la ATP sintasa de Rhyzopertha dominica 

bajo el efecto de la hipoxia. 

 
 

 
Objetivos Específicos 

 

 
I. Realizar un bioensayo exponiendo a R. dominica a la hipoxia y determinar la 

concentración de lactato. 

 
II. Obtener una secuencia nucleotídica parcial del ADN complementario que codifica para 

la subunidad β de la ATP sintasa. 

 
III. Evaluar la expresión génica de la subunidad β de la ATP sintasa de R. dominica bajo 

el efecto de hipoxia. 

 
IV. Evaluar la actividad ATPasa del complejo V de R. dominica durante la hipoxia. 
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ANTECEDENTES 

 

 
Los cereales forman parte importante de la dieta humana y animal, por su alto contenido 

nutrimental, ya que contienen carbohidratos, proteínas, vitaminas y minerales que son 

fundamentales para el crecimiento y desarrollo de los seres vivos (Gil, 2010; CANIMOLT, 2007). 

La cosecha de cualquier tipo de cereal es sencilla y de bajo costo, por lo que se encuentran en 

todas las civilizaciones. Entre los más distinguidos se encuentra el trigo, al ser uno de los más 

abundantes y productivos a nivel mundial ya que constituye el 40% de fuente alimentaria junto 

con el maíz (SAGARPA, 2016). Además de proveer gran cantidad de nutrientes, lo más relevante 

de los cereales, es que sus frutos maduros tienen una vida prolongada por lo que pueden ser 

almacenados para consumirse gradualmente o conservarse como semilla (Juárez y col., 2014). 

 
 

Trigo 

 
 
 

El trigo (Triticum spp.) es el cereal líder producido, consumido y comercializado en el mundo 

actual. Su cultivo permitió el establecimiento de asentamientos permanentes, fomentando el 

desarrollo de la civilización tal como la conocemos. Actualmente, el trigo proporciona más 

nutrientes para la población que cualquier otra fuente (Bushuk y Rasper, 1994). Las diferentes 

variedades cultivadas de trigo varían mucho en su hábito, forma y estructura, pero todas son 

hierbas anuales. Las partes principales son las raíces, tallos, hojas, y espigas (Briggle y Reitz, 

1963). A su ventaja nutritiva se le añaden características de procesamiento propias del trigo, lo 

cual lo coloca como uno de los más empleados como materia prima para la elaboración de 

diferentes alimentos procesados y otros productos no alimentarios, aportando así un abasto en 

la economía y generación de empleos a nivel mundial (FAO, 2004). 

 
 

Almacenamiento de granos de trigo 

 
 
 

Debido al valor económico que aportan los granos de cereales, se debe garantizar la 

conservación de la calidad de estos, por lo que deben permanecer almacenados bajo ciertas 

condiciones hasta su uso (Kulp, 2000). Para ello existen diversos tipos de almacenaje como sacos 
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de fibras o plástico, almacenamiento en granel y hermético, sin embargo, no proporcionan la 

protección necesaria a los alimentos. Actualmente, por la gran producción de trigo en los últimos 

años, se comenzaron a emplear instalaciones mecánicas que permiten un manejo apropiado y 

eficiente para conservar grandes volúmenes de granos y semillas por varios años (SAGARPA, 

2011). No obstante, no todos los países cuentan con este tipo de estructuras, por lo que manejan 

silos de acero o concreto, a los cuales si no se les da el mantenimiento correcto pueden permitir 

la infestación de granos por plagas. 

 
 

Pérdidas por Insectos en la Producción de Trigo y Granos Almacenados 

 
 
 
Las pérdidas alimentarias son consecuencia, naturalmente, de las pérdidas cuantitativas, pero 

también, y más insidiosamente, de pérdidas de orden cualitativo. Basta recordar que los 

productos básicos contienen no solamente elementos nutritivos esenciales, sino también 

vitaminas importantes. Es el caso, por ejemplo, del germen del grano, rico en proteínas y en 

vitaminas, al cual le atacan preferentemente los roedores y los insectos (Grolleaud, 2002). Las 

plagas de insectos infligen su daño a los productos almacenados, principalmente mediante la 

alimentación directa. Algunas especies se alimentan del endospermo, causando pérdida de peso 

y calidad, mientras que otras se alimentan del germen, resultando en una mala germinación de 

semillas y menos viabilidad (Malek y Parveen, 1989). Así, debido a los daños causados por los 

insectos, los granos pierden valor para la comercialización, el consumo o la plantación. 

En México, se ha estimado que las pérdidas de granos básicos después de la postcosecha 

llegan a 25% en algunos lugares, y estas pérdidas pueden costar energía y recursos de los 

productores, y prevenir que tengan granos suficientes para alimentar sus familias y animales 

durante el año o tener excedentes para vender (Rivers, 2017). 

Los principales factores bióticos que influyen a la pérdida de trigo durante su 

almacenamiento son los insectos, mohos, aves y ratas. Las principales especies de insectos que 

infectan el trigo incluyen al gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae), el barrenador menor de los 

granos (Rhyzopertha dominica) y el escarabajo castaño de la harina (Tribolium castaneum). 

Todos estos insectos se pueden encontrar extensamente en la mayoría de los países en 

desarrollo a diferentes extremos (Baloch, 1999). 
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Rhyzopertha dominica 

 
 
 

Considerado como el “Barrenador menor de los granos”, R. dominica es un insecto cilíndrico 

pequeño de color marrón perteneciente a los coleópteros, que mide de 2.3 mm a 2.8 mm de largo 

(Lepesme, 1944; Figura 1). Esta es una de las plagas más destructivas de granos almacenados 

ya que puede penetrar en muchos tipos empaques, como por ejemplo los sacos de semillas 

(Highland, 1984). Tanto en su estadio larval como adulto, se alimentan de los granos, causando 

daños en la producción de cereales. (Jood y col., 1996; Rees, 2007). 

Tienen la capacidad de sobrevivir y reproducirse en la harina que se acumula al masticar 

las semillas. El barrenador menor de los granos afecta principalmente cultivos y granos de trigo 

y maíz almacenados, pero puede infestar tabaco, nueces, frijoles, semillas de aves, galletas, 

yuca, cacao, frutos secos, cacahuates, especias, carne seca y pescado. (Koehler y Pereira, 

1994). 

 
 
 

 

Figura 1. Rhyzopertha dominica (Fuente: http://www.agrologica.es/informacion-plaga/capuchino- 

granos-rhizopertha-dominica/) 

 
 

Ciclo de vida de R. dominica 

 
 
 

R. dominica requiere alrededor de poco más de un mes en condiciones ambientales de verano 

de EE. UU. para completar su ciclo de vida (Birch y Snowball, 1945; Howe, 1950). El barrenador 

menor de los granos tiene una larga vida con poblaciones naturales de adultos de edades 

comprendidas entre los recién nacidos y los cuatro meses de edad (Hagstrum y Flinn, 1994). Las 

hembras adultas ponen de uno a siete huevos al día externamente en granos de trigo. La etapa 

http://www.agrologica.es/informacion-plaga/capuchino-
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de huevo se desarrolla dentro de 12 a 18 días en larvas que experimentan cinco instares durante 

aproximadamente 30 días y se pupan, este estadio tarda aproximadamente 6 días en 

transformarse a adultos a 25 °C (Potter, 1935). Las larvas penetran en los granos, se desarrollan 

y pululan en el interior, donde los adultos permanecen durante varios días después de la eclosión 

(Hagstrum y Flinn, 1994). Tanto los adultos como las larvas se alimentan de granos de trigo y 

causan pérdida de peso y deterioro de la calidad (Dowdy y McGaughey 1994). 

 
 
 

 
Figura 2. Ciclo de vida de Rhyzopertha dominica (Imagen modificada de: Paul Boles, Agricultural 

Research Service, United States Department of Agriculture). 

 
 

Métodos de Control de Plagas 

 
 
 
Muchos de los agroquímicos no son efectivos contra plagas de granos almacenados por 

cualidades inherentes de los insectos o los químicos, y algunos insectos ya han desarrollado 

resistencia a estos productos (Arthur, 1996; Haliscak y Beeman, 1983). Varios insectos son 

capaces de alimentarse, desarrollarse y multiplicarse en granos enteros, dañados o cereales 

procesados en los almacenes (Pedersen, 1992). Cuando se almacenan granos de 25 a 35 °C, 
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los insectos pueden reproducirse inmediatamente ocasionando daño a los granos (Sinha y 

Watters, 1985). 

