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Resumen. La amílasa es una enzima de gran actividad en el tracto digestivo de los insectos, su función le
permite al insecto digerir activamente el almidón presente en el alimento, suministrándole la glucosa
requerida para cumplir con sus funciones metabólicas. El conocimiento de la actividad amilolítica de la
broca constituye una herramienta útil en la selección de inhibidores para estas enzimas que pueden ser
utilizados en la producción de café transgénico. Con el objetivo de establecer el mejor medio de extrac-
ción, el pH y la temperatura óptima para la actividad amilolítica del insecto, se homogeneizó 1 9 de
adultos con 5 mi de diferentes medios de extracción H20, NaCI 1% Ysoluciones buffer a diferentes pH (3,0
- 8,0). La determinación del pH óptimo de la enzima se estimó utilizando buffers de pH 3,0 - 9,0. La
temperatura óptima de actividad de la enzima se llevó a cabo a diferentes temperaturas (25 - 70°C) con 5
repeticiones para todos los tratamientos. En todos los casos, la actividad enzimática se determinó
espectrofotométricamente a 580 nm. El zimograma de actividad se realizó por medio de electroforesis
nativa en geles homogéneos del 15%. Los resultados encontrados permiten evidenciar que el mejor medi
de extracción para la amilasa es NaCl al 1%, el pH óptimo de actividad es de 5,0 y la temperatura óptima
de actividad es de 40°C. En el zimograma se pudo encontrar que tt. hampei presenta varias bandas de
actividad, dos de las cuales son enzimas mayoritarias.
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Summary. Am ase is an enzyme with high activity in the digestive system of tt. hampei. Its function
allows the insect to actively digest the starch present in the digestive system of coffee berry borer.
providing the glucose that is required to fulfill its metabolic functions. The amylolytic activity knowledge
from CBB, is an essential study for inhibitors selection, which can be used for the transgenic coffee
production. In order to determine the best extraction solution, pH and optimal temperature for the

. amilolytic activity of the ínsect. 19 of adults insects were pestled with different solutions containing
either 5 mi ofwater, 1% NaCI, or extraction buffers with differents pH. Enzyme activity was determined by
spectrophotometry at 580nm. An amylolytic activity zymogram was prepared using whole adults and
adult intestines in homogeneus gels 15%. The best amylase extraction solution was a solution containing
1% NaCI. The optimal activity pH for the enzyme was 5,0 and the optimal activity temperature 40°C. The
amylolytic activity zymogram showed several activity bands. Two main bands with enzyme activity are
present in the digestive system of the CBB.
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Introducción

En los estudios dirigidos a combatir y pro-
teger los cultivos de los insectos que atacan
a las plantas, es importante tener un mejor
conocimiento sobre la bioquímica de los in-
sectos y en particular sobre las enzimas más
importantes involucradas en los procesos
digestivos, de forma que conociendo estas
enzimas, pueda diseñarse una estrategia que
permita bloquear o interrumpir su función,
es decir, producir una inhibición dirigida
específica mente contra esta enzima (Blan-
co-Labra et al. 1996)

El metabolismo digestivo de los insectos se
asemeja al de los vertebrados. Como éstos,
poseen enzimas adaptadas a la dieta de la

que se alimentan. Si viven de una dieta par-
ticularmente rica en una sustancia, general-
mente producirán las enzimas apropiadas
para su digestión en abundancia (ej.
amilasas para dietas ricas en carbohídratos).
y si por el contrario, la dieta es altamente
restringida, las enzimas presentes serán
correspondientemente limitadas (Apple-
baum 1985). La mayor parte del alimento
requerido para la nutrición de los insectos
consiste de polímeros como el almidón, ce-
lulosa, hemicelulosa y proteínas. El proceso
digestivo de éstos ocurre en tres fases, du-
rante la fase inicial, se lleva a cabo la dismi-
nución en el peso molecular de compuestos
poliméricos mediante la acción de hidrolasas
poliméricas (amilasas, celulasas, hemi-
celulasas y endoproteasas); los oligómeros

