ASPECTOS GENERALES DEL METABOLISMO DE
GALLERIA MELLONELLA L. (LEP.: PYRALIDAE)

GENERAL ASPECTS OF THE METABOLISM OF GALLERIA MELLONELLA L. (LEP.: PYRALIDAE)

Alberto Salazar A.
Francisco Merino T.!

RESUMEN

Se investigaron las variaciones matabélicas del insecto Galleria melionella durante la metamorfosis {estados delarva,
pupay adulfo). Se encontrd que en el estado de larva se incrementa sensiblemente la actividad de la doshidrogenasa
mélica (MDH) y que en los estados de pupa y de adulto la actividad de esta enzima mantiene niveles lambién
incrementados, pero en menor grado. Una consecuencia de este estado an el metabolismio de Galleria, es la alta
conceniracion de succinato en las formas larvarias principalments.

En ol astado de pupa se hace evidente un incremento en ia actividad de ia deshidrogenasa ldctica (LDH), lo cual
corresponde a un incremento correlativo del lactato. Lo anterior permite suponer una clara actividad matabdlica de lipo
anaerdbico durante la fase de pupa en Galleria meffonelia.

ABSTRACT

Changes in the metabolic cycle of Galleria melionelia were studied during metamarphosis (larvai, pupal and aduft
stages). it was found that dehydrogenase malic (MDH) activily increases sharply during the larval stage and to a lesser
degree in pupal and adul! stages. This result explain in part the high concentration of succinate in larvae.

The dehydrognase lactic (LDH) activity increases according to a correlative increase in lactate in the pupai stage. The

results mentioned above permit us to assume that metabolic

the pupal stage.

INTRODUCCION

Es conocido el hecho de que casi todos los insectos
estan adaptados a las condiciones aerébicas de vida,
aunque también se sabe que algunos son capaces deo
sobrevivir por iempo prolongado en condiciones de vida
sin oxigeno. La mayoria de las formas de vida aerSbica
répidamente inactivan sus movimientos cuando falta
oxigeno, prolongando por varias horas sus condiciones
de supervivencia, situacién éstaque resultariafatal para
la gran mayoria de los mamiferos en unos pocos mi-
nuios. Esta gran diferencia de los insectos con los
mamiferos respecto de la respuesta vital a la anaero-
biosis, se explica por la existencia, en los primeros, de
mecanismos para obtener energla en estas condicio-
nes, evidentemente inexistenes en los segundos (Gil-
mour, 1968).

1. Frofesores, Depio de Blologla, Unlv. de Antioquia, Medallin, Colombla,
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activily of Galleria melionella is tipically anaerobic during

Los estudios del metabotisme en los masculos del vuelo
de los insectos demuestran que descomponen la gluce-
sa por la via de Embden - Meyerhof produciendo dos
sustancias en cantidades equimolares: el piruvaic y sl
o-glicerofosiato. No hay por lo tanto una ganancia de
ATP en el proceso, puesto que se utilizan dos moléculas
hasta formar fructosa 1,6-difostato y se sintetizan dosen
los precursores que llevan del 1,3-difosfoglicerato al
piruvato (fig. 1). Solamente en los casos en que el
glicbgeno actia como sustrato hay ganancia neta en el
proceso de produccion de energia.

La glicélisis arraerobia en los insectos es mucho menos
eficiente que en los verlebrados, desventaja aparente
que en los primeros estd compensada por la ventaja de
suponer un sistema en el que se acoplan la fases
citoplasmatica y mitocondrial de la degradacién de los
hidratos de carbono durante la produccion energéticaen
condiciones aerobias {Gilmour, 1968).
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.Fig. 1. Metabolismo de la glucosa

Un estudio reciente para determinar los productos del
metabolismo anaercbio en los insectos ha demostirade
una rapida acumulacién de piruvato al principio de la
anaerobiosis, que después disminuye, dando paso al
incremeanto acelerado de alanina en la medida en que
disminuye el piruvato (Prices, 1963).

Parece bastante probable que en losinsectos se realice,
en anaerobiosis, un proceso metabdlico similar al que
presenta la lombriz parasita (Ascaris sp), en la cual uno
de los productos del metabolismo anaerdbico es el
succinato {Rockstein, 1957).