La prevención y control de insectos en productos almacenados son importantes para los 

agricultores y consumidores. Bajo muchas circunstancias, el método más sencillo, rápido y 

económico para el control de plagas son los insecticidas, en forma de fumigantes. Todos los 

insecticidas empleados en los cereales o cerca de ellos, deben cumplir ciertos requisitos para su 

uso. El insecticida ideal debe matar rápidamente a los insectos sin dañar a los humanos o al 

ambiente, tener una actividad residual con una cantidad de contaminación aceptable que no 

afecte los productos, de fácil preparación, económico, y proteja los alimentos almacenados sin 

producir olores (Bennett y col., 1988). Sin embargo, aún no se han encontrado productos 

químicos que cumplan con estos requisitos. En la Tabla 1 se encuentran los distintos métodos 

utilizados en la actualidad, en donde se pueden observar que los efectos adversos de los residuos 

de plaguicidas en los alimentos y el medio ambiente son de preocupación pública y esto ha 

llevado a la sustitución parcial de la fumigación por métodos alternativos de control (Phillips y 

Throne, 2010). Entre estos métodos, el único que mantiene la capacidad especial de fumigación 

para el tratamiento in situ de los productos almacenados, además de ofrecer una diversidad 

similar de tecnologías de aplicación, es el método de la atmósfera modificada (AM) (Navarro, 

2006). 

La manipulación atmosférica con bajo contenido de oxígeno (hipoxia) y dióxido de carbono 

elevado (hipercapnia) a niveles biológicamente alcanzables ha demostrado ser un método 

práctico y económico para proteger los productos almacenados de las plagas insecticidas y 

mantener la calidad del producto (Navarro, 2006; Villers y col., 2008). 



 

 

 

Tabla 1. Métodos de control de plagas en granos almacenados 
 

 
Método Tipo Descripción Ventajas Desventajas 

 
 

 

Temperatura 
Los insectos no pueden desarrollarse o 
reproducirse a temperaturas menores a 

-13°C y mayores a 35°C 

 
Más utilizado, económico 

Las temperaturas varían según la época del 
año y región. Los insectos pueden 

adaptarse a altas temperaturas 
 

 

 
 

Físicos 

 
Atmósferas 
modificadas 

Ambiente deficiente de O2 o alto en CO2, 
alterando el sistema respiratorio del 

insecto 

No contamina al ambiente, no 
deja residuos y las alteraciones 

organolépticas son mínimas 

 
Requiere tiempo de exposición, difícil 
manejo y ocupa constante monitoreo 

 
 

 

Sonidos y 

percusión 
Elimina fases de insectos, e incluso a 

huevos en el interior del grano 
Efectivo para eliminar 

huevecillos 
Requiere tiempo de exposición, 
infraestructura y de alto costo 

 
 

 

Químicos 
Insecticidas y 

fumigantes 

Compuestos químicos (líquidos o 
gaseosos) que se utilizan en áreas 

infestadas 

 
Efectivo para el control de 

plagas, rápido. 

Residuos tóxicos, equipo especial para su 
uso, dañino para la población. Insectos han 

presentado resistencia 

 
 

 

Depredadores Depredadores naturales y en ocasiones 
suelen compartir el mismo hábitat 

Natural, no deja residuos, no es 
tóxico, selectivo y económico 

No son 100% efectivos, no eliminan a todas 
las presas, se requieren en gran cantidad 

 
 

 

Parasitoides Parasitan plagas que se encuentran 
dentro o fuera del grano Natural y selectivo 

No es eficaz, requiere de gran cantidad de 
insectos 

 

Biológicos  

  
Polvos vegetales 

 
Plantas con propiedades insecticidas 

 
Natural y económico 

 
No es eficaz ni ovicida 

 
Otros 

 
Aceites 

esenciales 

 
Extractos de plantas con compuestos 

volátiles y ovicidas 

 
Natural, no tóxico, no deja 
residuos y es económico 

 
Puede requerir tiempo de exposición o no 

Fuente: Trivelli y Velázquez, 1984; Larrain, 1994; Curtis y col., 2002; Phillips y Throne, 2010. 
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Atmósferas modificadas: Hipoxia 

 
 
 
Las atmósferas modificadas o controladas ofrecen una alternativa segura y ambientalmente 

benigna al uso de fumigantes químicos productores de residuos convencionales para controlar 

las plagas de insectos que atacan el grano almacenado, las semillas oleaginosas, los productos 

procesados y los alimentos envasados (Navarro, 2006). Los insectos que se encuentran en 

granos almacenados son organismos aerobios que requieren oxígeno para su supervivencia, por 

lo que, si son expuestos a cambios en la composición de gases atmosféricos, ya sea 

disminuyendo el O2 o aumentando el CO2 su metabolismo será alterado (Navarro, 2012). 

Los efectos de anoxia, hipoxia e hipercapnia en los insectos del producto almacenado han 

sido ampliamente estudiados como medio de control de plagas durante más de 20 años (Tabla 

2). Sin embargo, la respuesta de los artrópodos de productos almacenados a los cambios en la 

relación de O2 a CO2 no se entiende por completo. Se sabe que los cambios en las 

concentraciones de gases atmosféricos provocan una alteración del equilibrio metabólico que 

conduce a la muerte de los artrópodos durante largos periodos de exposición (Calderón y Barkai- 

Golan, 1990). 

La disminución de oxígeno en el medio ambiente provoca estrés en los organismos, lo 

cual activa los sistemas metabólicos de respuesta. Los límites de tolerancia a diferentes tipos de 

estrés son impuestos por la genética del organismo, mientras que la capacidad de respuesta está 

en función de la plasticidad fenotípica del organismo y del tiempo que esté expuesto a las 

condiciones de estrés. Si los organismos se encuentran en condiciones de estrés que superan 

los límites de tolerancia, se compromete la supervivencia del organismo. Así el que un organismo 

pueda enfrentar circunstancias adversas es el resultado de la suma de la interacción de diversos 

factores, que pueden ir desde la modulación de los sistemas bioquímicos que operan en la célula 

a ajustes en el funcionamiento de distintos sistemas de órganos (McMahon, 2001; Hochachka y 

Monge, 2000). 

Las células son capaces de sentir la insuficiencia en la disponibilidad de oxígeno y activar 

un cambio en la expresión génica ya sea por el aumento en el aporte de oxígeno o impulsando 

la supervivencia del organismo en un ambiente de escasez de oxígeno. En este proceso, existe 

un mecanismo altamente conservado desde el punto de vista evolutivo, que implica 

modificaciones post-traduccionales. (Balsa, 2012). 
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Tabla 2. Uso de atmósferas modificadas como método de control de plagas. 

 
Insecto Concentraciones de 

gases (%) 
Tiempo de 
exposición 

Autor(es) 

S. granarius 
S. oryzae 

T. castenum 
R. dominica 

O. surinamensis 

 

0.1-0.25 O2 

9 CO2 

 

3 d 

 

Storey (1975) 

T. castaneum 2-5 O2 

5-35 CO2 

1-5 d Calderón y 
Navarro (1979) 

T. castaneum 
R. dominica 

2-8 O2 

5-30 CO2 

1-6 d Calderón y 
Navarro (1980) 

S. granarius 
T. casteneum 

O. surinamensis 
C. ferrugineus 
R. dominica 

 

0.5–2.6 O2 

10–30 CO2 

 

10 d 

 

Krishnamurthy y 
col. (1986) 

C. ferrugineus 
O. surinamensis 

S. granarius 
S. oryzae 

T. castaneum 

 

3-6 O2 

10-20 CO2 

 

28 d 

 

Conyers y Bell 
(2007) 

S. zaemais 
S. oryzae 

0.5-2 O2 

90-95 CO2 

3-6 d Carvalho y col. 
(2012) 

C. maculatus 2 O2 

0-18 CO2 

20 d Cheng y col. 
(2013) 

 
 
 
 

Mitocondria 

 
 
 

Los seres vivos estamos formados por células, las cuales pueden ser pluricelulares, como las 

plantas y animales o pueden estar formados de una sola célula, como lo son las bacterias. De 

ello se derivan dos clases de células: las procariotas y eucariotas. Las células eucariotas son más 

completas estructuralmente que las procariotas, ya que cuentan con ADN fragmentado en 

cromosomas, los cuales están rodeados por una membrana para formar un núcleo. Dentro del 

citoplasma, se encuentran las mitocondrias y cloroplastos las cuales aportan energía a la célula. 

(Prats, 2005). 
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Las mitocondrias son orgánulos que varían de tamaño y forma según su origen, midiendo 0.5 µm 

de diámetro y 1 µm de largo (son aproximadamente del tamaño de una bacteria) y en ellas se 

encuentra el sitio del metabolismo oxidativo (Voet, 2006). Existen en gran cantidad en casi todas 

las células, ocupando el 25% del volumen celular. Las mitocondrias se encuentran rodeadas por 

dos membranas, una externa lisa y una interna plegada por dentro que tiene una superficie 

extensa que envuelve la matriz mitocondrial. Las invaginaciones de la membrana interna se 

denominan crestas y las evaginaciones tubulares son los túbulos, mientras que el espacio que 

separa a la membrana externa de la interna se le conoce como espacio intermembranal (Koolman 

y Röhm, 2004). 