resultantes son hidrolizados en la etapa in-
termedia por hidrolasas oligoméricas, que
actúan sobre fragmentos parcialmente de-
gradados. Los productos de esta fase son
dímeros o pequeños oligómeros tales como
mal tosa, celobiosa y dipéptidos. En la etapa
final de la digestión, los dímeros se rompen
en monómeros por hidrolasas como mal-
tasa, celobiasa, dipeptidasas, tripeptidasas,
aminopeptidasas y carboxipeptidasas las
cuales se hallan generalmente localizadas en
la membrana epitelial del intestino (Terra
1990). Es muy probable que las carbohí-
drasas digestivas de los insectos hidrolizen
poli, oligo y disacáridos a sus correspon-
dientes monosacáridos, para prepararlos
para su absorción de manera similar a las
carbohidrasas de vertebrados. En estos úl-
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timos, las hídrolasas poliméricas son
secreta das principalmente por las glándu-
las salivales y el epitelio del intestino me-
dio. Se reconocen dos categorías de
carbohidrasas, las cuales se denominan co-
múnmente como o-amüasas y j3-amilasas.
Las u-amilasas (1,4-a-D-glucan glucano-
hidrolasas) se caracterizan por atacar enla-
ces glicosídicos internos de almidón o
glicógeno. Se considera que el ataque (a-
lA) produce rompimientos al azar que ge-
neran una mezcla de dextrinas de longitudes
de cadena variable, aunque algunas eviden-
cias señalan que la hidrólisis del almidón
sigue un cierto orden (Bohinski 1983).

Las amilasas de los insectosjuegan un pa-
pel muy importante en la digestión del al-
midón presente en la semilla. El orden
Coleoptera es extremadamente grande, en
consecuencia es difícil hacer generalización
acerca de la distribución de las enzimas di-
gestivas de éstos o de un insecto en parti-
cular. La digestión del almidón por amilasas
de insectos ha sido demostrada en S.
granarius (Silano et al. 1975; Baker 1983);
Triboliurn castaneum (Krishna y Saxena
1962); Troqoderme spp. (Krishna 1955);
Rhyzopertha dominica (Baker 1991);
Sitophilluszeamais (Baker 1983; Sandoval-
Cardoso 1991); Sitophillüs orizae (L) (Baker
1987; Yetter et al. 1979); Callosobruchus
maculatus (Campos et al. 1989); Zabrotes
subfasciatus (Lemos et al. 1990) y Tenebrio
molitor (Applebaum 1964). Un mejor enten-
dimiento de las enzimas involucradas en la
utilización del alimento por el insecto, y de
sus principales propiedades, permitirá un
mayor entendimiento del papel que desem-
peñan en los mecanismos de resistencia del
insecto frente a potenciales inhibidores. En
el presente trabajo se describen varias pro-
piedades de amilasas encontradas en adul-
tos de lfypothenemus hampei.

Materiales y Métodos

Material Biológico

Se utilizaron brocas adultas recién emergi-
das de café pergamino seco con una hume-
dad del 45%, provenientes de la unidad de
cría de parasitoides de Cenicafé (Chinchiná-
Caldas). Las condiciones ambientales para
la cría de broca son a temperatura de 27°C y
humedad relativa del 65% - 75%.

Evaluación de la actividad amilasa

La actividad amilasa fue determinada de
acuerdo con el método de Hopkins y Bird
(1954).

50 ¡.dde solución de la enzima se incuba-
ron por 15 minutos a 30°C con 650 ¡.d de
buffer citrato 0.05M pH 5,0 conteniendo 10
mM de NaCl y 20 mM de CaClzy 500 ¡d de
una solución 0.125 % de almidón (Almidón
soluble, Sigma Chemical Co.) en 50 mM de
buffer citrato pH 5,0. La reacción se detuvo
por la adición de 5 mi de una solución de
lodo (1:0.5 % Y KI: 5 % ). Las muestras se
leyeron a 580 nm utilizando un espectro-
fotómetro UVNlS marca UNICAM. Para cada
prueba, la actividad se determinó a partir
de 5 repeticiones.
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Medios de extracción

Las amilasas fueron extraídas homogenei-
zando 19 de brocas adultas con 5 mi de cada
uno de los siguientes medios de extracción:
NaCl1 %, HzO, buffer succínico 0.05M pH 4,0
Y 6,0; buffer cítrato 0.05M pH 3,0 Y buffer
Tris- HCI 0.05M pH 8,0. El homogeneizado
se centrifugó a 10000 x g durante 30 minu-
tos y el sobrenadante resultante (fuente de
la enzima) se almacenó a -20°C. Todas las
etapas se realizaron a 4°C.

pll óptimo -

El pH óptimo de las amilasas en tt. hampei
se determinó en soluciones buffer 0.05M
conteniendo 10 mM de NaCl y 20 mM de
CaClz' Los buffers utilizados fueron: buffer
citrato pH 3,0 Y 5,0; buffer succínico pH 4,0
Y 6,0; buffer fosfato pH 7,0; buffer tris-HCl
pH 8,0 Y buffer borato pH 9,0.

Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de las amilasas, en
presencia de NaCl y CaCl, ' se determinó
preincubando la solución de la enzima en
buffer de actividad durante 5 minutos a 25,
30,40,50,60 Y 70°C. Se tomaron cínco re-
peticiones de cada tratamiento evaluado.

Zimograma de actividad

La actividad amilolítica se detectó en
zimogramas in situ empleando el método
de Campos et al. (1989). Las muestras de la
enzima se analizaron sobre geles de
poliacrilamida (PAGE) al 15% en condicio-
nes nativas, utilizando cámara de electro-
foresis vertical (Bio-Rad laboratories. Modelo
Miniprotean 11),en los cuales se incluyó al-
midón coopolimerizado a una concentración
del 0,25%. La electroforesis se corrió du-
rante 3 horas a 100 voltios y a 4°C. Poste-
riormente, el gel se lavó suavemente con

agua desionizada y se colocó en buffer de
actividad (buffer fosfato pH 5,0; 10 mM NaCl
y 20 mM CaClz)por 2 horas a 35°C. Las ban-
das de actividad se detectaron por colora-
ción del gel durante 30 minutos, con una
solución de lodo. Las zonas de actividad
aparecieron en todos los casos como ban-
das claras sobre un fondo azul oscuro. fi-
nalmente, el gel se fotografió y la imagen
se digitalizó.

Resultados y Discusión

Medios de extracción

La figura 1 muestra el efecto de los diferen-
tes medios de extracción utilizados sobre la
actividad relativa de la enzima. La actividad
máxima se presentó cuando se utilizó NaCl
al 1% como medio de extracción. La activi-
dad amilasa de insectos como S. zeamais y
S. granarius se incrementa significativa-
mente cuando la enzima es preincubada con
NaCl (Baker 1983); de manera similar a lo
encontrado para ti. hampei en este estudio.
Es bien conocido, que la activ ción por clo-
ro es una característica de muchas amilasas
de mamíferos y bacterias (Robyt y Whelan
1968), así como también de varios insectos
(Baker 1983; Doane 1969; Hori 1971; 'ferra
et al. 1977). Sin embargo, la amilasa pre-
sente en C. chinenesis fue inhibida por el
cloro (Podoler y Applebaum 1971). Cabe
destacar que en todos los medios de extrac-
ción evaluados fue posible encontrar activi-
dad relativa amilasa superior al 60%.

pllóptimo

Las amilasas de insectos son generalmente
muy activas en rangos de pH ligeramente
ácidos a neutros (Baker 1983). Enlf. hampei
los resultados muestran un mayor pico de
actividad a pH 5,0 (Fig. 2), el cual se encuen-
tra en el rango de 4,6 - 5,8 señalado para
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Figura 1. Efecto de seis medios de extracción sobre la hidrólisis del almidón por amilasas
de Hypathenemus hampei. A, NaCl 10J0.B, NzO.C, Buffer citrato prt 3,0. D, Buffer succínico
pH 4,0. E, Buffer succínico pN 6,0. F, Buffer tris-HCI prt 8,0.
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varios insectos del orden Coleoptera. Así por
ejemplo, en Callosobruchus chinensis el pH
óptimo es de 5,2 a 5,4 (Podoler y Applebaum
1971); en Tribolium castaneum el pH 4,6 a
5,2 (Applebaum y Konün 1965); pH 5,8 para
la amilasa de Tenebrio molitor (L) (Bueno-
core et al. 1976); pH 6,5 a 7,0 en Costelytra
zea/andica (Biggs y McGregor 1996) y pH
4,5 a 5,5 para Sitophilus zeamais y Sitop-
hilús granarius (Baker 1983). El pH óptimo

ara la actividad amilasa de tt. hampei, de-
terminado en presencia de cloro y calcio,
muestra igualmente que la enzima es muy
activa en un rango de 4,0 a 7,0, y que por
fuera de estos valores su actividad disminu-
ye considerablemente. Además, en todos los
casos la enzima fue activada por cloro y
estabilizada por calcio. Todas estas propie-
dades coinciden con aquellas típicas de las
a-amilasas (Ming - Shun Chen et al. 1992) .