Los estudios en larvas de Chironomus plumosus de-
muestran que el producto final det metabolismo anaero-
bio contiene etancl, acetato, lactato y alanina. Someti-
daslaslarvas aestados prolongados de anoxia, exhiben
&l etanol como productofinal de la anaerobiosis {Franck,
1983). En larvas de jején {Chachorus cristalinus), la
anoxia prolongada muestra baja concentracion de ma-
lato y alta concentracién de succinate durante el meta-
bolismo. También aumenta la concentracién de alanina
y disminuye la de lactato (Englishch et al, 1982). Los
estudios de tejidos de Locusta migratoria, tales como
muscule liso def intestine y misculos femorales de las

patas, demuestran una alta actividad de la enzima
deshidrogenasa lactica, lo cual indica activacion de fa
ruta convencional de la glicdlisis anaerobia (se forman
dos moléculas de Acido lactico por cada molécula de
glucosa degradada). |_os productos finales del metabo-
lismo en estos insectos, sometidos a periodos prolon-
gados de hipoxia, son ¢l pruvato, el glicerafostato y el
lactato (Meidell, 1983). Las hembras adultas de
Melosoma collaris en los estados prolongados de ano-
xia acumulan, como productos del metabolismo, gran-
des canfidades de lactato en la hemolinia (Meidef,
1983). Las larvas de Collifroga maceliaria también
acumulan lactato, ademas de acetato, alanina y piru-
vato, durante la anasrobiosis (Meyer, 1980),

Los estudios en las formas larvales de Culex pipiens
demuestran que el mayor metabolitc acumulado del
ciclo del 4cido tricarboxilice (TCA) es el Acido mélico
(Wamersloy y Platzer, 1984)}.

A temperaturas de hasta -10°C, las larvas de Eurosia
salidaginis ain metabolizan aerébicamente, acumulan-
do por sintesis el glicerol y el sorbitol (Storey et al.,
1981).
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Aunque el glicégeno se almacena en los miisculos de
todos los insectos y en determinadas circunstancias
sirve como fuente principal de energia para el metabo-
lismo, muchos de ellos también presentan como fuente
normal de energia la trehalosa, disac4rido presente en
la harnolinfa de los mismos que reacciona en presencia
de la enzima trehalasa, formando dos moléculas de
glucosa (Gilmgur, 1968). En Chironomus plumosus la
fuente principal de energia en el estado larvario es el

glicégeno (Franck, 1983), mientras que las polillas re-

quieren necesanamente de las grasas como fuentes de
combustible durante &l vuelo (Pant y Kumar, 1979).
Periplanela americanay Melicopris diliani utilizan como
fuentes energéticas el giicégeno y la prolina respecti-
vamente (Dawner y Parker, 1979).

Las actividades de !as enzimas que intervienen en el
ciclo del écido tricarboxilico y la cadena respiratoria,
varian sagon ol estado del desarrollo durante la meta-
morfosis; asi, en Nauphoeta cinerca la actividad da Ia
citocromo oxidasa aumenta durante el estado larval,
mientras que en el estado de pupa el incremento se
produce en la actividad de la deshidrogenasa lactica
(Tikhonravova, 1978). En dipteros, como Sarcophaga
ruficornis, s mayor la concentracion de citrato an el
estado de larva que en el estade de pupa {Panty Kumar,
1981).

Las larvas da Galleria mellonella, objetos de este estu-
dio, tisnen una especial capacidad para digerir la cera
acumulada en los panales de las abejas, la cual consti-
tuye el nitriente principal de su alimentacidn. Es evi-
dente, por lo tanto, que el metabolismoe de esta especie
debe estar muy especializado, para poder llevar a cabo
las transformaciones necesarias que requieren el apro-
vechamienio de una dieta tan restringida.