En la membrana interna también presenta diversas proteínas de transporte que hacen que 

la membrana sea permeable de forma selectiva a las pequeñas rnolécuIas metabolizadas o que 

son necesarias por gran cantidad de enzimas mitocondriales que se sitúan en la matriz. Entre 

estas enzimas se encuentran las que reutilizan el piruvato y los ácidos grasos hasta acetil CoA y 

las que oxidan el acetil CoA en el ciclo del ácido cítrico. Los principales productos finales de esta 

oxidación son el CO2, que es eliminado de la célula, mientras que el NADH y FADH2, que 

constituyen la principal fuente de electrones, serán transportados a través de la cadena 

respiratoria, es decir, la cadena de transporte de electrones de la mitocondria (Alberts y col., 2008; 

Lodish y col., 2005). 

 

 
Figura 3. Representación estructural de la mitocondria (Fuente: 

http://alfaser.org/2016/05/05/queres-mas-energia-optimiza-tus-mitocondrias/) 

http://alfaser.org/2016/05/05/queres-mas-energia-optimiza-tus-mitocondrias/)
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Cadena de transporte de electrones y fosforilación oxidativa 

 
 
 

También conocida como cadena respiratoria, es la última fase de la respiración aerobia para la 

producción de energía. Este sistema consiste en una secuencia de complejos capaces de 

provocar reacciones de oxidación y reducción (Tortora y col., 2007). En las mitocondrias, el NADH 

o el FADH2 producido por el ciclo de Krebs, transfieren un electrón de alta energía por medio de 

la cadena transportadora de electrones, en donde parte de la energía liberada impulsa la acción 

de tres complejos enzimáticos respiratorios que bombean H+ hacia el exterior de la matriz. Estos 

protones generan un gradiente electroquímico de iones H+ a través de la membrana mitocondrial 

interna causando que los protones vuelvan hacia la matriz por medio del complejo V para 

sintetizar moléculas de ATP (Alberts y col., 2008). 

La cadena transportadora de electrones está compuesta por tres complejos (I, III y IV) que 

se encuentran dentro de la membrana mitocondrial y dos moléculas transportadoras móviles, la 

ubiquinona (coenzima Q) y el citocromo c. (Koolman y Röhm, 2004). 

 
 

 

 
Figura 4. Complejos de la cadena transportadora de electrones y fosforilación oxidativa (Imagen 

modificada por Klaus Hoffmeier, OpenStax College, Anatomy & Physiology). 
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Complejo I o NADH deshidrogenasa: es la primera proteína mitocondrial en el transporte 

de electrones. Es el complejo más grande, conformado por más de 40 cadenas polipeptídicas. 

Su función es aceptar los electrones del NADH producido en el ciclo de Krebs y los traslada a la 

ubiquinona (coenzima Q) a través de una flavina con el fin de transferir los electrones al complejo 

III (Alberts y col., 2008). 

Complejo II o Succinato deshidrogenasa: flavoproteína que se encuentra unida a la 

membrana interna en las mitocondrias y participa en el ciclo del ácido cítrico y en la cadena 

respiratoria. Está compuesta por cuatro subunidades, una donde se encuentra el sitio de fijación 

de sustrato (FAD unido a un residuo de histidina), otra que contiene tres centros ferrosulfurados 

y dos proteínas hidrofóbicas. En ella, se transfieren electrones y protones a partir del succinato 

unido covalentemente a FAD, en donde los centros ferrosulfurados se oxidan y reducen. El flujo 

de electrones llega a la coenzima Q en donde continuarán su trayectoria por los demás complejos 

(Devlin, 2004). 

Complejo III o Citocromo c reductasa: Está compuesto por 11 cadenas polipeptídicas 

diferentes formando un dímero. Cada monómero tiene tres grupos hemo, los cuales están unidos 

a citocromos (proteínas transportadoras de electrones) y una proteína ferrosulfurada. Las 

subunidades catalíticas, citocromo b y c1, aceptan los electrones obtenidos por la ubiquinona al 

citocromo c, dicho proceso está relacionado con la translocación de protones desde la matriz 

hasta el espacio intermembrana (Müller-Esterl, 2008). 

Complejo IV o Citocromo c oxidasa: Es la última proteína involucrada en el transporte de 

electrones para la síntesis de ATP. Esta enzima, al igual que el complejo III, actúa como dímero 

al estar formado por 13 cadenas polipeptídicas, dos subunidades de citocromos y dos átomos de 

cobre. El complejo acepta un electrón del citocromo c a la vez y transfiere cuatro al oxígeno para 

producir agua. (Alberts y col., 2008). 

Complejo V o ATP sintasa: Es una enzima compleja que lleva a cabo la fosforilación 

oxidativa. Está conformada por dos dominios funcionales, una fase unida a la membrana interna 

mitocondrial (F0) y una fase catalítica (F1) situada en la matriz mitocondrial (Watt y col., 2010). Su 

principal función es sintetizar ATP a partir de ADP y fósforo inorgánico (Pi) en la matriz 

mitocondrial utilizando la energía suministrada por el gradiente electroquímico de protones 

generado por los sustratos producidos en el ciclo de Krebs (Capaldi y col., 1994). La presencia 

universal de la ATP sintasa en mitocondrias, cloroplastos y procariontes, es de vital importancia 

en los mecanismos energéticos de las células (Alberts y col, 2008). 
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ATP sintasa: Estructura y Función 

 
 
 

La F0F1-ATP sintasa (EC 3.6.3.14) es una enzima multimérica, que se encuentra en la membrana 

mitocondrial de mamíferos, levaduras, hongos y en la membrana citoplasmática de bacterias 

(Devlin, 2004) y tiene como función proveer energía a la célula para que pueda realizar todos sus 

procesos vitales. También se le conoce como ATPasa por su capacidad de hidrolizar moléculas 

de ATP (Alberts y col., 2008). 

Como se mencionó anteriormente, la ATP sintasa está conformada por dos partes proteicas 

definidas: F1, una porción soluble situada en la matriz mitocondrial y F0, que se encuentra unido 

a la membrana mitocondrial interna. Mientras que F1 se compone de tres copias de las 

subunidades α y β, y una de las subunidades γ, δ y ε. Estas últimas tres subunidades constituyen 

el tallo central del complejo V (Figura 5; Watt y col., 2010) mientras que las subunidades α y β 

conforman la parte catalítica de la enzima, siendo estas las más conservadas (Pedersen y Amzel, 

1993). La estructura del complejo es muy similar en las membranas de mitocondrias, cloroplastos 

y bacterias y muy diferente en el resto de las bombas de iones que hidrolizan ATP (como la 

Na+/K+-ATPasa de la membrana plasmática en eucariontes, o Ca+2-ATPasa que acumula Ca+2 en 

el retículo endoplasmático) (Nicholls, 1987). 

 
 

 

 
Figura 5. Estructura de ATP sintasa de Escherichia coli. (Fuente: Kanehisa Laboratories) 
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La función de la ATP sintasa es sintetizar ATP a partir de ADP y Pi en el dominio F1. Esto 

es posible debido a la energía derivada de un gradiente de protones que atraviesan la membrana 

mitocondrial interna desde el espacio intermembrana hacia la matriz a través de la porción F0 de 

la enzima. El gradiente de protones establece una fuerza motriz protónica, el cual está compuesto 

por dos factores: un diferencial de pH y un potencial eléctrico de membrana (Campanella y col., 

2009). 

La energía liberada provoca la rotación de dos motores rotatorios: el anillo de subunidades 

c en F0, junto con las subunidades γ, δ y ε en F1, a la que está unida. Los protones pasan por F0 

a través de la subunidad al anillo c (Boyer y Kohlbrenner, 1981). La rotación de la subunidad γ 

dentro del hexámero α3β3 proporciona energía para la síntesis de ATP. Esto se llama "catálisis 

rotatoria" (Devenish y col., 2008). Boyer (1975) describió el mecanismo de "cambio de unión", en 

donde explica la síntesis e hidrólisis de ATP por los sitios catalíticos de la subunidad β (Figura 6). 

 
 
 
 

 
Figura 6. Mecanismo de cambio de unión para la síntesis de ATP (Imagen modificada de 

http//www.guweb2.gonzaga.edu). 

 
 

Subunidad β. La mayor parte del sitio catalítico de la ATP sintasa reside en la subunidad 

β y existen trabajos que han tratado de medir catálisis en la subunidad β aislada y purificada, para 

estudiar el ciclo catalítico libre del resto de las subunidades del complejo (Mitchell, 1961). La 

extensión de la subunidad β está compuesta por aproximadamente 60 aminoácidos y se localiza 

en el extremo C-terminal (Franzén y Falk, 1992). No es clara la función de estas extensiones, 

aunque se ha propuesto que estos aminoácidos extra en la subunidad β podrían hacer el papel 

de la proteína reguladora dentro del complejo (Villavicencio y col., 2009), ya que la proteína 

inhibidora de la ATP sintasa de los eucariontes, la IF1, no se encuentra en este complejo (Alberts 

y col., 2008). 
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La subunidad β del complejo mitocondrial muestra una diversa organización y presenta 

varias regiones homologas de secuencia con otras enzimas que utilizan ATP (Futai y Kanazawa, 

1983; Walker y col., 1982). Como se muestra en la figura 6, las tres subunidades catalíticas β 

adquieren conformaciones diferentes durante la síntesis de ATP: abierta, semiabierta y cerrada. 