Estabilidad térmica

La temperatura óptima de actividad de la
enzima se observó a 40°C con una ligera
disminución a 50°C. Después de los 50°C la
actividad de la enzima disminuye notable-
mente, debido posiblemente a la desnatura-
lizaclón de la enzima al ser sometida a
temperaturas altas (Ag. 3). En general, la
amilasa proveniente de tt. hampei presenta
buena estabilidad térmica en el rango com-
prendido entre 30- 55°C, lo cual se atribuye
a la presencia de calcio en los buffers de
actividad, debido a que las amilasas son
metaloenzimas que requieren calcio para la
actividad catalítica (Robyt y Whelan 1968).
La íncubación de la amilasa de n. hampei
por más de 5 minutos a 70°C conlleva a la
pérdida completa de la actividad enzimática.
Igual resultado fue encontrado con amilasas
de S. zeamais y S. Oranarius (Baker 1983).
Las enzimas tienen diferente energía de ac-
tivación y de conversión, por lo tanto, una
modificación en la temperatura puede oca-
sionar un cambio en una de ellas (Lee y
Anstee 1995).

Zimograma de actividad

El análisis isoenzimático realizado para el
extracto de adultos de ff. hampei (Fig. 4)
mostró 3 bandas de actividad amilasa una
de las cuales representa más del 80% del
total de la actividad enztmátlca. Esto indica
que es posible purificar y caracterizar esta
enzima con miras a evaluar posibles
inhibidores, los cuales pueden ser incorpo-
rados en la planta de café y obtener de esta
forma resistencia a ff. hampei.

Similares resultados se encontraron en S.
zeamais el cual presenta dos isoenzimas de
amilasas en geles de poliacrilamida del 7.5
%. Mientras que las amilasas de tt. hampei
bajo estas condiciones son fuertemente
catiónicas, según Baker (1983) las de S.
zeamais se movieron cerca del frente de
corrida indicando su naturaleza aniónica. La
presencia de un número mayor de peque-
ñas bandas de actividad cerca de las bandas
principales, puede ser el resultado de arte-
factos (Doane 1967). Dos de estas bandas
se encontraron igualmente en extractos de
intestinos, lo cual evidencia que estas ban-

das corresponden a amilasas intestinales
(Imagen no mostrada).

Terra et al. (1985) mostraron que esencial-
mente toda la actividad de las u-amllasas
en T. molitor está asociada con el tracto di-
gestivo (80% con el intestino medio y 20%
con el intestino anterior). Sin embargo, Sil-
va y Terra (1994) en trabajos posteriores de-
mostraron que la actividad de estas enzimas
se inicia cuando los insectos sienten ham-
bre y se incrementa con el consumo del ali-
mento por el insecto. A pesar de los estudios
con homogenizados de insectos, larvas o
bien con los intestinos, el conocimiento de

la distribución espacial de la digestión en
insectos se limita al conocimiento de las
zonas en las cuales ocurre (Vázquez - Arista
1997), quedando la necesidad de aislar y
caracterizar enzimas digestivas de glándu-
las salivales, buche y espacios luminares
fuera y dentro de la membrana peritrófica
que envuelve el alimento en el intestino
medio, así como identificar los mecanismos
amortiguadores de pH que pueden afectar
la digestión.

