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Introduccion. Los granos de cereales son susceptibles
al ataque de diversas plagas. Rhyzopertha dominica es la
plaga de insectos de granos de almacén mas importante
a nivel mundial (1). Para abatir las pérdidas de los granos
almacenados y mantener su calidad alimentaria, es
necesario comprender el mecanismo de accion que el
insecto tiene para utilizar el sustrato.

Metodologia. Se emplearon 3 poblaciones de insectos
cultivadas en trigo tetraploide Triticum aestivum var.
Japare, bajo condiciones controladas. Los extractos
amiloliticos se obtuvieron mediante la técnica de Baker
(2). El extracto crudo se traté con sulfato de amonio de
25-75% de saturaciéon, y ésta fraccion se resolvié
mediante cromatografia de interaccién hidrofébica en
fenil sefarosa CL-4B, eluyendo la proteina con un
gradiente lineal de etilén glicol (0-50%) y un gradiente
lineal negativo de sulfato de amonio (25-0%). Se
realizaron pruebas bioquimicas de caracterizacién y se
determinaron las constantes cinéticas Km y Vmax.

Resultados y discusién. Se aislaron tres isoamilasas de
Rhyzopertha dominica denominadas 1A-0.70, IA-0.79 y
IA-0.90, de acuerdo a su movilidad relativa en PAGE. Las
IA-0.70 y IA-0.79 mostraron un pH optimo de 7.0,
mientras que para la 1A-0.90 fue de 6.5. Las tres IA
presentaron estabilidad a 50°C por 1 hora, pero a 60°C
se perdio el 50% de actividad a los 20 minutos de
incubacion y se inactivaron a una hora. ElI B-
mercaptoetanol en concentraciones superiores a 30 mM
incrementd 2.5 veces més la actividad amilolitica de las
tres isoamilasas empleando almidén de trigo como
sustrato. El patrén de accidn de las tres isoenzimas fue el
tipico de las endoamilasas, sin embargo se observaron
diferencias en la eficiencia hidrolitica medida bajo el
coeficiente Vmax/Km en almidén, amilopectina y amilosa.
La accion hidrolitica de la 1A-0.90 en almidon vy
amilopectina (Vmax/Km=75.0 y 56.3, respectivamente)
fue menos eficiente que en amilosa (Vmax/Km=240.2).
La IA-0.70 hidroliza al almidén y a la amilosa en rangos
similares (Vmax/Km=203 en promedio), pero en
amilopectina no fue tan eficiente (Vmax/Km=123.6) la
suma de resultados sugiere que las IA-0.70 y IA-0.79
pertenecen a un grupo de isoamilasas sacarificantes que

hidrolizan fragmentos de oligosacaridos provenientes de
la accion hidrolitica de la IA-0.90. La accién simultanea
de las tres isoamilasas en almidon podria facilitar al
insecto a reproducirse y alimentarse de los granos de
trigo durante el almacenamiento
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Fig. 1. Cromatografia en fenil sefarosa CL-4B de un extracto

amilolitico de Rhyzopertha dominica. Arriba, SDS-PAGE (10%)
no reductora en tincién con plata.

Conclusiones. El factor de purificacion fue de 32.3 para
las 1A en conjunto (datos no mostrados) y la actividad
amilasica recuperada fue del 45%, por lo que la
cromatografia de interaccion hidrofobica en fenil sefarosa
demostr6 ser una buena herramienta para purificar
isoamilasas de R. dominica en dos etapas.
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