Cuando la subunidad pasa del estado cerrado al abierto se libera una molécula de ATP, y a su 

vez se captan las moléculas de ADP y fosfato. Con estos sustratos, la subunidad β cambia a una 

conformación semiabierta, donde se lleva a cabo la reacción de formación del ATP, y 

posteriormente uno de los sitios catalíticos se abre para liberar el producto. Este ciclo se repite 

en forma alterna en las tres subunidades β de la ATP sintasa (Cano y González, 2011). Por lo 

tanto, esta subunidad juega un papel central en la síntesis de ATP ya que contiene aminoácidos 

involucrados en el enlace de sustratos al sitio catalítico (Amzel y Pedersen, 1983; Senior y Wise, 

1983). 

 
 
 

 
Figura 7. Estructura tridimensional de la ATPasa F1 mitocondrial de corazón bovino. Se señalan 

de color azul las tres subunidades catalíticas β (Bowler y col., 2007). 

 
 

Son escasos los estudios que se han realizado sobre las enzimas que participan en la 

bioenergética de artrópodos, especialmente del complejo V. Como se muestra en la tabla 3, las 

investigaciones se concentran en el análisis de las secuencias nucleotídicas de subunidades 

nucleares y mitocondriales y en la actividad enzimática de la ATP sintasa/asa bajo diferentes 

condiciones en varios organismos. Sin embargo, son carentes los estudios realizados en la 

subunidad β de este complejo en insectos (Tabla 4). 
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Tabla 3. Estudios moleculares y de actividad enzimática de ATP sintasa. 

 
Organismo Aportación Autor (es) 

Mus musculus Regulación de la expresión de la 

subunidad ε de la ATP sintasa de 

células C2C12 en hipoxia por 24 h 

Levy y Kelly (1997) 

Litopenaeus 

vannamei 

Aumento de la actividad ATPasa en 

hipoxia de 10 h 

Martínez-Cruz y col. (2012) 

Belgica antarctica Disminución en la expresión génica 

de subunidades de la ATP sintasa en 

condiciones de deshidratación 

Teets y col. (2012) 

Ratas Sprague– 

Dawley 

Inhibición de la actividad y 

disminución de la concentración ATP 

sintasa en hipoxia hipobárica por 4 

h/4 semanas 

Wang y col. (2012) 

Litopenaeus 

vannamei 

Respuesta transcripcional de las 

subunidades γ, δ y ε de la ATP 

sintasa bajo el efecto de hipoxia 

Martínez-Cruz y col. (2015) 

Rhyzopertha 

dominica 

Disminución de la actividad ATPasa 

en hipoxia de 24 h 

Levy-de la Torre (2017) 
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Tabla 4. Estudios realizados en la subunidad β de la ATP sintasa 

 
Organismo Aportación Autor (es) 

Bovinos Obtención de la secuencia nucleotídica de 

la subunidad β de la ATP sintasa 

mitocondrial de corazón bovino 

Walker y Runswick (1983) 

Nicotiana 

plumbaginifolia 

Detección de dos genes nucleares para la 

subunidad β de la ATP sintasa mitocondrial 

Boutry y Chua (1985) 

Homo sapiens Análisis de secuencia, asignación de 

cromosomas y expresión diferencial de 

atpβ 

Neckelmann y col. (1989) 

Drosophila 

melanogaster 

Estructura, características reguladoras de 

la transcripción y patrón de expresión de 

atpβ 

Peña y col. (1995) 

Arabidopsis 

thaliana 

Identificación de la subunidad β de la ATP 

sintasa como un nuevo regulador de la 

muerte celular de las plantas 

Chivasa y col. (2010) 

Litopenaeus 

vannamei 

Secuencia del ADNc y cuantificación del 

ARNm de atpβ durante la hipoxia 

Martínez-Cruz y col. (2011) 

Panstrongylus 

megistus 

Identificación de la subunidad β de la 

ATPasa como una proteína de unión a 

lipoforina en preparaciones de membrana 

de intestino medio enriquecido libre de 

mitocondrias. 

Fruttero y col. (2014) 

Spodoptera litura Identificación de la subunidad β de la 

ATPasa en la población celular apoptótica 

inducida por Microplitis bicoloratus 

Kou y col. (2017) 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 
Cultivo de Rhyzopertha dominica 

 

 
Se realizaron cultivos para generar nuevas colonias de insectos y aumentar su reproducción, para 

ello se utilizaron frascos de vidrio con tapa horadada cubierta con una malla, a los cuales se 

añadieron insectos adultos de R. dominica en cada frasco y 200 g de trigo (Triticum aestivum) 

para fomentar su desarrollo. El cultivo fue incubado a 30 °C y a una humedad aproximada del 

70% por un mes aproximadamente. 

 
 

Diseño de Oligonucleótidos 

 

 
Para la obtención de la secuencia parcial de la subunidad β de ATP sintasa (atpβ), se diseñaron 

oligonucleótidos a partir de secuencias reportadas de artrópodos en la base de datos GenBank. 

Los oligonucleótidos contienen entre 40 y 60% de GC y una longitud entre 17 y 20 pares de bases 

con el fin de obtener un amplicón de entre 130 y 200 pares de bases, tamaño idóneo para la 

realización de la evaluación de la expresión génica. 

 
 

Extracción de ARN Total de R. dominica 

 

 
Pasado el tiempo de reproducción de R. dominica, se recolectaron 40 mg de insectos adultos 

(alrededor de 50 insectos) para la obtención de la secuencia de ADN complementario (ADNc). 

Los insectos fueron macerados en 1 mL de reactivo TRIzol® (Invitrogen, CA), que tiene su 

fundamento en la metodología descrita por Chomczynski y Sacchi (1987); siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Una vez homogenizados los insectos, se adicionaron 200 μL de 

cloroformo, se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12 000 x g 

por 15 minutos a 4 °C. Se recolectó la fase acuosa y se repitió la extracción adicionando 500 μL 

de TRIzol®. Llevado esto acabo, se recuperó la fase acuosa a la cual se le adicionó 1 mL de 

isopropanol frío, se incubó por 10 minutos y se centrifugó a 12 000 x g por 15 minutos a 4 °C. Se 

desechó el sobrenadante y el precipitado se lavó con 1 mL de etanol al 75% en agua tratada con 
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dietil pirocarbonato al 0.1% (DEPC) frío. Para finalizar la extracción, se centrifugó a 7 500 x g por 

5 minutos a 4 °C, se descartó el sobrenadante, el exceso de etanol restante y se agregó 30 μL 

de agua DEPC al 0.1%. 

 
 

Cuantificación y Evaluación de la Integridad del ARN Total 

 

 
El ARN total obtenido se cuantificó por triplicado a una longitud de onda de 260 y 280 nm en el 

espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 v 3.5.2, (Thermo Scientific, USA). Posteriormente, se 

valoró la integridad del ARN por electroforesis en gel de agarosa al 1% con UView™ 6x Loading 

Dye (1 μL/5 μL de muestra; Bio-Rad Laboratories, Inc.) como marcador fluorescente, utilizando 5 

μg de ARN total. La electroforesis se realizó a 60 volts y una vez obtenidas las bandas, éstas 

fueron detectadas en el fotodocumentador Gel Doc™ EZ Gel Documentation System (Bio-rad, 

USA), utilizando el programa Image Lab™ Sofware (Bio-rad, USA). 

 
 

Digestión del ADN Genómico Presente en Muestras de ARN Total y Síntesis del ADN 

Complementario 

 
 

Para la obtención completa del ADNc es necesario eliminar la contaminación por ADN genómico 

(ADNg) que se encuentra en la muestra de ARN total extraída. Para ello se digirieron 8 µg de 

muestra con DNasa I (1 U/µg de ARN; Sigma, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se incubó la muestra a 37 °C por 20 minutos, se añadió 1 µL de EDTA 50 mM para inactivar la 

enzima y se incrementó la temperatura a 70 °C por 10 minutos. Una vez terminado el tratamiento 

se comprobó la eliminación del ADNg por medio de PCR convencional y electroforesis en gel de 

agarosa al 1%. 

El ADN complementario (ADNc) se sintetizó a partir de 5 μg de ARN total de R. dominica 

libre de ADNg empleando el kit comercial GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, 

U.S.), siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se preparó una mezcla con 5 μg de 

ARN total, 1 µL de oligo (dT) 15, y se incubó a 70 °C por 5 minutos. Se enfrió en hielo por 5 minutos 

y se le agregó una segunda mezcla con 4 µL de GoScript™ 5X Reaction Buffer, 4 µL de MgCl2 

25mM, 1 µL de PCR Nucleotide Mix 0.5 mM, 1 µL de Recombinant RNasin® Ribonuclease 

Inhibitor, 1 µL de GoScript™ Reverse Transcriptase y se llevó hasta un volumen de 15 μL con 
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H2O libre de nucleasas. Una vez enfriado y mezclado ambas soluciones, se incubó a 25 °C por 5 

minutos y después a 42 °C por una hora. Posteriormente, se incubó a 70 °C durante 15 minutos 

para inactivar la enzima transcriptasa reversa. Finalmente, el ADNc se almacenó a -20 °C hasta 

su uso. 

