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Biologia. — Osservazioni sulla attività delle glicerofosfatasi du
rante lo sviluppo larvale e la metamorfosi di Mlisca domestica L . (*}. 
Nota di S alvatore  R usso- C a ia , M aria  G a br iella  C ia va ttini e 
F il ip p o  C e c e r e , p re s e n ta ta  (**} dal Socio G. C o t r o n e i .

In  una precedente ricerca, eseguita in questo Is titu to  da R im atori e 
C iavattin i (i960) (I), è s ta to  stud iato  il com portam ento delle fenilfosfatasi 
acida e alcalina du ran te  l’accrescimento larvale e la m etam orfosi di M usca  
domestica L. Q uesta ricerca ha m ostrato  che l’a ttiv ità  enzim atica a pH  4,6 
è presente per tu tto  il ciclo di sviluppo, e le sue modificazioni si m antengono 
entro lim iti modesti; l’a ttiv ità  fosfatasica alcalina (pH 9,6) invece, molto 
forte nel periodo di intenso accrescimento delle larve, dim inuisce in seguito 
e scom pare quasi com pletam ente duran te  la v ita pupale.

Il significato che possono avere queste modificazioni nella m etam orfosi 
è s ta to  poi discusso (R usso-C aia, i960) (2) in relazione a num erosi a ltri eventi 
biochimici che si verificano du ran te  lo sviluppo post-em brionale degli In 
se tti olom etaboli.

Il com portam ento della fenilfosfatasi alcalina è in fa tti simile a quello 
di a ltre  idrolasi la cui a ttiv ità  p ra ticam ente scom pare allorché, con la form a
zione del pupario, cessa tra  l’altro  ogni assunzione di alim enti daH’esterno; 
in questo caso si è p o rta ti a ritenere che si tra tt i  di enzimi in qualche modo 
collegati con la funzione dell’apparato  digerente, che du ran te  la m etam or
fosi è ina ttivo  e subisce una  profonda riorganizzazione morfologica.

In favore di questa in terpretazione stanno i risu lta ti di alcune ricerche 
di Dri|lhon e Busnel (1945) (3) ; questi A utori, in uno studio com parativo 
com piuto su specie appartenen ti a diversi ordini (Coleotteri, O rto tte ri, L epi
dotteri, Im enotteri) hanno po tu to  in fa tti distinguere due glicerofosfatasi, 
una alcalina presente in elevata concentrazione nella p a rte  secretoria del
l’in testino  medio, ed una acida presente sopra tu tto  nei tubuli di M alpighi.

Anche il com portam ento  della fosfatasi acida, che non m ostra sensi
bili variazioni nel passaggio dalla v ita larvale a quella pupale, potrebbe 
quindi essere considerato in rapporto  ad una elettiva localizzazione del- 
l ’eAzima nei tubuli di M alpighi, che duran te la m etam orfosi dei D itteri subi
scono m inim e trasform azioni e passano pressoché im m odifìcati all’im magine.

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Zoologia ed Anatomia comparata della Università 
di Camerino, con il contributo della Shell International Research.

(*4) Nella seduta del io febbraio 1962.
(1) A. Rim atori, M. G. C iavattin i, «Rie. Scient. », 30 , 863 (i960).
(2) S. Russo-Caia, «Rie. Scient.», 30 , 1861 (i960).
(3) A. Drilhon, R. G. Busnel, «Bull. Soc. Chim. Biol. », 27, 415 (1945).
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A proposito della localizzazione topografica della fosfatasi alcalina nei 
tessuti degli Insetti, sono anche da ricordare le ricerche istochim iche di D ay  
( 1949) (4); da esse risu lta  che pur essendo Yenzima generalm ente presente 
nel tubo digerente, non sem pre si può m ettere  in evidenza una sua elettiva 
localizzazione nell’in testino medio. T ra  le specie in cui ciò è possibile vi è co
m unque un D ittero , la Lucilia  cuprina  W ied, nella quale la reazione è in ten 
sam ente positiva nella larva, sem bra aum entare nella pupa con la vacuolizza
zione che si ha all’inizio della m etam orfosi, ed è infine assente nell’adulto .

