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Abstract 
 

Diapausing larvae of the bamboo borer Omphisa fuscidentalis contain soluble and 

membrane-bound trehalase in the midgut. Soluble trehalase activity accounts for three-

fourths of the total trehalase activity in midgut homogenates. An exposure of diapausing 

larvae to juvenile hormone analog (JHA) induced pupation, accompanied by an increase 

in soluble trehalase activity at the beginning of the prepupal period. Injection of 20-

hydroxyecdysone (20E) increased the level of soluble trehalase activity 5 days 

postinjection in a dose-dependent manner. In contrast, no increase in membrane-bound 

trehalase activity was observed under the same conditions. The cDNAs encoding the 

soluble and membrane-bound forms of trehalase in O. fuscidentalis, as respectively 

named, trehalase-1 (OfTreh-1) and trehalase-2 (OfTreh-2), were cloned. Treh-1 encodes 

a 581-aa protein while Treh-2 encodes a 648-aa protein with one putative transmembrane 

domain near the C-terminus. The mRNA expression level of Treh-1 was 27-fold higher 
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than that of Treh-2 in diapausing larval midgut. Following the exposure of diapausing 

larvae to JHA, Treh-1 mRNA expression increased gradually until the onset of prepupal 

period whereupon it increased dramatically; in contrast, the mRNA expression of Treh-2 

remained at its initial level. Similarly, 20E upregulated Treh-1 expression but had no 

effect on Treh-2 expression. Taken together, these results suggest that an increase in the 

soluble trehalase activity at pupation is caused by upregulation of Treh-1 gene. Moreover, 

membrane-bound trehalase does not appear to be involved in the dynamic changes in the 

hemolymph trehalose concentration that occur during the larval–pupal transformation. 

The midgut of the silkworm Bombyx mori contains two types of trehalase: soluble 

and membrane-bound trehalase. Trehalose concentration in larval hemolymph remains 

substantially high through the feeding period of the last (fifth) larval instar, despite 

appreciable trehalase activity through this period. B. mori larval hemolymph contains two 

types of trehalase inhibitor, a proteinaceous inhibitor (inhibitor-P) and a non-

proteinaceous inhibitor that is extractable with methanol and ethanol (inhibitor-M). Both 

inhibit the two types of trehalase with different effectiveness. Inhibitor-P inhibited 

soluble trehalase more effectively than membrane-bound trehalase, while inhibitor-M 

inhibited membrane-bound trehalase slightly more than soluble trehalase. The inhibitory 

activity of inhibitor-M was high during the early to middle feeding period, followed by a 

sudden decrease during the late feeding period. Inhibitor-P activity increased throughout 

the feeding period, and markedly decreased 2 days after gut purge. Thus, the 

concentration of two inhibitors in hemolymph exhibited stage-specific changes, 

indicating the presence of a coordinated inhibition of two types of trehalase. Therefore, 

trehalose concentration regulation in hemolymph appears to be complex, consisting of 

two inhibitors, two types of trehalase, and probably their gene expression.  
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บทคัดยอ 
 

ทางเดินอาหารสวนกลางของหนอนเยื่อไผ (Omphisa fuscidentalis) ระยะลารวัลไดอะพอสมี

เอนไซม soluble และ membrane-bound ทรีฮาเลส โดยกิจกรรมของ soluble trehalase มีประมาณสาม

ในสี่ของของกจิกรรมของทรีฮาเลสในทางเดินอาหารสวนกลาง การกระตุนโดยฮอรโมน juvenile 

hormone analogue (JHA) มผีลชักนําการเขาดักแดและในขณะเดยีวกนัก็มีผลทําใหกิจกรรมของ soluble 

trehalase เพิ่มสูงขึ้นในระยะกอนเขาดกัแด การฉีดฮอรโมน 20-hydroxyecdysone (20E) มีผลกระตุน

การทํางานของ soluble trehalase ในวันที่ 5 หลังจากไดรับฮอรโมน โดยขึน้อยูกับความเขมขนของ

ฮอรโมนที่ไดรับ แตในทางตรงกันขามกิจกรรมของ membrane-bound trehalase ไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงเมื่อทําการตรวจสอบภายใตสภาวะเดยีวกัน ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการโคลนนิ่งและหา