 
 

Obtención de la secuencia parcial de la subunidad β de ATP sintasa 

 

 
A partir del ADNc sintetizado se realizó un PCR convencional utilizando los oligonucleótidos 

diseñados anteriormente para la amplificación de la subunidad β de la ATP sintasa de R. 

dominica. La reacción de PCR se realizó usando 24 μL de la mezcla preparada a partir de 12.5 

μL H2O agua ultra pura, 2.5 μL coral 10x, 2.5 μL buffer 10x, 0.5 μL dNTPs 10 mM, 5 μL solución 

Q 5x, 0.125 μL Taq (5 U/μL) y 0.5 μL de cada oligonucleótido 1.6 mM y 1 μL de ADNc 

(equivalentes a 200 ng de ARN total). Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 95 

°C por 3 minutos (un ciclo); 95 °C por 45 segundos, 60 °C por 1 minuto y 72 °C por 2 minutos (35 

ciclos) y una extensión de 72 °C por 10 minutos en un termociclador C-1000 Touch™ Thermal 

Cycler (Bio-Rad, USA). Posteriormente, los productos de PCR obtenidos fueron analizados en 

geles de agarosa al 1 % y purificados por columnas GFX (General Electric, CA), siguiendo las 

condiciones del fabricante. 

 
 

Exposición a Atmósferas Modificadas 

 

 
Se utilizó el equipo de atmósferas modificadas Thermo Gas Mixers (Instrument Corporation la 

Porte, Indiana, USA) capaz de generar una mezcla de gases de CO2 y O2, en el rango de 0-100%. 

Se usaron bolsas de polietileno MSD – DR006 (Grainpro, Inc.), a los cuales se añadieron 200 

insectos adultos de R. dominica. El tratamiento consistió en someter a R. dominica a una mezcla 

de gases 10% CO2, 5% de O2 y 85% de N2, por 24 horas. Una vez colocados los insectos con la 

concentración de gases adecuada, las bolsas fueron selladas herméticamente y puestas a 

incubar a 30 °C y a 70% de humedad relativa. Cada tratamiento se evaluó por triplicado. También 

se incluyeron insectos sin ser expuestos a hipoxia como controles (0.01 CO2, 19% O2 y 80% N2). 
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Aislamiento de Mitocondrias 

 

 
Para el aislamiento de mitocondrias de R. dominica se siguió la metodología propuesta por Heddi 

y col. (1993), con ciertas modificaciones. Los insectos adultos fueron lavados dos veces con agua 

jabonosa en proporción 10:1, hipoclorito de sodio al 2% y enjuagados con agua destilada. 

Posteriormente, se homogenizaron en un medio de extracción (MEX): PIPES 4 mM, sacarosa 

250 mM, KCl 50 mM, EDTA 1 mM a pH 6.8. La mezcla se centrifugó a 8500 x g a 4 °C por 10 

minutos. Después de eliminar el sobrenadante, el precipitado se suspendió en MEX y fue 

homogeneizado en un recipiente frío. Después, la mezcla se centrifugó a 700 x g por 5 minutos 

a 4 °C. Se descartó el precipitado y el sobrenadante se centrifugó a 8500 x g por 10 minutos a 4 

°C obteniendo un precipitado en donde se encuentran las mitocondrias. Éstas fueron lavadas dos 

veces en buffer MLM: PIPES 4 mM, sacarosa 290 mM, KCl 20 mM, MgCl2 1 mM a pH 6.8 y 

posteriormente se centrifugaron a 8500 x g por 10 minutos a 4 °C. Por último, el precipitado fue 

resuspendido y se aforó a 50 μL con buffer MLM. 

 
 

Cuantificación de Lactato 

 

 
Se determinó la concentración de lactato utilizando el kit L-Lactate (Randox, UK) adecuando las 

instrucciones del fabricante para la evaluación en microplaca. Para ello se utilizaron 20 µL de 

muestra en 180 µL del reactivo del kit. Posteriormente, se midió la absorbancia de la muestra 

contra un blanco a una longitud de onda de 550 nm utilizando un lector de microplaca Multiskan 

GO (Thermo Fisher Scientific, Japón). 

 
 

Determinación de proteínas por el método de Bradford 

 

 
Para cuantificar las proteínas presentes en el precipitado obtenido en el aislamiento de 

mitocondrias, se utilizó el reactivo de Bradford (RB) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA). 

Este ensayo se llevó a cabo en un espectrofotómetro de microplaca Multiskan GO (Thermo Fisher 

Scientific, Japón) a una longitud de onda de 595 nm midiendo por triplicado cada muestra. Para 

medir la concentración de proteínas presentes, se realizó una reacción con 250 µL del RB, 45 µL 

de agua ultra pura y 5 µL de la muestra. En el caso del blanco, se mezclaron 250 µL del RB, 45 
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µL de agua ultra pura y 5 µL del buffer en donde las mitocondrias fueron resuspendidas (MEX). 

Ambas reacciones se llevaron a un volumen final de 300 µL y se incubaron a 25 °C por 20 minutos. 

Se construyó una curva de calibración con albúmina de suero bovino (ASB) a una 

concentración de 2 mg/mL. A partir de esta concentración se realizaron diluciones de 1, 0.5, 0.25, 

0.125 y 0.0625 mg/mL. Se midió la absorbancia utilizando 250 µL del RB, 45 µL de agua ultra 

pura y 5 µL de cada dilución. El blanco consistió en 250 µL del RB y 50 µL de agua ultra pura, fue 

incubado por 20 minutos y cada medición se realizó por triplicado. 

 
 

Evaluación de la expresión génica de R. dominica bajo el efecto de 

hipoxia por qRT-PCR. 

 
 
Se evaluó la expresión génica de 150 insectos adultos de R. dominica en normoxia y en 

condiciones de hipoxia; se realizaron los métodos anteriormente descritos para el aislamiento, 

cuantificación, evaluación de la integridad del ARN total, la eliminación del ADNg y la síntesis del 

ADNc. 

El ARN mensajero (ARNm) de atpβ se determinó utilizando el termociclador StepOne 

Real-Time PCR-System (Applied Biosystems, CA), el cual consiste en la detección y 

cuantificación del fluoróforo SYBR-Green que se une a las dobles cadenas de los productos de 

PCR. Se utilizaron los oligonucleótidos diseñados (Tabla 5) para la amplificación del gen atpβ, 

así como para el gen constitutivo (β-actina) para normalizar la expresión génica. Se preparó la 

reacción a partir de 12.5 μL Master mix for real-time qPCR with green-fluorescent DNA stain (Jena 

Bioscience, Germany), 1 μL de cada oligonucleótido (sentido y antisentido) diseñado previamente 

y 208 ng de ADNc sintetizado. Las condiciones de PCR para atpβ fueron las siguientes: 95 °C 

por 10 minutos, 95 °C por 15 segundos, 42 °C por 25 segundos y 72 °C por 20 segundos (40 

ciclos), con una curva de disociación de 42 °C a 95 °C. La cuantificación se llevó a cabo por 

triplicado para ambos genes. Se utilizó el método 2-∆∆CT propuesto por Livak y Schmittgen (2001) 

para calcular los cambios en la expresión génica de subunidad la subunidad β de la ATP sintasa. 

El cálculo se basa en el valor del Ct (ciclo en el que la fluorescencia alcanza el valor de umbral) 

de cada muestra durante la amplificación. La fórmula consiste en: 

2 – ((CT atpβ – CT βactina) x – (CTprom atpβ – CTprom βactina)) 

 
en donde: 
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CT atpβ es el Ct del gen evaluado 

 
CT βactina es el Ct del gen constitutivo 

 
x es el tratamiento experimental 

 
CTprom atpβ es el promedio de los Ct de atpβ en normoxia 

 
CTprom βactina es el promedio de los Ct de β-actina en normoxia 

 
Los resultados se expresaron como el cambio en la expresión génica de la subunidad β 

normalizada con respecto a la expresión del gen constitutivo (β-actina) y relativa a la condición 

de normoxia. En cada ensayo de qRT-PCR se incluyeron controles negativos sin templado. Se 

construyó una curva estándar para atpβ y β-actina, utilizando producto de PCR purificado como 

templado, en donde se realizaron 7 diluciones seriadas de 0.918 ng a 9.18x10-7 ng para atpβ y 

de 1.078 ng a 10.78x10-6 ng para el gen constitutivo y se calculó la eficiencia del PCR (%) para 

cada gen. 