c In num erose ricerche (L0vtrup, 1955, 1958 (5); Moog, 1958, 1959, 1961) (6), 
alcune delle quali com piute nel nostro Is titu to  (De Cesaris Corom aldi, 1955 (7); 
U rban i e Bellini, 1961 (8); R usso-C aia, 1962 (9)), si è po tu to  m ettere  in evi
denza che spesso du ran te  i fenomeni di sviluppo glicero e fenilfosfatasi m o
strano  differenze di com portam ento; per questa ragione abbiam o voluto 
compiere uno studio delle a ttiv ità  fosfatasiche acida e alcalina du ran te  lo 
sviluppo post—em brionale di M usca domestica usando come substra to  il fi- 
glicerofosfato di sodio. In  questa N ota  esponiamo i risu lta ti o ttenu ti.

*
*  *

Le nostre osservazioni sono s ta te  com piute su un ceppo di M usca dome
stica L. m an tenu to  in laboratorio  con m odalità di allevam ento già esposte 
in precedenti lavori. Anche i criteri con i quali si è fa tta  la seriazione degli 
stad i di sviluppo sono i consueti, ad o tta ti in tu tte  le altre ricerche sulla m eta 
morfosi: le larve cioè sono ordinate in base al peso (di io  individui), le pupe 
in base al tem po trascorso dalla formazione del pupario.

Gli om ogenati sono s ta ti p repara ti in acqua b id istillata (in vetro) a 
2° C, generalm ente partendo  da io  individui dello stesso stadio, nella prò* 
porzione di 5 m g di m ateriale per mi di H 20.

Su questi om ogenati si è determ inata  l’a ttiv ità  glicerosfatasica con un 
m etodo basato  sul dosaggio, secondo Fiske e Subbarow, del fosforo liberato  
dalla idrolisi enzim atica del substra to  ((3-glicerofosfato di sodio Sigm a al- 
Vi %). I dettag li tecnici di questo m etodo sono illustra ti in un lavoro di De 
Cesaris Corom aldi e U rban i M istruzzi (1959) (IO); nelle presenti ricerche comun-

(4) M. F. Day, « Austral. J. Sci. Res. », ser. B, 2, 31 (1949).
(0  S. L0VTRUP, « C. R. Lab. Carlsberg », sér. chim. 29, 261 (1955); Id., « A cta Em- 

bryol. MorphoL Exp. », 2, 54 (1958).
(6) F. MOOG, Enzymes: Formation and Growth, in Symp. on Embr. N u tr ., Chicago Univ. 

Press (1958); Id., The Adaptation o f Alkaline and A cid  Phosphatases in Development, in: 
Cell, Organism and Milieu, The Ronald Press Co. (1959); Id., «Developmental Biol. », 3, 
I5 3 (i9 6 r) ..

(7) L. De Cesaris Coromaldi, « Rie. Scient. », 25, 2323 (1055).
(8) E. Urbani, L. Beloni, « Rend. 1st. Sci. Camerino », 2, 284 (1961).
(9) S. RUSSO -CAIA, « Acta Embryol. MorphoL Exp. », in stampa (1962).
(10) L. De Cesaris Coromaldi, L. U rbani M istruzzi, « Rend. Sci. 1st. Lomb. », 

B 93, 163 (1959)-
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que, dopo alcune prove prelim inari, la miscela enz im a-substrato  è s ta ta  
posta  ad incubare a 39°C per 60' con tam pone Veronal a pH  4,6 e 9,6, e 
la colorim etria è s ta ta  fa tta  al Photoelectron (Bausch e Lom b) a 600 mfx. 
N atu ralm en te  anche tu tte  le soluzioni dei reagenti sono s ta te  p repara te  
con H 20 b id istilla ta  in vetro.

I risu lta ti o tten u ti, espressi in Estinzioni ottiche, sono rip o rta ti nel 
grafico; in esso, per sem plicità, ogni punto  rappresen ta la m edia dei valori di 
tu t ti  i dosaggi com piuti su individui appartenen ti ad una stessa classe (l’am 
piezza di ogni classe è di 25 m g per le larve, di io  ore per le pupe).