ลําดับเบสของ O. fuscidentalis trehalase-1 (OfTreh-1) และ trehalase-2 (OfTreh-2) ของหนอนเยือ่ไผ
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ซ่ึงเปลี่ยนรหัสเปนโปรตีน soluble และ membrane-bound trehalase ตามลําดับ ซ่ึงยีน Treh-1 

ประกอบดวย 581 กรดอะมิโน ในขณะที่ Treh-2 ประกอบดวย 648 กรดอะมิโนโดยมี putative 

transmembrane domain ในสวนทายของลาํดับกรดอะมิโน ในทางเดินอาหารสวนกลางของหนอนเยื่อ

ไผระยะไดอะพอสการแสดงออกของยีน Treh-1 สูงกวา Treh-2 ประมาณ 27 เทา เมื่อไดรับ JHA และ

การแสดงออกของยีน Treh-1 จะเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆจนกระทั่งถึงระยะกอนเขาดกัแด แตการแสดงออก

ของยีน Treh-2 จะคงอยูในระดับต่ําเทากับระยะเริ่มตนเทานั้น และในทาํนองเดียวกนัการฉีด 20E ใหแก

หนอนเยื่อไผมีผลกระตุนการแสดงออกของยีน Treh-1 แตไมมีผลตอการแสดงออกของยีน Treh-2 จาก

ผลการทดลองที่ไดพบวาการเพิ่มขึ้นของกิจกรรมของ soluble trehalase ในระยะทีม่ีการเปลี่ยนแปลง

เปนดักแดนั้นเปนผลเนื่องมาจากการกระตุนการแสดงออกของยีน Treh-1 และพบวา membrane-bound 

trehalase ในหนอนเยื่อไผนั้นไมเกีย่วของในการควบคุมการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของน้ําตาลทรี

ฮาโลสในระหวางที่มีการเปลี่ยนแปลงจากตัวหนอนเปนดักแด 

ในทางเดนิอาหารของหนอนไหม (Bombyx mori) มีเอนไซมทรีฮาเลสสองชนิดไดแก soluble 

และ membrane-bound trehalase ความเขมขนของน้ําตาลทรีฮาโลสของตัวหนอนถูกเก็บสะสมไวใน

ระดับที่คอนขางสูงคงที่ตลอดระยะที่มีการกินอาหารของระยะอนิสตารที่หา ทั้งที่ในระยะนีก้็ตรวจพบ

กิจกรรมของทรีฮาเลสในทางเดินอาหารสวนกลาง ในฮโีมลิมพของหนอนไหมมีทรีฮาเลสอินฮิบิเตอร

สองชนิดไดแก อินฮิบิเตอรที่เปนโปรตีน (inhibitor-P) และชนิดที่สามารถสกัดไดดวยเมธานอลและ

เอธานอล (inhibitor-M) อินฮิบิเตอรสองชนิดนีย้ับยั้งกจิกรรมของทั้ง soluble และ membrane-bound 

trehalase ไดดวยความระดับความไวทีแ่ตกตางกัน โดย inhibitor-P สามารถยับยั้งกิจกรรมของ soluble 

trehalase ไดดกีวา ในขณะที่ inhibitor-M ยับยั้งกิจกรรมของ membrane-bound trehalase ไดมากกวา 

soluble trehalase เล็กนอย ประสิทธิภาพในการทํางานของ inhibitor-M จะสูงในชวงตนจนถึงกลางของ
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ระยะที่มกีารกนิอาหารแลวจะลดลงทันทีในชวงทายของระยะที่มกีารกนิอาหาร สวน inhibitor-P จะมี

การทํางานสูงขึ้นเรื่อยๆ ตลอดระยะที่มีการกินอาหารและจะลดลงอยางเห็นไดชัดในวันที ่ 2 หลังจาก

การเกิด gut purge จะเหน็ไดวาอนิฮิบิเตอรทั้งสองชนิดในฮีโมลิมพมีการทํางานทีจ่ําเพาะตอระยะการ

เจริญเติบโตซึ่งแสดงถึงการทํางานในการยับยั้งรวมกัน ดังนั้นการควบคุมความเขมขนของทรีฮาโลส

ในฮีโมลิมพในหนอนไหมจงึมีความซับซอน ซ่ึงประกอบดวยกิจกรรมของทรีฮาเลสอนิฮิบิเตอรสอง

ชนิด กิจกรรมของเอนไซมทรีฮาเลสสองชนิด และอาจรวมถึงการแสดงออกของยีนดงักลาว 

 

 

 

 


