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Propiedades de amilasas provenientes de la broca del

café Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae)
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Resumen. La amilasa es una enzima de gran actividad en el tracto digestivo de los insectos, su funcién le
permite al insecto digerir activamente el almidén presente en el alimento, suministrandole la glucosa
requerida para cumplir con sus funciones metabdlicas. El conocimiento de la actividad amilolitica de la
broca constituye una herramienta ttil en la seleccién de inhibidores para estas enzimas que pueden ser
utilizados en la produccion de café transgénico. Con el objetivo de establecer el mejor medio de extrac-
cién, el pH y la temperatura 6ptima para la actividad amilolitica del insecto, se homogeneizé 1 g de
adultos con 5 ml de diferentes medios de extraccion H,0, NaCl 1% y soluciones buffer a diferentes pH (3.0
- 8,0). La determinacién del pH 6ptimo de la enzima se estimé utilizando buffers de pH 3,0 - 9,0. La
temperatura 6ptima de actividad de la enzima se llevé a cabo a diferentes temperaturas (25 - 70°C) con 5
repeticiones para todos los tratamientos. En todos los casos, la actividad enzimatica se determiné
espectrofotométricamente a 580 nm. El zimograma de actividad se realizé por medio de electroforesis
nativa en geles homogéneos del 15%. Los resultados encontrados permiten evidenciar que el mejor medio
de extraccion para la amilasa es NaCl al 1%, el pH 6ptimo de actividad es de 5,0 y la temperatura 6ptima
de actividad es de 40°C. En el zimograma se pudo encontrar que H. hampei presenta varias bandas de
actividad, dos de las cuales son enzimas mayoritarias.

Palabras clave: Hypothenemus hampei. Broca del café. Café. Enzimas.

Summary. Amylase is an enzyme with high activity in the digestive system of H. 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 insect, 1g of adults insects were pestled with different solutions containing

either 5 ml of water, 1% NaCl, 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% NaCl. 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.

Key words: Hypothenemus hampei. Enzymes. Coffee berry borer. Coffee.

Introduccion

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 bioquimica de los in-
sectos y en particular sobre las enzimas mas
importantes involucradas en los procesos
digestivos, de forma que conociendo estas
enzimas, pueda disefiarse una estrategia que
permita bloquear o interrumpir su funcion,
es decir, producir una inhibicién dirigida
especificamente 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 produciran las enzimas apropiadas
para su digestién en abundancia (ej.
amilasas para dietas ricas en carbohidratos),
y si por el contrario, la dieta es altamente
restringida, las enzimas presentes seran
correspondientemente limitadas (Apple-
baum 1985). La mayor parte del alimento
requerido para la nutriciéon de los insectos
consiste de polimeros como el almidén, ce-
lulosa, hemicelulosa y proteinas. El proceso
digestivo de éstos ocurre en tres fases, du-
rante la fase inicial, se lleva a cabo la dismi-
nucién en el peso molecular de compuestos
poliméricos mediante la accion de hidrolasas
poliméricas (amilasas, celulasas, hemi-
celulasas y endoproteasas); los oligbmeros

resultantes son hidrolizados en la etapa in-
termedia por hidrolasas oligoméricas, que
actian sobre fragmentos parcialmente de-
gradados. Los productos de esta fase son
dimeros o pequenos oligbmeros tales como
maltosa, celobiosay dipéptidos. En la etapa
final de la digestion, los dimeros se rompen
en mondémeros por hidrolasas como mai-
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 carbohi-
drasas digestivas de los insectos hidrolizen
poli, oligo y disacaridos a sus correspon-
dientes monosacaridos, para prepararlos
para su absorciéon de manera similar a las
carbohidrasas de vertebrados. En estos ul-
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timos, las hidrolasas poliméricas son
secretadas principalmente por las glandu-
las salivales y el epitelio del intestino me-
dio. Se reconocen dos categorias de
carbohidrasas, las cuales se denominan co-
munmente como a-amilasas y B-amilasas.
Las a-amilasas (1,4-o-D-glucan glucano-
hidrolasas) se caracterizan por atacar enla-
ces glicosidicos internos de almidén o
glicbgeno. Se considera que el ataque (o-
1,4) produce rompimientos al azar que ge-
neran una mezcla de dextrinas de longitudes
de cadena variable, aunque algunas eviden-
cias senalan que la hidrélisis del almidén
sigue un cierto orden (Bohinski 1983).