Los estudios en abejas (Megachile rotundata) demues-
tran que en el estado de prepupay en los comienzos de
la pupa, seincrementa la descomposicion de las sustan-
cias de reserva, tales como el glicégeno y las grasas,
mientras que disminuye la energia de intercambio ga-
seoso. Lo anterior permite suponer que en estos esta-
dos se incrementan los procesos del metabolismo
anaerdbico, en reemplazo de los procesos del metabo-
lismo aerébico (Kiruva y Bodnarchuk, 1984).

MATER!ALES Y METODOS

Se recolectaron muestras de Galleria melionelia de
panales de abejas invadidos que se encontraban locali-
zados en la hacienda El Progreso, la cual esté ubicada
en ol coregimiento de Ef Hatfillo perteneciente al mu-
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nicipic de Barbosa (Antiogquia, Colombia), a unas 30 km
al norte de Medellin.

Las larvas de Galleria se trasladaron al laboratorio de
fisiologia en recipienies cerrados que contenian trozos
de panales ya abandonados por las abejas y de los
cuales se alimentaban durante todas las fases de su
melamaorfosis. Tales recipientes se mantuvieron a tem-
peratura ambiente y en la oscuridad con &l fin de evitar
al maximo un efecto oxidativo de la luz sobre las larvas,
ol cual podria alterar el patrén de respuesta metabélica
que se pretendia estudiar.

En la medida en que se iban alcanzando las diferentes
fases del desarrolio durante la metamorfosis de Galleria
(larva, pupa y adulto} se procedia a sacrificar ks orga-
nismos con el fin de preparar un extracto en fric de su
musculatura (Bicher st al., 1964). Una vez realizado lo
anterior se procedid a montar los ensayos enzimaticos
correspondientes.

Ensayos enzimdticos

Los experimentos practicados paramedirla actividad de
las enzimas en los extractos musculares de Galleria
{Bucher sf al., 1984), correspondieron a las siguientes
onzimas (entre paréntesis aparecen las referencias
comerciales de cada una):

Hexoquinasa (HK) (EC. 2.7.11), glucosa 6-fosfato des-
hidrogenasa (G-6PDH) (EC. 1.1.1.49}, fosfofructoqui-
nasa (PFK) (EC. 2.7.1.11), gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (EC. 1.2.1.12), piruvato qui-
nasa (PK) (EC. 2.7.1.40}, lactato deshidrogenasa (LDH}
(EC. 1.1.1.27), fosfoenol piruvato carboxiquinasa
(PEPCK} (EC. 4.1.2.1.32), glicero deshidrogenasa
(GDH) (EC. 1.1.1.8), enzima mélica (ME) (EC.
1.1.1.40), glutamato piruvato transaminasa (GPT) (EC.
2.6.1.1), isocitrato deshidrogenasa (ICDH) (EC.
1.1.1.42}, malato deshidrogenasa (MDH) (EC.
1.1.1.37), gutamato deshidrogenasa (Gh+-DH) (EC.
1.4.1.3) y glutamato oxalate transaminasa (GOT) (EC.
2.6.1.1}.

Para la preparacién de los extraclos de muasculo de
Galleria mellonella{Bucher st al,, 1964), se disecaronen
frio las paredes musculares de seis ejemplares de
larvas, seis de pupas y seis de adultos. Los tejidos de
cada grupo se colacaron por separado en 5 ml de buffer
fostato 62.5 mM a pH 7.4 con 6.3 mM de EDTA. La
preparacion se mantuvo entre 0 y 4°C mediante un
recipiente de hislo picado, durante todo ol tiempo. Cada
preparado muscutar se sometid posteriormente a un
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proceso de homogenizacién, mediante un homogeni-
zador Potter, durante 30 seg a 1 min. Luege de la
homogenizacién, se contrifugd a 2500 g por medio de
una centrffuga Piccolo durante 30 min. Descartados los
precipilados, se separaron los sobrenadantes, los cua-
les fueron utilizados como extractos para los ensayos de
actividad enzimética. Para la medicién de la actividad
enzimatica se utilizé un espectroiotémetro Pye Unicam
SP8-400 a una longitud de onda de 340 nm.