Ishimotoy Kitamura (1988) encontraron que
los inhibidores de o-amllasas son los res-
ponsables de la protección de P. vulgaris al
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Figura 2. Efecto del pH sobre la hidrólisrs del almidón a 30°C por amilasas de Hypothenemus
hampei.
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la actividad arnilasa de Hypothenemus hampei.
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Figura 4. Zimograma de actividad arnilasa
de Hypothenemus hampei en gel de elec-
troforesis nativo del 15 %. Después de la
electroforesis, el gel se incubó en buffer
citrato 0.05M pH 5,0 conteniendo 10mM de
NaCI y 20mM de CaCl2 por 120 minutos a
30°C. Tinción con solución de lodo. Las zo-
nas claras indican 3 bandas de actividad
enzimática.

ataque de Callosobruchus chinensis, Al
igual, una alta toxicidad del inhíbldor. pue-
de causar la muerte a las larvas cuando es-
tas se alimentan de dietas artificiales
conteniendo este inhibidor. El conocimien-
to generado en esta investigación es muy
importante ya que permite conocer las prin-
cipales propiedades de las amilasas de la
broca del café, a la vez que posibilita la eva-
luación de potenciales inhibidores proteicos
con actividad específica hacia u-amilasas
provenientes de la broca.

Agradecimientos

Los autores agradecen ampliamente a
Colciencias y a la Federación Nacional de
Cafeteros de Colombia por el gran apoyo fi-
nanciero para la ejecución del trabajo.

Bibliografía

APPLEBAUM,S.W.1964. The action pattern and
physiological role of Tenebrio larval
amylase. Journal Insect Physiology 10:
897-906.

APPLEBAUM, S.W. 1985. Biochemistry of
digestion. En: Comprehensive and Insect
Physiology, Biochemistry and Pharmaco-
logy, Kerkut, G.A.and L.1.Gilbert, eds., Vol
4 Chapter 7, pp 279-311. Oxford Per-
gamon.

APPLEBAUM,S.W.; KONIJN, A.M. 1965. The
utilization of starch by larvae of the flour

beetle, Triboliurn castaneum. Journal
Nutrition 85: 275-282.

BAKER,J.E. 1983. Properties of amylases from
midguts of larvae of Sitophilus zeamais and
Sitophilus oryzae. Insect Biochemistry 13:
421-428.

BAKER,J.E. 1987. Purification of isoamylases
from the rice weevil, Sitophilus orizee
(Coleoptera: Curculionidae), by high-per-
formance liquid chromatography and their
interaction whith partially-purified amylase
inhibitors from wheat. Insect Biochemistry
17(1): 37-44.

BAKER,J.E. 1991. Purification and partial cha-
racterization of a- amylase allosymes from
the leeser grain borer. Rhyzopertha domi-
nica. Insect Biochemistry 21(3): 303-311.

BlGGGS, D.R.; McGREGORP.G. 1996. Gut pH
and amylase and protease activity in larvae
of the New Zealand grass grub Costelytra
zealandica; Coleoptera: Scarabaeidae as a
basis for selecting inhibitors. Insect
Biochemistry and Molecular Biology 26(1):
69-75.

BLANCO-LABRA,A.; MARTINEZ-GALLARDO,A.;
SANDOVAL-CARDOSO, A.; DELANO-FRlER,
J. 1996. Purification and characterization
of a digestive cathepsln D proteinase
isolated from Tribolium casraheurn

. (Herbst). Insect Biochemistry and Molecular
Biology 26(1): 95-100.

BOHINSKI, R.C. 1983. Modern concepts in
biochemistry. Fourth edition. Allen and Ba-
con, Inc. USA.320p.

BUONOCORE,V.; POERIO,E.; SILANO,V.; TO-
MASI, M. 1976. Physical and catalytic
properties of a-amylase from Tenebrio
molitor L. Larvae. Biochemistry Journal
153: 621-625.

CAMPOS,F.A.P.;XAV1ER-FILHO,J.; SILVA,C.P.;
ARY, M.B. 1989. Resolution and partial
characterization of proteinases and a-
amilases from midguts of larvae of the
bruchid beetle Callosobruchus maculatus
(F). Comparative Biochemistry and
Physiology 92B: 51-57.

DOANE,W.W. 1967. Quantitation of amylases
in Drosophila separated by acrylamide gel
electrophoresis. Journal of Experimental
Zoology 164: 363-378.

DOANE, W. W. 1969. Amylase variants in
Drosophila melanogaster: linkage studies
and characterization of enzyrne extracts.
Journal ofExperimental Zoology 171: 321-
342.

HOPKINS,R.H.; BlRD, R. 1954. Action of alpha
amylase on amylase. Biochemistry. 56: 86-
96.