Fig* i-

Attività glicerofosfatasica acida (linea tratteggiata) e alcalina (linea continua) durante lo sviluppo larvale e la metamor
fosi di Musca domestica L. In ordinate, le attività enzimatiche espresse in Estinzioni ottiche a 600 mp,; in ascisse, 
gli stadi di sviluppo ordinati in base al peso (di io  individui) per le larve, in base alle ore trascorse dall’impupa- 
mentojper le pupe. La prima linea verticale indica la fine dell’accrescimento larvale, la seconda la formazione del 

pupario; i simboli all’estrema destra i valori nelle immagini.

Una a ttiv ità  della glicerofosfatasi acida (linea tra ttegg ia ta ) è presente 
fin dai prim i stadi considerati, cioè nelle larve del peso di circa 2 mg, e si 
m antiene in v aria ta  du ran te  tu tto  lo sviluppo larvale. U na tendenza all’au
m ento si osserva solo con l’inizio della m etam orfosi, fino alla 30s ora circa 
dìf v ita  pupale; i valori raggiunti in questo stadio non si modificano poi nel 
successivo sviluppo e si osservano anche neH’im magine, poco dopo la schiusa. 
Si t r a t ta  quindi, nel complesso, di modificazioni m odeste.

L ’a ttiv ità  glicerofosfatasica alcalina (linea continua) ha invece un anda
mento) m olto diverso. A nch’essa è presente fin dai prim i stadi considerati; 
tendejperò a dim inuire du ran te  lo sviluppo larvale, e la dim inuzione si accentua 
sop ra tu tto  nella pre-m etam orfosi, in quel periodo cioè nel quale la larva 
cessa di alim entarsi, e che nel grafico è indicato fra due linee verticali. Con 
la formazione del pupario l’a ttiv ità  enzim atica diminuisce ulteriorm ente,
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ed alla 24s ora di v ita  pupale è p ra ticam ente inesistente. Anche nelle im m a
gini subito dopo la schiusura F a ttiv ità  enzim atica è assente, o presente ad 
un livello estrem am ente ridotto .

Il grafico m ostra  ch iaram ente il diverso com portam ento dei due enzimi 
nella v ita  pupale; le curve di a ttiv ità  enzim atica, quasi sovrapposte nel
l’ultim o periodo di accrescim ento larvale, divergono in fa tti com pletam ente 
allorché cessa la assunzione di alim enti ed hanno inizio le profonde trasfo r
mazioni della m etam orfosi.

*
*  *

I risu lta ti delle presenti ricerche m ostrano che du ran te  lo sviluppo p o s t-  
em brionale di M usca domestica l’andam ento  generale delle a ttiv ità  glicero- 
fosfatasiche è simile a quello già osservato per le fenilfosfatasi: in am bedue i 
casi in fa tti gli enzimi « acidi » m ostrano oscillazioni re la tivam ente m odeste 
m entre l’a ttiv ità  delle fosfatasi alcaline, elevata nel periodo di accrescim ento 
larvale, tende poi a dim inuire e scom pare duran te  la m etam orfosi.

Anche in questo caso quindi, come per le fenilfosfatasi, si può pensare 
che l’a ttiv ità  dell’enzim a con optim um  alcalino sia sopra tu tto  in rapporto  
con il funzionam ento dell’apparato  digerente; il com portam ento della fosfa
tasi acida è invece di più complessa interpretazione. In  generale, una elevata  
a ttiv ità  fosfatasica acida in assenza dell’enzim a alcalino sta  ad indicare 
(Moog, 1959) una serie di modificazioni del m etabolism o interm edio dei 
carboidrati; queste modificazioni sono s ta te  messe in rapporto , negli Inse tti, 
con il differenziam ento funzionale che rende l’im magine a tta  al volo (Rock- 
stein, 1957, 1959) (II).

Ind ipendentem ente da queste considerazioni, più am piam ente svilup
pate  in precedenti lavori (R usso-C aia, i960 (l2), i960 (2)), e da quelle sulla 
localizzazione delle fosfatasi nei diversi tessuti degli Insetti, occorre ancora 
ricordare che num erosissim e ricerche, com piute su V ertebra ti ed In v e rte 
brati, hanno messo in rilievo una generica im portanza delle fosfa
tasi nei fenomeni dell’accrescimento, della morfogenesi, del differenzia
m ento.

