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Biologia. — Osservazioni sulla attività di alcune esterasi durante 
lo sviluppo larvale e la metamorfosi di Musca domestica L P . Nota ((*) **} 
di S a l v a t o r e  R u sso - C aia  e A n g e l a  C i a n n i , presentata dal Cor
ri sp. A . S t e f a n e l l i .

Precedenti ricerche sul com portam ento di alcuni enzimi idrolitici du 
ran te  lo sviluppo larvale e la m etam orfosi di Musca domestica L. hanno m o
stra to  che spesso si osservano modificazioni della loro a ttiv ità  in rapporto  più 
o meno definito con le varie fasi dello sviluppo post-em brionale (Russo-Caia, 
i960) <I>.

Il significato di queste modificazioni, che interessano settori diversi 
del m etabolism o, è spesso di difficile interpretazione; du ran te  la m etam orfosi 
in fa tti ai fenomeni biochimici connessi alla morfogenesi ed al differenziam ento 
se ne sovrappongono altri legati alla lisi delle s tru ttu re  larvali.

L ’a ttiv ità  di alcune idrolasi presenti nella l|irva praticam ente scom pare 
quando term ina l ’accrescimento e, con la formazione del pupario, cessa ogni 
assunzione di alim enti dall’esterno; così ad esempio si com portano la protei- 
nasi alcalina, la glicero e fenilfosfatasi alcalina, la amilasi. U na possibile spie
gazione di questo com portam ento è che si tra t t i  di enzimi extracellu lari in 
rapporto  con la funzione dell’apparato  digerente, che duran te  la m etam orfosi 
è ina ttivo  e va incontro ad una com pleta riorganizzazione morfologica.

L ’a ttiv ità  di altre idrolasi invece (per esempio della alanilglicina-dipep- 
tidasi, della proteinasi acida, della glicero e fenilfosfatasi acida) non scom pare 
du ran te  la m etam orfosi; evidentem ente queste a ttiv ità  enzim atiche non sono 
collegate unicam ente alla presenza ed al funzionam ento del canale alim entare, 
m a svolgono un ruolo più complesso nel m etabolism o cellulare.

A  qùesto tipo di enzimi appartiene una « lipasi » capace di idrolizzare la 
tribu tirrina , che secondo alcune ricerche com piute nel nostro Is titu to  da 
C iavattin i, R im atori e Sileoni (1959) (2), è dim ostrabile anche duran te la m eta
morfosi, pur osservandosi una notevole dim inuzione di a ttiv ità  con l ’inizio 
della v ita pupale.

Osservazioni sul contenuto di glucidi e lipidi to tali nello sviluppo p o s t-  
em brionale di Musca domestica (R usso-C aia e Cecere, i960) hanno inoltre 
m ostrato , in accordo con altri d a ti della le tte ra tu ra , che du ran te  la m etam or-

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

(**) Per veduta all’Accademia il 5 luglio 1962.
(1) S. Russo-C aia , «Rie. Scient.», 59, 1861 (i960).
(2) M. G. C i a v a t t i n i , A. R im a t o r i , P. S i l e o n i , « Rie. Scient. », 29, 1874 (1959).
(3) S. Russo-C aia, F. Cecere, «Rie. Scient.», 39, 1577 (i960).
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fosi viene u tilizza ta  una gran p arte  (il 71 %) dei m ateriali lipidici presenti 
alPinizio della v ita  pupale.

Partendo  da queste osservazioni ci è sem brato interessante estendere 
lo studio delle esterasi du ran te  lo sviluppo post-em brionale dei D itteri; ab 
biam o perciò com piuto un serie di determ inazioni di queste a ttiv ità  enzi
m atiche im piegando differenti substrati.

Le nostre osservazioni sono sta te  com piute su un ceppo di Musca do
mestica L. m an tenu to  da alcuni anni in laboratorio sempre nelle stesse con
dizioni di allevam ento. I criteri con i quali è s ta ta  fa tta  la seriazione degli stadi 
di sviluppo sono quelli, già illustra ti, ad o tta ti in tu tte  le precedenti ricerche 
sulla m etam orfosi; le larve sono s ta te  cioè ordinate in base al peso di io indi
vidui, le pupe in base al tem po trascorso dalla formazione del pupario.

Gli om ogenati sono s ta ti p rep ara ti in acqua bid istilla ta  a 2° C, in genere 
con io individui dello stesso stadio, nella proporzione di io m g di m ateriale 
per mi di H sO. Q uesta concentrazione è s ta ta  scelta dopo alcuni dosaggi ese
guiti anche su om ogenati più (5 m g/m l) o meno (20 m g/ml) diluiti.