 
 

Cuantificación de la Actividad ATPasa 

 

 
La actividad ATPasa se evaluó con base en la hidrólisis de ATP, a partir de un ensayo donde se 

determinó la oxidación de NADH a NAD e indirectamente la hidrólisis de ATP en ADP. Para llevar 

a cabo la reacción se utilizó una celda de 1 mL, a la cual se le agregó Tris 178 mM, MgSO4 13 

mM, KCl 133 mM, sacarosa 300 mM, ATP 6.7 mM, fosfoenolpiruvato 20 mM, NADH 0.13 mM, 

piruvato cinasa 2 U, lactato deshidrogenasa 3 U, pH 8.0. Se utilizaron aproximadamente 90 μg 

de proteína mitocondrial de cada uno de los tratamientos. Para medir actividad, se empleó un 

espectrofotómetro (Agilent Cary 60 Spectrophotometer, Mulgrave, Victoria, Australia) a una 

longitud de onda de 340 nm a temperatura ambiente. Se midió la absorbancia cada 5 segundos 

durante 5 minutos. Cada muestra se determinó por triplicado. Se cuantificó la actividad enzimática 

en U/mg de proteína de acuerdo con la siguiente fórmula: 

 
 
 

U 

mg 
Proteína= 

 

ΔA340nm/ min muestra -ΔA340nm/ min Blanco (1) 

(6.22)(0.09) 
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Donde: 

 
∆A340nm/min Muestra es la absorbancia de la muestra por minuto. 

 
∆A340nm/min Blanco es la absorbancia del blanco por minuto. 

 
1 es el volumen de la reacción (mL). 

 
6.22 es el coeficiente de extinción mM del NADH. 

 
0.09 es la cantidad de proteína utilizada en mg. 

 
U/mg Proteína cantidad necesaria para hidrolizar 1µmol de ATP en ADP + Pi por minuto a 

28°C a pH 8. 

 
 

Análisis Estadístico 

 

 
Se realizó un análisis estadístico para la concentración de lactato, actividad enzimática y 

expresión génica, utilizando la prueba t de student, considerando un intervalo de confianza del 

95%, empleando el software NCSS versión 2007. 
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RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

 
Obtención de la secuencia nucleotídica parcial de la subunidad β de la ATP sintasa 

 
 

Diseño de oligonucleótidos 

 

 
A partir de secuencias reportadas en bases de datos para el escarabajo castaño de la harina, 

Tribolium castaneum (GenBank: NM_001170890.1), el mosquito de la fiebre amarilla, Aedes 

aegypti (GenBank: DQ440233.1) y variantes de la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster 

(GenBank: NM_001297790.1, NM_001272152.1, NM_166808.3, X71013.1), se diseñaron 

oligonucleótidos para la amplificación de un fragmento de ADNc de 199 pares de bases 

codificantes para atpβ. Las características de cada oligonucleótido se describen en la Tabla 5, en 

donde se puede observar que cada uno cuenta con las propiedades necesarias para ser utilizados 

en la evaluación de la expresión génica. 

 
 

Tabla 5. Características de los oligonucleótidos diseñados para atpβ de R. dominica. 
 

Gen Oligos Secuencia pb %GC Tm °C 

atpβ ATPBFw1 GTTGCCGTAATCGGTGC 17 58.8 54.3 

 ATPBRv3 GGGTTTCAGCACCGACT 17 58.8 55.1 

β-actina BACTINAFw1 CGTCTTCCCATCCATCG 17 58.8 52.6 

 BACTINARv5 CCATATCATCCCAGTTGGTG 20 50 52.9 

 
 
 

Amplificación del gen atpβ 

 

 
Para obtener la secuencia parcial del gen atpβ se aisló y se cuantificó el ARN total extraído por 

espectrofotometría a una longitud de onda de 260 y 280 nm, obteniendo una concentración de 

2,723 ng/µL y una relación 260/280 de 1.9. La concentración de ARN se deriva de la absorbancia 

a 260 nm, la longitud de la trayectoria de la luz y el coeficiente de extinción molar. Mientras que 

la pureza se determina a partir de la relación de la absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm. El 
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ARN debe tener una relación 260/280 de alrededor de 1.8 – 2 para ser considerado como un 

producto puro (Douglas y col., 2005). La evaluación de la integridad del ARN se realizó mediante 

la visualización de las bandas 28S y 18S del ARN ribosomal (ARNr) y por la ausencia de barridos 

en una electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 8; Mueller y col., 2004). 

 
 
 
 

 
Figura 8. Integridad del ARN total de R. dominica. 1) EZ Load 100 bp como marcador molecular 

y 2) ARN total de R. dominica. 

 
 

Para la amplificación de nuestro gen es necesario realizar la digestión del ADN genómico, 

ya que en el ARNm maduro se encuentran secuencias codificantes (exones), y la presencia de 

ADNg podría causar posibles interferencias al momento de evaluar la expresión génica. En la 

Figura 9 se confirma la eliminación del ADNg tratado con la enzima DNAsa I por la ausencia de 

una banda de amplificación del gen de tripsina (carril 2), el control positivo de tripsina de 213 pb 

(carril 3) indica un buen funcionamiento de los ciclos de amplificación del PCR y el control negativo 

(carril 4) indica que los componentes del PCR se encuentran libres de contaminantes. 
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Figura 9. Digestión del ADN genómico de R. dominica. 1) EZ Load 100 bp como marcador 

molecular, 2) ARN tratado con DNasa I, 3) producto de PCR conocido amplificado con tripsina y 

4) control negativo de la amplificación con tripsina. 

 
 
 

Posteriormente, se llevó a cabo la síntesis del ADNc y la amplificación de atpβ de R. 

dominica por PCR convencional utilizando oligonucleótidos previamente diseñados. En la Figura 

10 se muestra una banda de amplificación de 199 pb (carril 2) correspondiente a atpβ y en el 

carril 4 el control positivo amplificado por tripsina. El carril 3 y 5 representan a los controles 

negativos de atpβ y tripsina, respectivamente. Por lo anterior, se confirma la obtención del 

fragmento de interés de 199 pb correspondiente a la subunidad β de la ATP sintasa de R. 

dominica. 

 
 

 

 
Figura 10. Amplificación de fragmentos de ADNc de R. dominica. 1) EZ Load 100 bp como 

marcador molecular, 2) ADNc amplificado con atpβ, 3) control negativo de la amplificación con 

atpβ, 4) control positivo amplificado con tripsina y 5) control negativo de la amplificación con 

tripsina. 
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Se realizó un alineamiento múltiple de la secuencia nucleotídica de atpβ obtenida a partir de 

fragmentos amplificados en el laboratorio, utilizando el programa de Clustal Omega, 

comparándola con secuencias reportadas de la subunidad β de la ATP sintasa en distintos 

organismos, en donde no se encontró similitud entre ellas. Esto podría deberse a complicaciones 

al momento de amplificar el fragmento de atpβ, obteniendo bajas concentraciones en el producto 

purificado. Sin embargo, en la amplificación por PCR, se obtuvo una banda de aproximadamente 

199 pb, la cual corresponde al tamaño esperado. 

 
 

Exposición de R. dominica a hipoxia 

 
 

Cuantificación de lactato 

 

 
La producción de ATP comienza cuando los carbohidratos, proteínas y lípidos son metabolizados. 

Una de las vías más rápidas para la obtención de energía es a partir de la glucólisis, produciendo 

moléculas de ATP, NADH y piruvato (Pagana, 2009). Sin embargo, al existir una escasez de 

oxígeno en los tejidos, ocurre un cambio en el metabolismo, causando que este pase de un 

estado aerobio a anaerobio. Al no haber suficiente producción de ATP para satisfacer la 

demanda, los insectos cambian al menos parcialmente a vías anaeróbicas para la obtención de 

energía (Pagana, 2009; Harrison y col., 2017). Existen varios estudios en donde se ha descubierto 

que los insectos recurren a esta ruta utilizando distintos metabolitos, como es el caso de las larvas 

del gusano de sangre, Chironomus thummi y del mosquito común, Culex pipiens, que acumulan 

grandes cantidades de alanina y lactato a los 60 minutos de estar expuestos a anoxia, las larvas 

del mosquito fantasma, Chaoborus crystallinus, forman succinato como producto final del 

metabolismo del malato y las larvas de C. thummi excretan etanol para sobrevivir a la falta de 

oxígeno (Redecker y Zebe, 1998; Englische y col., 1982; Zebe, 1977). 

Se ha encontrado que los insectos adultos acumulan lactato, alanina, succinato, glicerol, 

glicerol 3-fostato, acetato y etanol como resultado de la anaerobiosis y la cuantificación de estos 

son una forma sencilla para identificar a organismos cuando están bajo estrés hipóxico. La 

producción de lactato es consistente en este tipo de exposición, dado que este compuesto no 

aumenta en condiciones normales, ya que es un producto del metabolismo anaeróbico en varios 

organismos (Adler, 1994; Hoback y Stanley, 2001). En el presente trabajo se sometió a R. 

dominica a condiciones de hipoxia, en donde fue necesario medir la concentración de lactato 
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presente en los organismos con el fin de confirmar que los insectos estuvieron expuestos a este 

tipo de estrés Se observó un incremento de lactato del 29% en insectos en hipoxia con respecto 

a los insectos control (Figura 11). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Cota 

(2016) donde sometieron a R. dominica a un tratamiento de 12 y 24 h de hipoxia, reportando un 

aumento en la concentración de lactato del 50% y 75% respectivamente, en comparación con los 

mismos insectos en condiciones de normoxia. 
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Figura 11. Concentración de lactato. Las variables literarias representan diferencias significativas 

entre tratamientos (p<0.05). 