Las amilasas de los insectos juegan un pa-
pel muy importante en la digestion del al-
midoén presente en la semilla. El orden
Coleoptera es extremadamente grande, en
consecuencia es dificil hacer generalizacion
acerca de la distribucion de las enzimas di-
gestivas de éstos o de un insecto en parti-
cular. La digestion del almidén por amilasas
de insectos ha sido demostrada en S.
granarius (Silano et al. 1975; Baker 1983);
Tribolium castaneum (Krishna y Saxena
1962); Trogoderma spp. (Krishna 1955);
Rhyzopertha dominica (Baker 1991);
Sitophillus zeamais (Baker 1983; Sandoval-
Cardoso 1991); Sitophillus 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
utilizacion del alimento por el insecto, y de
sus principales propiedades, permitira un
mayor entendimiento del papel que desem-
penan 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 Hypothenemus hampei.

Materiales y Métodos
Material Biolégico

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

Evaluacion de la actividad amilasa

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

50 ul de solucién de la enzima se incuba-
ron por 15 minutos a 30°C con 650 ul de
buffer citrato 0.05M pH 5,0 conteniendo 10
mM de NaCly 20 mM de CaCl,y 500 ul de
una solucién 0.125 % de almidén (Almidén
soluble, Sigma Chemical Co.) en 50 mM de
buffer citrato pH 5,0. La reaccién se detuvo
por la adicién de 5 ml de una solucién de
Iodo (I: 0.5 % y KI: 5 % ). Las muestras se
leyeron a 580 nm utilizando un espectro-
fotémetro UV/VIS marca UNICAM. Para cada
prueba, la actividad se determind a partir
de 5 repeticiones.

Medios de extraccion

Las amilasas fueron extraidas homogenei-
zando 1g de brocas adultas con 5 ml de cada
uno de los siguientes medios de extraccion:
NaCl 1%, H,0, buffer succinico 0.05M pH 4,0
y 6.0; buffer citrato 0.05M pH 3,0 y buffer
Tris- HCI 0.05M pH 8,0. El homogeneizado
se centrifugé a 10000 x g durante 30 minu-
tos y el sobrenadante resultante (fuente de
la enzima) se almacené a —20°C. Todas las
etapas se realizaron a 4°C.

PH optimo

El pH 6ptimo de las amilasas en H. hampei
se determiné en soluciones buffer 0.05M
conteniendo 10 mM de NaCl y 20 mM de
CaCl,. Los buffers utilizados fueron: buffer
citrato pH 3,0y 5,0; buffer succinico 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 determin6
preincubando la solucién de la enzima en
buffer de actividad durante 5 minutos a 25,
30, 40, 50, 60y 70°C. Se tomaron cinco re-
peticiones de cada tratamiento evaluado.

Zimograma de actividad

La actividad amilolitica se detecté 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 camara de electro-
foresis vertical (Bio-Rad laboratories, Modelo
Miniprotean II), en los cuales se incluyé al-
midoén coopolimerizado a una concentraciéon
del 0,25%. La electroforesis se corrié du-
rante 3 horas a 100 voltios y a 4°C. Poste-
riormente, el gel se lavé suavemente con

agua desionizada y se colocé en buffer de
actividad (buffer fosfato pH 5,0; 10 mM NaCl
y 20 mM CaCl,) por 2 horas a 35°C. Las ban-
das de actividad se detectaron por colora-
cién del gel durante 30 minutos, con una
soluciéon 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 fotografié y la imagen
se digitaliz6.

Resultados y Discusion

Medios de extraccion

La figura 1 muestra el efecto de los diferen-
tes medios de extraccién utilizados sobre la
actividad relativa de la enzima. La actividad
maéxima se presenté cuando se utilizé NaCl
al 1% como medio de extraccién. 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 H. hampei en este estudio.
Es bien conocido, que la activacién por clo-
ro es una caracteristica de muchas amilasas
de mamiferos y bacterias (Robyt y Whelan
1968), asi como también de varios insectos
(Baker 1983; Doane 1969; Hori 1971; Terra
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-
cién evaluados fue posible encontrar activi-
dad relativa amilasa superior al 60%.