La a ttiv ità  esterasica è s ta ta  determ inata  con il m etodo acidim etrico di 
Glick (1949) Ù), già u tilizzato  in altre ricerche (Russo-Caia, 1956, 1959) <4 5); 
i substra ti u tilizzati sono in questo caso la tribu tirrina , il m etilbu tirrato , 
l ’e tilbu tirra to , dai quali si libera per idrolisi enzim atica acido butirrico. L a rea
zione avviene in mezzo alcalino, che neutralizza progressivam ente Pacido li
berato; la m isura dell’a ttiv ità  enzim atica si ha tito lando con acido cloridrico 
la dim inuzione di a lcalin ità del mezzo (rispetto ad un bianco al tem po zero) 
dopo un determ inato  tem po di a ttiv ità  dell’enzima ad una determ inata  tem 
p eratu ra . L a titolazione con acido cloridrico procede fino al viraggio del blu 
di brom otim olo usato  come indicatore (pH 6 ,5)* Si ottengono così valori 
di titolazione inversam ente proporzionali alle q u an tità  di acido butirrico li
berate, e quindi alle q u an tità  di estere, idrolizzate da ll’enzima; sottraendo 
questi valori da quelli del bianco al tem po zero, essi diventano d irettam ente 
proporzionali a ll’a ttiv ità  enzim atica.

In  partico lare nelle presenti ricerche, dopo una serie di esperienze preli
m inari, la miscela enzim a-substrato  è s ta ta  posta ad incubare a 39°C per 60'; 
i su b stra ti sono s ta ti p repara ti in tam pone g licina-soda (secondo Glick) a 
pH  8,5; la titolazione è s ta ta  fa tta  con HC1 0,06 N.

I risu lta ti o tten u ti sono rip o rta ti nei grafici, nei quali ogni punto  rap 
p re sen ta  la m edia dei valori di titolazione di un om ogenato fa tto  per lo più 
con io  individui.

T ra  le diverse serie di dosaggi, una com pleta (com prendente cioè tu tto  lo 
sviluppo post-em brionale) è s ta ta  com piuta utilizzando lo stesso om ogenato 
con i diversi substrati; ciò è sta to  fa tto  a scopo di controllo delle serie o ttenu te

(4) D. G l i c k , Techniques o f Misto Cytochemistry. N . Y., Intersci. Pubi. Co., 1949.
(5) S. Russo-Caia, «Rie. Scient. », 26, 2529 (1956); Id., «Rend. Acc. Naz. Lincei», 

26, 709 ( 1959)-
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con om ogenati diversi, per ev itare  gli eventuali errori dovuti ad una non per
fe tta  corrispondenza degli stad i di sviluppo. I valori o tten u ti partendo  da 
un om ogenato unico sono risu lta ti perfettam ente com parabili a quelli degli 
altri dosaggi; nei grafici quindi non sono s ta ti contraddistin ti in modo p a r ti
colare.

L a fig. i si riferisce alla a ttiv ità  enzim atica osservata usando come sub
stra to  la tribu tirrina; essa è presente fin dai prim i stadi considerati, ed aum enta 
notevolm ente du ran te  il prim o periodo di sviluppo larvale, raggiungendo i 
valori massim i nelle larve di circa 20 m g di peso. A  partire  da questo mo-

Fig. 1. -  Attività esterasica a pH 8,5 (substrato tributirrina) 
durante lo sviluppo larvale e la metamorfosi di Musca domestica.

In ordinate, l i  attività enzimatiche espresse in p,l di HC1 o,o6N; in ascisse, gli stadi di sviluppo ordinati in base 
al peso (di xq individui) per le larve, in base alle ore trascorse dallo impupamento per le pupe. La prima 
linea vjerticale indicala fine dell’accrescimento larvale, la seconda là formazione del pupario; il simbolo all’estrema

destra il valore medio nelle immagini.

m ento, pu r proseguendo ancora l ’accrescimento larvale (che porterà  ad indi
vidui di 35 m g ed oltre), l ’a ttiv ità  enzim atica tende a dim inuire. L a dim inuì- 
zione si accentua so p ra ttu tto  nella pre-m etam orfosi, cioè in quel periodo -  
indicato nel grafico tra  due linee verticali -  in cui la larva non si alim enta 
più e perde anzi una p arte  del peso raggiunto. Con la formazione del pupario 
si m antengono i valori della pre-m etam orfosi, e duran te la v ita pupale 
si osservano solo piccole oscillazioni con una tendenza all’aum ento dopo la 
iooa ora. I valori medi delle im m agini non alim entate, subito dopo la schiusa, 
sono p raticam ente simili a quelli osservati nell’ultim o periodo di v ita 
pupale.