 
 

Resultados similares fueron reportados por Navarro y Friedlander (1975) quienes 

expusieron a pupas de la polilla de la harina, Ephestia cautella, a un ambiente hipóxico por 24 

horas, obteniendo un aumento en la concentración de lactato en la hemolinfa. Adler (1994) reportó 

un aumento en la producción de lactato en el gorgojo del trigo, Sitophilus granarius, en dos tipos 

de ambientes bajos en oxígeno: con altas concentraciones de CO2 y N2. Existen insectos que son 

resistentes a la falta de oxígeno, como lo es la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, en 

donde se evaluó la producción de este producto del metabolismo anaerobio en organismos 

resistentes y sensibles a anoxia, obteniendo como resultado un incremento en la producción de 

lactato en moscas resistentes a la ausencia de oxígeno con respecto a los organismos sensibles, 
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lo cual sugiere que las moscas sensibles son menos eficientes en la obtención de energía por la 

vía anaerobia (Vigne y col., 2009). 

También se ha observado este comportamiento en organismos marinos, quienes están 

habituados a residir en una amplia variedad de concentraciones de O2 por las fluctuaciones de 

corrientes de agua, haciendo que la disponibilidad de oxígeno sea pequeña (Abele y col., 2007). 

Un ejemplo de ello son los crustáceos Corystes cussivelaunus y Galathea strigosa, donde se ha 

encontrado que, al estar en un medio hipóxico, la producción de lactato aumenta dependiendo 

de la duración y gravedad de la exposición. Consecuentemente, los niveles de lactato 

disminuyeron al regresar a un estado de normoxia (Bridges y Brand, 1980). 

 
 

Evaluación de la expresión génica de atpβ de R. dominica bajo el efecto de la hipoxia 

 
 

Cuantificación y evaluación de la integridad del ARN total 

 

 
Se realizó la extracción de ARN total de las muestras de R. dominica expuestas a hipoxia, así 

como también organismos en condiciones normales. Se determinó la concentración de cada 

muestra por espectrofotometría a 260 y 280 nm. En la Tabla 6 se muestran las concentraciones 

del ARN total y la relación 260/280 con valores cercanos a 1.8, indicando la pureza del ARN 

extraído (Douglas y col., 2005). Se evaluó la integridad del ARN total de cada muestra mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 12), en donde se observan las bandas 

correspondientes a las subunidades 28 y 18S del ARNr y la ausencia de barridos, confirmando la 

integridad del ARN total (Mueller y col., 2004). 

 
 

Tabla 6. Cuantificación del ARN total extraído de R. dominica. 

 
Tratamiento Concentración (ng/µL) 260/280 

Normoxia 2566 ± 111 1.86 ± 0.13 

Hipoxia 2752 ± 12.3 1.81 ± 0.09 
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Figura 12. Integridad del ARN total de R. dominica. 1) EZ Load 100 bp como marcador molecular, 

2-4) ARN total de R. dominica en normoxia y 5-7) ARN total de R. dominica en hipoxia. 

 
 

Digestión del ADN genómico 

 

 
Se trató cada una de las muestras con la enzima DNasa I y se confirmó la ausencia del ADNg 

con una reacción de PCR, incluyendo como control positivo la amplificación de la enzima tripsina 

de R. dominica. En la Figura 13, se observa una banda correspondiente a la amplificación con 

tripsina (carril 2) y en los carriles 2-7 se observa la ausencia de la amplificación del gen 

correspondiente, confirmando la digestión del ADNg. 

 
 

 

 

Figura 13. Digestión del ADN genómico de R. dominica. 1) EZ Load 100 bp como marcador 

molecular, 2-7) ARN tratado con DNasa I, 8) control positivo amplificado con tripsina y 9) control 

negativo de la amplificación con tripsina. 
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Expresión relativa del gen atpβ 

 

 
El método de PCR en tiempo real (qRT-PCR) se ha convertido en la forma predilecta para validar 

resultados que permiten evaluar los cambios en la expresión de genes, ya que es altamente 

sensible, tiene buena reproducibilidad y un amplio rango de cuantificación (Marchionni, 2009; 

Pfaffl y col., 2002). Para propósitos de este trabajo se determinó la expresión relativa de atpβ, 

que consistió en cuantificar los cambios relativos de los niveles de ARNm en estado estable en 

múltiples muestras biológicas. Actualmente, el uso de genes constitutivos que se expresan sin 

ser regulados para normalizar los niveles de transcripción es el sistema preferido para valorar la 

expresión génica (Plaffl, 2012; Vandesompele y col., 2002). Los controles pueden ser uno o más 

genes de referencia, que pueden ser cualquier transcripción, siempre y cuando estos se expresen 

en todas las muestras (Bustin y col., 2009). 

Los resultados se muestran como el cambio en la expresión génica de la subunidad β 

normalizada con respecto a la expresión del gen constitutivo (β-actina) y relativa a la condición 

de normoxia. Se siguió el modelo matemático propuesto por Livak y Schmittgen (2001), el cual 

se basa en la comparación de los ciclos de umbral entre ambos genes, asumiendo una eficiencia 

de amplificación del 100% o similares entre estos durante todos los ciclos de PCR. Para ello se 

determinó la eficiencia de las reacciones para cada gen generando una curva estándar a partir 

de concentraciones conocidas. El porcentaje de eficiencia se calculó a partir de la pendiente de 

la curva estándar (Figura 14), obtenida después de realizar las diluciones seriadas con las 

reacciones de PCR en tiempo real de acuerdo con la siguiente fórmula (Higuchi y col., 1993): 

E = (10(-1/m) -1) x 100 

 
Siendo E la eficiencia de la reacción y m la pendiente de la curva estándar obtenida por 

un análisis de regresión. Se consiguió aproximadamente un 90% de eficiencia para ambos genes, 

lo cual es considerado como una eficiencia ideal para evaluar la expresión ya que se encuentra 

dentro el intervalo de 90-100 % reportado (Bustin y col., 2009). 
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Figura 14. Curva estándar para calcular la eficiencia de A) atpβ y B) β-actina de R. dominica. Los 

valores se representan en función del logaritmo base 10 de la concentración y el Ct de 

amplificación. 

 
 

Una vez comparados los porcentajes de eficiencia, se realizó una RT-PCR para 

determinar la expresión relativa de atpβ en hipoxia, en donde no se encontraron cambios 

significativos en la expresión génica de esta subunidad en comparación con los insectos en 

normoxia (Figura 15). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Levy-de la Torre 

(2017) quienes detectaron la presencia de la subunidad β en una electroforesis 2-D PAGE sin 

encontrar diferencias en la actividad de esta proteína al exponer a los mismos insectos a 5% de 

O2 por 24 horas. Este comportamiento también fue observado en el camarón blanco, Litopenaeus 

vannamei, expuesto a diferentes condiciones de hipoxia, sin manifestar cambios en la expresión 

génica de las subunidades catalíticas de la ATP sintasa (Martínez-Cruz, 2011). Sin embargo, en 

investigaciones previas se detectó un aumento en la expresión de atpβ en pleópodos del camarón 

blanco y una disminución en la expresión de esta subunidad en branquias a 1.5 mg/L de oxígeno 

disuelto (OD), sugiriendo que los cambios en la expresión de las subunidades de la ATP sintasa 

son parte de los mecanismos biológicos de estos organismos para adaptarse a ambientes 

deficientes de oxígeno (Martínez-Cruz y col., 2011). 

y= -3,605 + 7,082 

R2 = 0,999 

C
t 

C
t 
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Figura 15. Expresión relativa del ARNm de atpβ de Rhyzopertha dominica en respuesta a la 

hipoxia. Los valores de expresión están en base a la normalización con β-actina. Los datos se 

representan como la media ± el análisis de la desviación estándar. Las variables literarias indican 

que no se encontraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos (p<0.05). 

 
 

Cuando un organismo se ve afectado por la falta de oxígeno, activa una variedad de vías 

complejas con el fin de restaurar el equilibrio homeostático. Aunque se ha investigado la 

respuesta fisiológica a la hipoxia en varios organismos durante varios años, aún no están 

definidos los procesos moleculares que son activados en la célula para sobrellevar este tipo de 

estrés (Kenneth y Rocha, 2008). Para adaptarse a este ambiente, la célula puede reaccionar de 

dos formas distintas, ya sea cambiando su metabolismo aeróbico a anaeróbico para compensar 

el suministro y demanda de energía sintetizando ATP por otras vías, o por la alteración en la 

expresión de genes particulares. La adaptación a la hipoxia es en gran parte mediada por la 

expresión de una familia de genes dependientes de los factores de transcripción inducibles por 

hipoxia (HIF), los cuales regulan la homeostasis de O2 celular y sistémica para la supervivencia 

y adaptación de los organismos a la hipoxia (Aragonés y col., 2009; Arsham y col., 2003), 

estimulando la glucólisis y manteniendo los niveles de ATP cuando el último complejo de la 

fosforilación oxidativa se encuentra comprometido (Van den Beucken y col., 2006). 