Ademéas de los ensayos sobre actividad enzimatica,
también se realizaron pruebas de concentracién de
algunos metabolitos utilizando los métodos de Berg-
meyer (1974) y Boehringer (1882). Para el caso anterior
se determiné en cada exiracto la concentacién de
sustancias intermediarias como alanina, lactato y succi-
nato. Igualmente se determiné la concentracién de
proteinas en las muesiras segin &l método de Lowry ef
al. {(1951).

Finalmente, las muestras se¢ sometieron a pruebas de
consume de oxigeno segin el método de Wartburg,
utilizando un respirémetro de Warthurg de manometria
directa. Se calculd el consumo de oxigeno por gramo de
peso fresco y por hora.

RESULTADOS

Las mediciones sobra el consumo de oxigenc de cada
uno de los exiractos de larva, pupa y adulto (correspon-
dientes a las diferentes fases de la metamorfosis) de
Galleria meflonella, demuestran que en la fase del
estado adulio es donde mayor consume de oxigeno se
realiza (20.3 y moles/h.g) y el estado de pupa es el que
registra menor cantidad de oxigenc consumido (4.57 p
moles/h.g) (tabla 1).

Los resultados de la medicién de las diferentes pruebas
de actividad enzimatica (tablas 2, 3y 4) demuestran que
en general éslas se presentan muy bajas en la fase del
estado adulio (tabla 4); por el contrario, en la fase del
estado larval se presenian elevadas (tabla 2). La com-
paracién, sin embargo, de las actividades de cada
enzima respecto al cornportamiento de la actividad de la
hexoquinasa (tablas 2, 3y 4), demuestra que los cocien-
tes abtenidos en cada exiracto sblo son superiores a1,
en terminos generales, cuando se trala de las prusbas
ensayadas con el grupo de enzimas del estado adulto
(tabla 4).

El andlisis de la actividad de la LDH, enzima clave para
la exploracién de la glicélisis, muestra que la mayor
actividad se presenta en el estado de pupa (tabla 3); sin
embargo, la comparacién de los cocientes respectivos,

enzima/hexoquinasa, demuestra ser superior en of
grupo de extractos del estado adulto {tabla 4).

Tabla 1. Valones del consume de oxigeno en ios diferentes estados dal
desarrollo de GaNeria mellonsiia en jt molesth g.

Estado del desarrollo | p moles oxigeno/h.g

Larva 6.40
Fupa 4.57
Adulte . 20.30

Similar a la anterior, la MDH muestra tener mayor
actividad enel estado larval y menor en el estado adulto.

La actividad de la PEPCK, enzima clave en el proceso
ghuconeogénico, resulté ser mayor en ¢l estado de pupa
(tabla 4).

En el andlisis de las enzimas del ciclo de Krabs, fa ICDH
presenta la mas alta actividad en el estado de pupay la
menor en el estado adukto,

Envista de que elregisiro de las actividades enzimaticas
por separado sélo reflgja el potencial metabdlico de una
célula en un momento dado y no siempre el eslado
metabdlico final de esa célula, se hace necesario com-
plementar esta informacién con los resultados de las
deferminaciones de la concentracién de algunos meta-
bolitos, como el lactato, el succinate y la alanina.

Los ensayos para succinato y alanina permiten estable-
cer si Gafleria meflonslla, en alguna etapa do la meta-
morfosis, presenta vias metabdlicas semejantes a las
que presentan alguncs invertebrados como la ostra, la
cual acumula esos sustratos. Los resultados (tablas 5,
6y 7} demuestran que el succinato se encuentra en
mayor cantidad en el estado larval y su concentracién
disminuye gradualments hasta alcanzar et estado adul-
to, el cual registra los niveles minimos. La concentracién
de alanina, por el contrario, se presenta con indices de
aumento a le largo de la metamorfosis, alcanzando
picos méximos en el estado adulto. Ellactato, finaimen-
te, presenta su punte maxime de concentracion en o
estado de pupa, le que permite suponer que el estado de
pupa es la fase en la cual se desamolla un sistema
mstabdlico predominantemente anaerdbico.