Nella fig. 2 sono rip o rta ti in grafico i valori di a ttiv ità  esterasica o tten u ti 
usando come substrato  il m etil-b u tirra to . Anche in questo caso l ’a ttiv ità
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enzim atica, presente fin dai prim i stadi considerati, aum enta notevolm ente 
duran te lo sviluppo larvale ed il massimo viene raggiunto nelle larve di 25- 
30 m g di peso; nelle larve più grandi, ed ancor più in quelle prossime alla m e
tamorfosi, F a ttiv ità  esterasica diminuisce. La diminuizione è però re la tiv a 
m ente m olto minore di quella che si osserva con la tribu tirrina , per cui l ’a t t i 
v ità enzim atica resta  nella pre-m etam orfosi ad un livello p iu ttosto  elevato; 
nelle prim e 24 ore di v ita  pupale si osserva anzi un aum ento, che porta  a va
lori dell’ordine di quelli osservati nelle larve di 25-30 mg. D alla 2qa alla iooa 
ora l ’a ttiv ità  esterasica dim inuisce progressivam ente, per poi aum entare di 
nuovo nel periodo finale della m etam orfosi. I valori medi delle im magini sono 
anch’essi elevati.

Fig. 2. -  Attività esterasica a pH 8,5 (substrato metilbutirrato) 
durante lo sviluppo larvale e la metamorfosi di Musca domestica.

Valgono le stesse indicazioni della fig. i.

Il com portam ento dell’a ttiv ità  idrolitica nei riguardi dell’e til-b u tirra to , 
illustra to  nel grafico della figura 3, è p ra ticam ente simile a quello osservato 
con il m etil-b u  tirra to .

I risu lta ti delle presenti ricerche m ostrano che duran te  tu tto  lo sviluppo 
poàt-em brionale di Musca domestica è presente, a pH  8,5, una a ttiv ità  idro
litica nei riguardi della tribu tirrina , del m etilbu tirrato , dell’e tilbu tirrato .

La idrolisi dei tre  esteri ha un andam ento simile nello sviluppo larvale; 
l’a ttiv ità  enzim atica è in fa tti sempre presente fin dai prim i stadi considerati 
ed aum enta progressivam ente nel periodo di intenso accrescimento, raggiun
gendo però in ogni caso i valori più elevati prim a che sia com pletato lo svi
luppo ponderale della larva. In  seguito le a ttiv ità  esterasiche tendono a d i
m inuire, so p ra tu tto  nella pre-m etam orfosi; la diminuzione, re lativam ente ai
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valori raggiunti du ran te  lo sviluppo larvale, è m olto più accentuata nel caso 
della tribù tirrinasi. Q uesta differenza q u an tita tiv a  fra le a ttiv ità  enzim atiche 
sui diversi su b stra ti si rende ancor più m anifesta nella v ita  pùpale; m entre 
in fa tti la idròlisi della trib u tirrin a  resta, con m odeste oscillazioni, ad un li
vello non m olto elevato che viene m antenu to  nelle immagini, le curve di 
scissione del m etilb u tira to  e delP etilbu tirra to  hanno duran te  la m etam orfosi 
un andam ento  ad U . Nel prim o periodo di v ita  pupale e nelle immagini appena 
schiuse e non ancora a lim entate  questi substra ti vengono scissi come nelle 
larve in piena alim entazione. È possibile che vi siano delle relazioni tra  il

Fig. 3. -  Attività esterasica a pH 8,5 (substrato etilbutirrato) 
durante lo sviluppo larvale e la metamorfosi di Musca domestica.

Valgono le stesse indicazioni della fig. i.

Consumo dii ossigeno, che ha tip icam ente un andam ento ad U , e l ’a ttiv ità  di 
questi enzimi che hanno presum ibilm ente il compito di preparare i m ateriali 
necessari per il fabbisogno energetico della morfogenesi.

Si può concludere quindi che vi è una diversa scissione dei diversi sub
s tra ti nei Vari m om enti dello sviluppo post-em brionale; non si può decidere 
se dio dipende da ll’azione di più enzimi, o dalla diversa velocità con cui uno 
stesso enzim a scinde -  in m om enti diversi -  diversi substrati.