La ATP sintasa es una de las proteínas más abundantes en todos los organismos y es 

responsable de sintetizar moléculas de ATP. Durante la privación de oxígeno la enzima cambia 
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su función de forma inversa, hidrolizando ATP y translocando protones de la matriz mitocondrial 

al espacio Intermembranal para mantener el potencial de membrana estable frente a la alteración 

de la respiración, siempre que la glucólisis anaeróbica suministre a la célula de energía (Braig y 

col., 2000). Hasta el momento, no se ha investigado la participación de las subunidades catalíticas 

de la ATP sintasa en la adaptación de los insectos a la hipoxia. Existen estudios en los que se ha 

observado que la expresión de la subunidad α de la ATP sintasa en el músculo esquelético de 

ratas se ve afectada al estar expuesta a hipoxia por largos periodos de tiempo (Chen y col., 2012). 

Hernández y col. (2013) reportaron que al someter ratas Wistar a condiciones extremas de hipoxia 

por una hora, existía una menor expresión en las subunidades α y β de la F1-ATPasa cuando 

estos eran reoxigenados. Este comportamiento puede deberse a la falta de equilibrio en la 

membrana mitocondrial, afectando a la cadena transportadora de electrones y a la pérdida de 

proteínas unidas a la desestabilización de la mitocondria por efecto de la falta de oxígeno, 

alterando la estructura y función enzimática de la fracción F1 de la ATP sintasa (Chen y col., 

2012; Nouette-Gaulain y col., 2011). 

 
 

Evaluación de la actividad ATPasa 

 

 
Como se mencionó anteriormente, el oxígeno es esencial para la vida de los organismos 

aeróbicos puesto que ocupa un lugar importante en la cadena respiratoria como el aceptor final 

de los electrones, permitiendo continuar con la fosforilación oxidativa y así proporcionarle a la 

célula energía produciendo ATP (Gilany y Vafakhah, 2010). Al igual que otros animales, los 

insectos necesitan equilibrar los riesgos de toxicidad por la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y la privación de oxígeno al hacer coincidir su capacidad de absorción con sus 

requerimientos de O2, para ello cuentan con varios mecanismos fisiológicos para hacerlo. Ante la 

baja disponibilidad de oxígeno o un aumento en respuesta a una disminución en la disponibilidad 

de O2 ambiental o un aumento en la demanda de O2 debido al aumento del crecimiento, la 

actividad o la temperatura corporal, los insectos pueden aumentar rápidamente el suministro de 

O2 a sus tejidos, por ejemplo, al abrir los espiráculos y aumentar el bombeo abdominal (Harrison 

y col., 2006; Harrison y col., 2017). En condiciones normales, las células mantienen 

continuamente una proporción alta y constante de síntesis e hidrólisis de ATP para sobrevivir y 

para conservar esta relación de ATP/ADP, depende del suministro de oxígeno (Gilany y 

Vafakhah, 2010). Por lo tanto, una reducción del suministro normal de oxígeno implicaría que la 

cadena de transporte de electrones se detenga, afectando la viabilidad celular (Griffiths, 2012). 
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En este trabajo se cuantificó la actividad ATPasa de R. dominica expuesto a hipoxia por 

24 horas, en donde se observó una disminución del 61% en la actividad enzimática durante la 

hipoxia en contraste con los insectos en condiciones normales (Figura 16). Resultados similares 

fueron encontrados por Gómez (2016) y por Levy-de la Torre (2017), quienes evaluaron la 

actividad ATPasa de los mismos organismos a bajas concentraciones de oxígeno, de forma 

cualitativa y cuantitativa respectivamente, en donde los insectos en normoxia mostraron una 

mayor actividad enzimática con respecto a los organismos sometidos a hipoxia. Este 

comportamiento se debe a que los insectos pueden activar mecanismos a corto plazo y largo 

plazo, suprimiendo la actividad del complejo V para reducir la necesidad de ATP (Mitcham y col., 

2006). 
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Figura 16. Evaluación de la actividad ATPasa de R. dominica en condiciones experimentales. Las 

diferentes literales representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). 

 
 

Se ha reportado que, en condiciones de hipoxia, los mecanismos de defensa para 

aumentar el suministro de oxígeno se vuelven insuficientes, interrumpiendo la fosforilación 

oxidativa y por consiguiente, comienza a acumularse protones en la matriz mitocondrial 

provocando la desestabilización del potencial de membrana mitocondrial. La ATP sintasa cambia 

su función a ATPasa y comienza a hidrolizar moléculas de ATP con el objetivo de restablecer el 

potencial de membrana. Alrededor del 50-80% del ATP que es gastado durante la anaerobiosis, 
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dependiendo del organismo (Rouslin y col., 1990), proviene de esta reversión, convirtiendo a la 

mitocondria en consumidor de ATP en lugar de sintetizar esta molécula energética (Galli y 

Richards, 2014). 

No obstante, si la hidrólisis de ATP continua, eventualmente las reservas de esta molécula 

se terminarán, afectando los procesos dependientes de energía (Campanella y col., 2008). En 

células eucariontes existe una proteína que regula la función enzimática de la ATP sintasa, 

llamada IF1 (Burwick y col., 2004). IF1 se une a la fracción F1 de la enzima e inhibe 

completamente la actividad ATPasa, pero no la síntesis de ATP durante la fosforilación oxidativa 

con el fin de mantener los niveles de ATP normales. La acción inhibidora de IF1 requiere un pH 

bajo (<7.0) para ser activada (Pullman y Monroy, 1965). 

Asimismo, los insectos tienen métodos a largo plazo para aumentar la producción de ATP, 

por ejemplo, mediante la proliferación traqueal para mejorar el suministro de oxígeno y activando 

vías metabólicas anaeróbicas para la producción de energía y con ello evitar la pérdida de 

moléculas de ATP (Harrison y col., 2017; Mitcham y col., 2006). Debido a esto, al detenerse la 

cadena transportadora de electrones, la ATP sintasa deja de bombear protones hacia la matriz 

mitocondrial, ocasionando que haya un desequilibrio quimiosmótico con el espacio 

intermembranal, disminuyendo así los valores de pH en la célula. De igual forma, al exponer a R. 

dominica a hipoxia, hubo un aumento en la producción de lactato, indicando el cambio de su 

metabolismo de aerobio a anaerobio, provocando una acidosis láctica en los insectos y consigo 

una alteración en el pH, lo cual generaría condiciones óptimas para la activación de la proteína 

IF1. Con los resultados obtenidos en la actividad enzimática de la ATPasa, se podría atribuir su 

disminución por la presencia de IF1, ya que este se uniría al complejo V con el objetivo de inhibir 

la hidrólisis de ATP y así continuar proporcionando energía a la célula. 
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CONCLUSIONES 

 

 
Se llevó a cabo el estudio de la subunidad β de la ATP sintasa de Rhyzopertha dominica, en 

donde no se consiguió confirmar la secuencia nucleotídica de ADNc. Sin embargo, en la 

amplificación por PCR, se obtuvo una banda de aproximadamente 199 pb, la cual corresponde 

con la secuencia diseñada para atpβ. 

En la exposición de R. dominica a un ambiente hipóxico (5% de O2, 10% de CO2 y 85% de 

N2) por 24 horas, se observó un incremento del 29% en la concentración de lactato en los insectos 

sometidos a la hipoxia, confirmando el uso de una vía alterna anaeróbica para la obtención de 

energía. 

En contra de la hipótesis inicial, no se encontraron cambios significativos en la expresión 

génica de atpβ durante la hipoxia, sugiriendo que la respuesta de los organismos se pudiera 

encontrar regulada de manera post-transcripcional. No obstante, con los resultados obtenidos, se 

cree que la expresión de este gen podría tender a disminuir. 

Se cuantificó la actividad ATPasa, detectando una disminución del 61% en la actividad 

enzimática en los organismos expuestos a la hipoxia con respecto a los insectos en normoxia. 

Este comportamiento pudiera estar relacionado con la presencia de la proteína inhibidora IF1, 

con el fin de evitar que moléculas de ATP sigan siendo hidrolizadas. 
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RECOMENDACIONES 

 

 
Debido a que no se encontraron cambios significativos en la expresión del gen de la subunidad 

β de la ATP sintasa de R. dominica por efecto de la hipoxia, es importante evaluar la expresión 

génica de la subunidad α y de HIF en condiciones de hipoxia, así como de la proteína IF1, con el 

fin de conocer la participación de estos en la adaptación de los organismos a la hipoxia. 

Además de realizar un bioensayo a 24 horas, se recomienda utilizar tratamientos de 12 y 

48 horas. También es importante la obtención de la secuencia nucleotídica para confirmar la 

presencia de atpβ. 
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