PH 6ptimo

Las amilasas de insectos son generalmente
muy activas en rangos de pH ligeramente
acidos a neutros (Baker 1983). En H. 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 sefnalado para
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Figura 1. Efecto de seis medios de extraccion sobre la hidrélisis del almidén por amilasas
de Hypothenemus hampei. A, NaCl 1%. B, H,0. C, Buffer citrato pH 3,0. D, Buffer succinico
pH 4,0. E, Buffer succinico pH 6,0. F, Buffer tris-HCI pH 8,0.
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varios insectos del orden Coleoptera. Asi por
ejemplo, en Callosobruchus chinensis el pH
optimo es de 5,2 a 5,4 (Podoler y Applebaum
1971); en Tribolium castaneum el pH 4,6 a
5,2 (Applebaumy Konijn 1965); pH 5,8 para
la amilasa de Tenebrio molitor (L) (Buono-
core et al. 1976); pH 6,5 a 7,0 en Costelytra
zealandica (Biggs y McGregor 1996) y pH
4,5 a 5,5 para Sitophilus zeamais y Sitop-
hilus granarius (Baker 1983). El pH 6ptimo
para la actividad amilasa de H. 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. Ademas, en todos los
casos la enzima fue activada por cloro y
estabilizada por calcio. Todas estas propie-
dades coinciden con aquellas tipicas de las
o-amilasas (Ming - Shun Chen et al. 1992).

Estabilidad térmica

La temperatura 6ptima de actividad de la
enzima se observé a 40°C con una ligera
disminucién a 50°C. Después de los 50°C la
actividad de la enzima disminuye notable-
mente, debido posiblemente a la desnatura-
lizacién de la enzima al ser sometida a
temperaturas altas (Fig. 3). En general, la
amilasa proveniente de H. 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 catalitica (Robyt y Whelan 1968).
La incubacién de la amilasa de H. hampei
por mas de 5 minutos a 70°C conlleva a la
pérdida completa de la actividad enzimatica.
Igual resu'tado fue encontrado con amilasas
de S. zeamais y S. Granarius (Baker 1983).
Las enzimas tienen diferente energia de ac-
tivacion y de conversién, por lo tanto, una
modificacion en la temperatura puede oca-
sionar un cambio en una de ellas (Lee y
Anstee 1995).

Zimograma de actividad

El analisis isoenzimatico realizado para el
extracto de adultos de H. hampei (Fig. 4)
mostré 3 bandas de actividad amilasa una
de las cuales representa mas del 80% del
total de la actividad enzimatica. 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 H. hampei.

Similares resultados se encontraron en S.
zearais el cual presenta dos isoenzimas de
amilasas en geles de poliacrilamida del 7.5
%. Mientras que las amilasas de H. hampei
bajo estas condiciones son fuertemente
catiénicas, segun Baker (1983) las de S.
zeamais se movieron cerca del frente de
corrida indicando su naturaleza ani6nica. La
presencia de un nimero mayor de peque-
nas 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 a-amilasas
en T. molitor esta asociada con el tracto di-
gestivo (80% con el intestino medio y 20%
con el intestino anterior). Sin embargo, Sil-
vay 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 distribucion espacial de la digestion en
insectos se limita al conocimiento de las
zonas en las cuales ocurre (Vazquez - Arista
1997), quedando la necesidad de aislar y
caracterizar enzimas digestivas de glandu-
las salivales, buche y espacios luminares
fuera y dentro de la membrana peritréfica
que envuelve el alimento en el intestino
medio, asi como identificar los mecanismos
amortiguadores de pH que pueden afectar
la digestion.

Ishimoto y Kitamura (1988) encontraron que
los inhibidores de a-amilasas son los res-
ponsables de la proteccion de F vulgaris al

120 — -
— i
2
< 100 -
«©
(/2]
L
£
<
s 60
=}
o |
T 40
T
]
S 20 -
ey
Q
< 0 | [ _ i B
3 4 5 6 7 8 9
pH
Figura 2. Efecto del pH sobre la hidrdlisis del almidén a 30°C por amilasas de Hypothenemus
hampei.
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la actividad amilasa de Hypothenemus hampei.
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Figura 4. Zimograma de actividad amilasa
de Hypothenemus hampei en gel de elec-
troforesis nativo del 15 %. Despues de la
electroforesis, el gel se incubé en buffer
citrato 0.05M pH 5,0 conteniendo 10mM de
NaCl y 20mM de CaCl, por 120 minutos a
30°C. Tincién con solucién de lodo. Las zo-
nas claras indicagn 3 bandas de actividad
enzimatica.

ataque de Callosobruchus chinensis. Al
igual, una alta toxicidad del inhibidor, 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 investigacion 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-
luacién de potenciales inhibidores proteicos
con actividad especifica hacia a-amilasas
provenientes de la broca.
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