È  no to  in fa tti che le esterasi costituiscono un gruppo di enzimi con 
lim iti poco n e tti, sprovvisti di una s tre tta  specificità, per cui ognuno di essi 
può v irtualm ente  scindere ogni estere in teram ente organico (Baldwin, 1957) (6). 
S o p ra tu tto  incerti sono i confini che, nel gruppo delle esterasi, si devono

(6) E. BALDWIN, Dynamic Aspects o f Biochemistry, Cambridge Univ. Press, 1957.
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assegnare in base al substra to  scisso alle vere «lipasi » (Sarles, 1955 (7)> Over- 
beek, 1957(8); M yers, 1960^); Hofstee, 1960 ^°)). Ciò m algrado, nella le tte 
ra tu ra  biologica si parla  spesso di « a ttiv ità  lipasica » anche usando come 
substra ti esteri di acidi grassi a corta catena, come la tribu tirrina; il te r
mine ha in fatti, se non altro, il vantaggio di essere im m ediatam ente evoca
tivo del settore m etabolico interessato. Le diverse concezioni su questo a r
gom ento sono sta te  già esam inate da uno di noi (Russo-Caia, 1956, 1959) (5); 
in questa sede interessa solo sotto lineare il fa tto , di notevole interesse biolo
gico, che enzimi lipolitici provenienti da differenti tessuti scindono i diversi 
substra ti con velocità diverse, «preferiscono» cioè (Baldwin, 1957) (6) l ’uno 
o l ’altro  substrato .

Dalle nostre osservazioni risu lta  che una a ttiv ità  esterasica, più o meno 
elevata a seconda del substrato , è presente in ogni m om ento della metam orfosi; 
ciò indica che la funzione di questi enzimi non si esaurisce nella digestione 
extracellulare dei lipidi alim entari in trodo tti dalla larva e, più tardi, dalla 
im magine.

Q uesta digestione avviene negli In se tti con un meccanismo fondam ental
m ente simile a quello operante nei V ertebra ti (Gilmour, 1961) (IIk i grassi 
neutri cioè (trigliceridi) vengono idrolizzati dalle lipasi con liberazione di 
acidi grassi.

Considerando che una delle caratteristiche delle lipasi è la facilità con 
cui esse catalizzano non solo la idrolisi, m a anche la sintesi degli esteri (Bald
win, I9S7)(6), l ’a ttiv ità  enzim atica sulla trib u tirrin a  può quindi essere messa 
in rapporto  nelle larve sia con la liberazione di acidi grassi dai lipidi alim entari 
che con la costituzione delle riserve lipidiche; analogo significato si può a t tr i 
buire a questa a ttiv ità  enzim atica du ran te  la v ita pupale, nella quale le ri
serve vengono progressivam ente elim inate.

La liberazione di acidi grassi rappresenta natu ra lm ente  solo la prim a 
tappa di una serie di trasform azioni che altri sistemi enzim atici operano per 
la utilizzazione dei lipidi come sorgenti energetiche; purtroppo  la funzione nel 
m etabolism o cellulare delle esterasi più semplici è ancora oscura (Myers, 
i960 <7 8 9 10 11); Gilmour, 1961 (JI)) ed è quindi difficile valu tare esa ttam ente il 
signifièato che può avere una elevata a ttiv ità  di questi enzimi. In base ai 
risu lta ti delle presenti ricerche si può però sottolineare il fa tto  che F a ttiv ità  
esterasica sul m etilb u tirra to  e sull’e tilbu tirra to  è elevata (ed in ciò differisce 
dalla a ttiv ità  « lipasica»  sulla tribu tirrina) non solo nel periodo larvale m a 
anche du ran te  I4 m etam orfosi, quando cioè l ’insetto  copre con la u tilizza
zione dei lipidi la m aggior p arte  del suo fabbisogno energetico.