HORI, K. 1971. Physiological conditions in the
midgut in relation to starch digestion and
salivary amylase of the bug Lygus disponsi.
JournalInsect Physiology 17: 1153-1167.

ISHIMOTO, M.; KITAMURA, K. 1988. Identi-
fication of the growth inhibitor on azuki
bean weevil in kedney bean (Phaseolus
vulgaris L.). Japanese Journal of Breeding
38: 367-370.

KRlSHNA,S.S. 1955. Physiology of digestion in
7togoderma larva.Journal ofthe Zoological
Society of India 7: 170-176.

KRlSHNA,S.S.; SAXENA,N.K. 1962. Digestion
and absorption on food in Triboliurn
castaneum (ríerbst). Physiological Zoology
35: 66-78.

LEE, M.J.; ANSTEE,J.H. 1995. Endoproteases
from the midgut of larval Spodoptera
littoralis include a chymotrypsin-like
enzyrne with and extended binding site.
Insect Biochemistry and Molecular Biology
25(1): 49-61.

LEMOS,F.J. A.; CAMPOS,F.A. p.; SILVA,e. p.;
XAVIER FILHO, 1. 1990. Proteinases and
amylases of larval midgut of Zabrotes
subfasciatus (Boh.) (Coleoptera: Bruchi-
dae) reared in Cowpea (Vigna ungiculata
(L.) Walp.) seeds. Entomologia Experimen-
talis et Applicata 56: 219-227.

MING-SHUNCHEN;GUOHUAFENG;ZEN, x.c..
RlCHARDSON,M.; RODRlGUEZv.. S.; REECK
R., R.; KRAMERJ, K. 1992. ex -amylases
from three species of stored grain
Coleoptera and their inhibition by wheat
and corn proteinaceous inhibitors. Insect
Biochemistry Molecular Biology 22(3): 261-
268.

PODOLER,H.; APPLEBAUM,S. W. 1971. The a
amylase of the beetle Callosobruchus
chinensis: properties. Biochemistry Journal
121: 321-325.

ROBYT, J. F.; WHELAN W. J. 1968. The a
amylases. In Starch and its Derivatives. (Ed.
by Radie) J. A.), pp 430-476. Chapman &
Hall, London.

SANDOVAL-CARDOSO,1991. M.L. Purificación
y caracterización de enzimas larvales de
cuatro insectos que atacan al maíz durante
su almacenamiento. Tesisde Licenciatura.
CIElAA, Universidad de Guanajuato.
Irapuato, Gto. México 135p.

SILANO,V.; FURIA,M.; GlANFREDA,E.; MARCI,
A.; PALESCANDOLO,R.; RAB,A.; SCARDI,
V.; STELLA,E.; VALFRE,F. 1975. Inhibítion
of amylases from different origins by
albumins from the wheat kernel. Acta
Biochimica et Biophysica 39: 170-178.

SILVA, C.P.;TERRA,W.R. 1994. Digestive and
absorptive sites along the midgut of the
cotton seed sucker bug Dysdercus
peruvianus (Hemiptera: Pyrrhocoridae).
Insect Biochemistry and Molecular Biology
24(5): 493-505.

TERRA, W.R. 1990. Evolution of digestive
systems of insects. Annual Review of
Entomology 35: 181-200.

TERRA,W. R.; FERREIRA,C.; DE BlANCHIA.G.
1977. Action pattern. kineticaI propierties
and electrophoretical studies on an alpha-
amylase present in midgut homogenates
from Rhynchosciara americana (Diptera)
larvae. Comparative Biochemistry and
Physiology 56B: 201-209.

TERRA,W.R.;FERREIRA,c.: BASTOS,F. 1985.
Phylogenetic considerations of insect
digestion. Disaccharidases and spatial
organization of digestion in the Tenebrio
molitor larvae. Insect Biochemistry 15:
443-449.

VAZQUEZ-ARISTA, M. 1997. Anatomical,
enzymatic, and microbiological studies on
the digestive system of Prostephanus
truncatus (Horn). Thesis submitted for the
degree of Doctor of Philosophy at the
University of Leicester. 150p.

YETTER,M. A.; SAUNDERS,R. M.; BOLES,H..P.
1979. a amylase inhibitors from wheat
kernels as factors in resistance to
postharvest insects. Cereal Chemistry 56:
243-244.