P urtroppo  però le incertezze sul preciso significato biologico di questi 
enzimi lim itano assai spesso la possibilità di stabilire, un rapporto  tra  le loro 
modifiqaztppi ed un determ inato  evento morfologico; anche nella m etam or
fosi non è per il m om ento possibile identificare una relazione tra  l’a ttiv ità  
delle fosfatasi ed i fenomeni di istolisi, istogenesi e differenziamento.

M olte delle osservazioni com piute sugli Inse tti sono s ta te  già esam inate 
nei precedenti lavori. Ricorderem o qui tu tta v ia  le ricerche di Rockstein e

(11) M. Rockstein, « Ann. Rev. Entomol. », 2, 19 (1957); Id., « Smithsonian Mise. 
Coll.», 137, 263 (1959).

(12) S. Russo-C aia, « Acta Em bryol. Morphol. Exp. », 3, 286 (i960).
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coll. (1951 <13>, 1956. <I3>, 1957 (II)> 1959 (11)), nelle quali sono s ta te  conside
ra te  le cara tteristiche di questi enzimi e le modificazioni che si osservano 
nell’adulto, e le osservazioni di A lexander e coll. (1958) 13 (I4). Questi A utori 
hanno seguito il com portam ento delle fenilfosfatasi du ran te  l’in tero  ciclo 
di sviluppo di M usco domestica, o ttenendo risu lta ti con i quali concordano 
quelli di R im atori e C iavattin i; essi hanno anche messo in evidenza una più 
elevata a ttiv ità  della fosfatasi acida (non della alcalina) nelle femmine, ed 
hanno stud ia to  la d iversità tra  ceppi sensibili e resistenti al DDT, conclu
dendo però che il sistem a degli enzimi fosfatasici non sem bra interessato 
nel fenomeno della resistenza.

R elativam ente al fenomeno fondam entale dello sviluppo post-em brio 
nale, cioè al passaggio dalla v ita  larvale a quella pupale, tra  glicero e fenil
fosfatasi vi è quindi una sostanziale iden tità  di com portam ento, nel senso 
che solo gli enzimi con optim um  alcalino m ostrano una modificazione critica 
della loro a ttiv ità .

T ra  glicero e fenilfosfatasi alcalina vi è però una differenza q u an tita tiv a  
nella en tità  di questo fenomeno, in quanto  la dim inuzione di a ttiv ità  fenil- 
fosfatasica è m olto più notevole, a causa dei valori re la tivam ente assai più 
forti delle piccole larve. N atu ralm ente  questo riferim ento va fa tto  non sol
tan to  istituendo un paragone tra  i valori assoluti di a ttiv ità  glicero e fenil- 
fosfatasica, m a considerando ciascuna di queste a ttiv ità  in relazione a quella 
che contem poraneam ente si osserva, a pH  acido, sullo stesso substrato .

Nella introduzione a questa N ota si è detto  che spesso du ran te  i feno
meni di sviluppo si osservano curve di a ttiv ità  glicero e fenilfosfatasica 
non sovrapponibili; si t r a t ta  generalm ente di sfalsam enti nel tem po o di 
variazioni non concordanti del rapporto , per ogni substrato , tra  l’a ttiv ità  
acida e quella alcalina.

Dalle presenti ricerche risu lta  che questo fenomeno si osserva anche 
nello I sviluppo post-em brionale di M usco domestica.

Num erose ricerche riguardan ti questo aspetto  del differenziam ento 
biochimico sono s ta te  recentem ente esam inate da uno di noi (Russo-C aia, 
1962) (9); da esse si può tra rre  la conclusione (valida sopra tu tto  per la fosfa
tasi alcalina) che la « a ttiv ità  fosfatasica » di un tessuto em brionale è in genere 
la risu ltan te  d i/u n  complesso variabile di a ttiv ità  enzim atiche che non sono 
specifiche in senso stre tto , m a m ostrano tu tta v ia  nei vari m om enti dello 
sviluppo una diversa affinità per l’uno o l’altro  substrato .

(13) M. Rockstein, P. W. Herron, « J. Cell. Comp. Physiol. », 38, 451 (1951); 
M. Rockstein, « Bull. Brooklyn Entomol. Soc. », 51, 8 (1956).

(14) B. H. Alexander, R. J. Barker, F. H. Babers, « J. Econ. Entomol.», 51, 
211 (1958); R. J. Barker, B. H. Alexander, «Ann. Entomol. Soc. Amer. », 31, 255 (1958).