(7) H. Sarles, «Arch. Biol. Méd. », 31, n. 1 (1955).
(8) G. A. Overbeek, «Clin. Chim. Acta », 2, 1 (1957).
(9̂  D. K. Myers, in: The Enzymes (ed. P. D. Boyer, H. Lardy, K. Myrback), voi. 4, 

Acad. Press., N. Y., i960.
(10) B. H. J. Hofstee, in: The Enzymes (ed. P. D. Boyer, H. Lardy, K. Myrback), 

voi. 4, Acad. Press., N. Y., i960.
(11) D. Gilmour, Biochemistry o f Insects. Acad. Press, N. Y., 1961.
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D uran te  la v ita  pupale degli O lom etaboli in fa tti l’impiego dei m ateria li 
energetici avviene, nelle linee generali, con m odalità simili a quelle che si 
osservano nello sviluppo em brionale di vari V erteb ra ti ed In v erteb ra ti e nella 
m etam orfosi degli Anfibi A nuri (U rbani, 1957, 1959 <I2>; Russo-C aia, 1960Ù); 
R usso-C aia e Cecere, i9Óo(3)); in tu tte  quelle condizioni in cui gli organism i 
si com portano, in una fase del loro ciclo vitale, come « sistem i chiusi», solo 
una piccola parte  delle sostanze azo ta te  viene consum ata, m entre è accen tuata  
la utilizzazione dei glucidi e dei lipidi.

A lcune precedenti ricerche sulle a ttiv ità  esterasiche e lipasiche degli 
In se tti sono s ta te  già considerate da uno di noi (Russo-C aia, i960) C1) e 
num erosi altri da ti sono contenuti nella m onografia di G ilm our (1961) (IX); 
qui ci lim iterem o solo a ricordare che secondo le osservazioni di B aker e Pa- 
re tsky  (1958) <l3>, una a ttiv ità  lipasica (tribu tirrina) è presente sop ra tu tto , in 
Musca domestica, n e ll’in testino medio. Questi A utori però non hanno po tu to  
osservare in nessuno stadio, ed in nessun organo, una a ttiv ità  esterasica 
(etilbu tirrato).

U na  idrolisi enzim atica del m etil ed e tilbu tirra to  risu lta  invece dalle os
servazioni di van Asperen e coll., cui si devono le più com plete ricerche sulle 
caratteristiche di questi enzimi nei D itteri (van Asperen, 1959, i960; van 
Asperen e O ppenoorth, i960; O ppenoorth e van Asperen, i960, 1961 <14)). 
I problem i affron tati estesam ente da questi A utori riguardano il m eccanism o 
di azione degli insetticidi contenenti fosforo ed i fenomeni di resistenza alla 
azione tossica di queste sostanze. N atu ralm en te  non desideriam o en trare  nel 
m erito  di queste ricerche; le abbiam o però volute ricordare so p ra tu tto  per 
sotto lineare la im portanza che lo studio delle a ttiv ità  enzim atiche du ran te  
l ’intero ciclo di sviluppo dei D itteri può avere non solo per i problem i generali 
di biochim ica dello sviluppo e della morfogenesi -  che sono quelli che più 
d ire ttam en te  ci interessano — m a anche per i problem i della fisiologia degli 
In se tti e della lo tta  contro di essi con agenti chimici.

In  Conclusione, le presenti ricerche m ostrano che una a ttiv ità  esterasica 
nei riguardi ^lella tribu tirrina , del m etilbu tirrato , dell’e tilbu tirrato , è p re 
sente du ran te  tu tto  lo sviluppo post-em brionale di Musca domestica L.; la 
idrolisi dei tre  esteri è q u an tita tiv am en te  diversa nei vari'm om enti dello svi
luppo, e le differenze sono so p ra tu tto  evidenti duran te la m etam orfosi. Si 
ritiene che l ’a ttiv ità  di questi enzimi debba essere considerata non solo in 
rapporto  alla digestione extracellu lare dei lipidi alim entari, m a anche e so
p ra tu tto  in relazione al m etabolism o della v ita  pupale.

(12) E. U r b a n i , « Rend. Sci. 1st. Lomb. », B 92, 69 (1957); Id., « Acta Embryol. 
Morphol. Exp. », 2, 171 (1959).

(13) F. D.i B a k e r , D. P a r e t s k y , «Arch. Biochem. Biophys. », 77, 328 (1958).
(14) K. v a n  A s p e r e n , « J. Ins. Physiol.», 3, 306 (1959); Id., « Biochem. Pharmacol. »,

3, 136 (i960); K. v a n  A s p e r e n , F. J. O p p e n o o r t h , «Ent. exp. & appi.», 3, 68 (i960); 
F. J. O p p e n o o r t h , K. v a n  A s p e r e n , « Science », 132, 298 (i960); Id., « Ent. exp. & appi. »,
4, 311 (1961).

8. — RENDICONTI 1962, Voi. XXXIII, fase. 1- 2.