DISCUSION

Si se analizan los resultados de consume de oxigeno en
los diferentes estados de la metamorfosis de Gafleria
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mellonelia (tabla 1), y los resultados de las pruebas de
actividad enzimatica en los estados de larva, pupa y
adulto (tablas 2, 3 y 4), se puede observar que el menor
consumo de oxigeno y la mayor actividad de laLDH, se
centran alrededor del estado de pupa. Ademas, la
mayor acumulacién de lactato en la musculatura en el
estado de pupa (lablas 5, 6 y7), permite concluir que en
este estado de la metamorfosis se estd fermentando
glucosa a lactato bajo condiciones hipdxicas.

En el estado adulto, correspondients a aquel en el cual
se registran los mas altos indices de consumo de
oxigeno, la acumulacién de lactato se reduce a casi la
mitad (18.00 pmoles/g peso fresco) del que se acumula
en el estado de pupa. Este resuitadoe, acompatiado de la
reduccion en la actividad de la HK en casi un tercic en
relacién con la actividad de la HK de la pupa, indica que
ol estado adulto necesita menos energia, lo cual esta de
acuerdo con las observaciones hechas durante el expe-
rimento, en la que los adultos mantenidos en frascos de
aproximadamente 5 |, exhibian muy poco movimiento,

En el analisis de las actividades de otras enzimas que
participan en la glicSlisis, comparadas con la actividad
de la HK, se observa en ¢l estado adulto un aumento en
¢l producto de los cocientss, lo cual indica que aunque
el adulto mantenga una demanda energética baja, su
actividad glicolitica se mantiene elevada.

El analisis de las prusbas sobre acumulacién de succi
nato y alanina durante la metamorfosis de Galleria
mellonella, demuestra que en el estado larval se pre-
santa una mayor acumulaciéon ds succinato, lo cual
parece indicar que en esta fase Galleria mellonella

- exhibe un metabolismo anaerobio semejante al que se
presenta en la ostra.

Ne obstante todo lo anterior, la existencia de esta fase
anaerobia del metabolismo podria ser cusstionable, ya
que la acumulacién de lactato y succinato enlos estados
larval y de pupa, respeclivamente, no son, en forma
alguna, muy apreciables. Lo anterior darfa pie para
pensar que ademas de la derivacién del ciclo por la via
glicolitica, sigue funcicnando la cadena de cilocromos,
pues enzimas claves del ciclo de Krebs, como l2iCDH,
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presentan incrementos importantes en su actividad, en
su paso de larva a pupa.

Por otraparte, ademas del cambio enlas actividades por
la via glicolitica, se observa una mayor actividad de la
GPTy la GOT durante el estade larval. Dado que tales
enzimas, especialmente la primera, son necesarias
para la fransaminacion del piruvato con el glutamato,
tormando al final succinato por descarboxilacion del -
cetoglutamato, se explica asf la alta conceniracién del
succinato en el estado larval.

La mayor actividad en el estado de pupa de ia PEPCK,
enzima clave en el proceso de giuconeogénesis, indica
que ademas de darse la via glicolitica, también se uliliza
la energia para sintetizar més glucosa.

Finalmente, es importante destacar la mayor actividad
de la MDH durante ios estados larval y de pupa. Tal
enzima, impertante en el proceso de lipogénesis, se
encuentra sspecialmente activada en el estade larval,
en donde se presume una mayor actividad en el proceso
de sintesis de lipidos, necesarios para supiir las nece-
sidades energéticas de Gafferia duranie el prolongado
estado de pupa. A manera de hipétesis, se podria
pensar que uno de los mas importantes puntos de
ataque para el control de Galleria meflonefiacomo plaga
podria ser la accién sobre la actividad de enzimas como
la MDH, ya que ella representa una de las rutas mas
importantes en el desarrollo metabélico de tales insec-
tos.
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Tabla 2. Actividad de diferentes enzimas metabélicas on larvas de Gallaria msfionefia, bajo condiciones ambientales (promeadic de tres experimentos)

My moles sustrato Enzima
Enzima »

h. mg proteina Hexoquingsa
1. Piruvato quinasa (PK) 0.50 0.66
2. Lactato deshidrogenasa (LDH) 1.23 1.62
3.  Malato deshidrogenasa (MDH) 27.83 36.60
4, Fasfoenol piruvato carboxiquinasa {(PEPCK) 0.56 0.74
5.  Glutamato oxalato transaminasa (GOT) 0.77 1.01
6.  Glutamato dashidrogenasa (Glu-DH) 0.34 045
7. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) 272 3.58
8. Glicero deshidrogenasa (GDH) 0.38 0.50
9.  Glutamalo piruvato transaminasa (GPT) 2.60 342
10. Hexoquinasa {HK) 0.76 1.00
11.  Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G-6PDH) 213 2.80
12. Enzima mélica (ME) 0.68 0.89
13.  Isoditrato deshidrogenasa (ICDH) 1.03 1.36
14. Fosfofructoquinasa (PFK) - -

Tabia 3. Actividad de diferemtes enzimas metabélicas en pupas de Galeria melionefa, bajo condiclonas amblantales (promedio de tres experimentos)

Enzima p moles sustrato Enzima
h. mg proteina Hexoquinasa

1.  Piruvalo quinasa (PK) 10.93 10.66
2, Lactato deshidroganasa {LDM) 295 : 2.93
3.  Malato deshidrogenasa (MDH) 18.82 18.81
4.  Fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK) ' 0.95 0.94
5. Glutamato oxalate transaminasa (GOT) 0.56 0.57
6. Glutamato deshidrogenasa (Glu-DH) 0.31 0.31
7. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH} 2,38 2.37
8 Glicero deshidrogenasa (GDH) 0.28 0.28
9, Glutamato piruvato transaminasa (GPT) 1.02 1.01
10. Hexoquinasa (HK) 1.06 1.00
11.  Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G-6PDH) 1.16 1.16
12.  Enzima méica (ME) 0.79 0.79
13. isocitrato deshidrogenasa (ICDH) 2.74 2.72
14. Fosfofructoquinasa (PFK) 0.48 0.48 -
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Tabla 4. Actividad de diferantes enzimas metabdilcas en adulios de Gaflaria melionsila, baje condicionas ambisntalas (promadio da tres

experimentos)
Enzima M moles susirato Enzima
h. mg proteina Hexoquinasa
1. Piruvato quinasa (PK) 2.81 9.40
2. Lactate deshidrogenasa (LDH) 1.50 5.00
3. Malato deshidrogenasa (MDH) 0.45 1.50
4. Fosfoenol piruvate carboxiquinasa (PEPCK) 0.58 1.90
5. Glutamato oxalato transaminasa (GOT) 0.46 1.50
6. Giutamate deshidrogenasa (Glu-DH) 0.21 0.70
7.  Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH}) 3.18 10.50
8.  Glicero deshidrogenasa (GDH) 017 057
9.  Glutamato piruvato transaminasa (GPT) 0.36 1.20
10. Hexoquinasa (HK) 0.30 1.00
11. Glucosa 6-fostato deshidrogenasa (G-6PDH) 0.22 0.70
12. Enzima mdlica (ME) 1.30 4.30
13. Isoditrato deshidrogenasa {(ICDH} 0.43 1.40
14. Fosfolructoquinasa (PFK) 0.54 1.80

Tabla 5. Conceniracién de los metabolitos lactato, succinato y

glanina en e tejido muscular de larvas de Gafleria me-
fonella, bajo condiciones ambientales.

Tabla 6. Concentraciin de los metaboltos lactato, succinato y

alanina en ol tejldo muscular de pupas de Galleria
melioneiia, bajo condiciones ambientales.

Matabollto | p moles/g peso fresco | Influencia Matabolito | ¢ moles/g peso fresco | Influencia
ambiental ambiental
Lactato 5.62 Normal Lactato 33.48 Normal
Succinalo 25.47 Normal Succinato 15.70 Normal
Alanina 0.95 Normal Alanina 2.20 Nomal

Teabla 7. Concentracién de los metaboliies lactate, succnate y
alanina en el tejido muscular de adultos de Galeria me-
llonalla, bajo condiclones amblentales.

Matabolito | p moles/g pesa fresco | Influencia
ambtental
Lactato 18.00 Normal
Succinato 3.16 Normal
Alanina 8.90 Nomal
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