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Zoologia. — Ricerche preliminari sull'impiego dell’immunodiffu­
sione nello studio delle affinità sistematiche nei Petromizonti^ . Nota/*** 
di V i t t o r i o  P a r i s i  e G i u s e p p e  Z a n a n d r e a  presentata dal Cor- 
risp. P . P a s q u i n i .

In  questo studio prelim inare sono s ta te  esam inate con tecniche immu- 
nologiche le affinità tra  le tre  specie italiane di Lampetra\ L. pianeri (Bloch), 
L. fluviatilis  (L.), L . zanandreai V ladykov, che sono s ta te  confrontate con 
Petromyzon marìnns L.

L ’esame è s ta to  r is tre tto  al siero; il sangue è sta to  prelevato d ire ttam en te  
dal cuore di individui provenienti da differenti località (Tabella I).

T a b e l l a  I.

Stazioni e periodo di raccolta.

L. fluviatilis . . . . Napoli marzo 1962

L. p i a n e r i ................. $ , $  , amm. Pescara febbraio 1962, Napoli dicembre 1962

L. zanandreai . . . 9 , $  , amm. Torino febbraio 1962

Petromyzon marinus ,■ ? Napoli aprile 1962

amm. — ammoceti.

L a preparazione degli antisieri è s ta ta  eseguita secondo le usuali m eto ­
diche: per ogni antisiero sono s ta te  fa tte  7 iniezioni endovenose a conigli 
m aschi du ran te  un mese; sono s ta ti così p reparati due antisieri contro m aschi 
di L. zanandreai ed un antisiero contro maschi di L. fluviatilis  (Tabella II).

T a b e l l a  IL

Antisiero Numero iniezioni mi siero iniettato Periodo

an ti -zanandreai ................. 7 0,52 21/2/62-24/3/62

2Lnti-fluviatilis ................. '1 0,50 16/4/62-10/5/62

(*) Lavoro eseguito con contributi del C.N.R. 
statali di Milano e Roma.

(**) Pervenuta all’Accademia il io luglio 1963.

Istituti di Zoologia delle Università
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Sono s ta te  utilizzate m icropiastre (diam etro dei pozzetti 3 mm, d istanza 
tra  essi 2 mm) di agar 1 %  sciolto in NaCl 0 ,9 %  tam ponato  con fosfati 
a pH  7.

Le p iastre sono s ta te  tenu te per 12 h a 37°C e quindi lavate, essiccate 
e colorate con Amidoschwarz io  B.

Le im m unoelettroforesi sono s ta te  eseguite secondo la m etodica di 
Grabar; le lastre di agar sono s ta te  sottoposte per 1 h ad una differenza di, 
potenziale di 11 V per cm e 15 mA per striscia, usando il G el-Phor. M ediante
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Fig. 1. -  Schema delle risposte, in micropiastre, dei sieri dei Petromizzonti.

f C? =  fluviatilis S'; f ^ — fluviatilis $5 pP $  — pianeri $ di Pescara; pPa =  ammoceti di pianeri di Pescara; 
pNa =  ammoceti di L. pianeri di Napoli; z ^ =  zanandreai' za — ammoceti di zanadreai\ Pm =  P. marinus.

lj’im m unoelettroforesi e le semplici elettroforesi in agar si è controllato  la com­
posizione dei sieri.

In  alcune prove gli antisieri sono s ta ti assorbiti a 37°C  per 1 h e per 
12 h a 4°C; sono s ta ti utilizzati vari rapporti A g/A b onde avere un assor­
bim ento ottim ale.

Il problem a principale è s ta to  quello di vedere se le tre  specie di Lam- 
petra sono differenziabili con m etodo immunologico.

T u ttav ia  questo problem a, d a ta  la grande affinità sistem atica delle 
specie in studio, è com plicata dalla possibile interferenza del sesso e degli 
stad i che si utilizzano nei confronti.

Nelle m icropiastre i sieri di L. fluviatilis e L. zanandreai formano contro 
i propri antisieri tre  archi principali: <3 , 3 , £ , essendo c quello più vicino 
al pozzetto dell’antigene. L a risoluzione di questi tre archi dipende g rande­
m ente dalle concentrazioni relative dell’antigene e dell’antisiero; in condi­
zioni o ttim ali inoltre a si suddivide in due archi.



V. Parisi e G. Zanandrea, Ricerche preliminari sulVimpiego, ecc. 91

Questi archi tu tta v ia  non corrispondono a frazioni omogenee ed in fa tti 
con l’im m unoelettroforesi in L. zanandreai ad esempio si possono m ettere  
in evidenza almeno 8 archi di precipitazione.

Nella fig. 1 sono schem atizzate le risposte delle varie specie; dall’esame 
di essa emerge subito la grande som iglianza tra  le tre specie di Lampetra e 
d ’a ltra  parte  la n e tta  differenza tra  esse e Petromyzon.

C onfrontando le differenti specie di Lampetra (tenendo conto anche 
degli stadi) si è visto che gli archi corrispondenti per tu tte  le coppie consi­
derate si uniscono sem pre senza dar luogo ad un evidente « spur », (con questo 
term ine si indica la non com pleta fusione di archi corrispondenti ad antigeni

Fig. 2. -  Valutazione delle differenze (D/) tra gli archi b e c.

Ascisse: diluizione dell’antigene (siero di L. Jluviatilis $ contro antisiero anti-fluviatilis $); ordinate: 
R^ =  rapporto tra la distanza dei pozzetti e la distanza dell’arco dal pozzetto dell’antigené (linee a , b)\ 
r y  =  differenza tra i rapporti relativi agli archi (linea tratteggiata). Si noti come Ey resti costante 

in questo intervallo di concentrazioni dell’antigene.

non com pletam ente uguali), indicando con ciò una sostanziale iden tità  delle 
frazioni.

Le differenze tra  le varie specie sono a carico: i° della diversa in tensità  
degli archi di precipitazione (purtroppo non esprimibile in valori qu an tita tiv i) 
e 20 delle differenti concentrazioni relative delle frazioni.

Per quan to  concerne il prim o pun to  va detto  che gli archi corrispon­
denti a ll’antigene omologo sono sem pre più intensi di quelli eterologhi.

L a determ inazione delle concentrazioni relative delle frazioni è s ta ta  
fa tta  in base alle seguenti considerazioni: come è noto, se si ha un antigene <z, 
la d istanza tra  arco di precipitazione da esso form ato e pozzetto dell’anti- 
gene è proporzionale, entro un certo intervallo di concentrazioni, alla concen­
trazione dell’antigene a , n atu ra lm en te  in condizioni standard .

Se si hanno due antigeni a e b, e si preparano diverse soluzioni con 
concentrazioni relative diverse dei due antigèni, si avranno differenti d istanze 
tra  gli archi di precipitazione.
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Assum endo per d im ostrato  che in specie vicine un dato  antigene ha una 
stessa velocità di diffusione ed uno stesso punto  di equivalenza, si può, dalla 
m isura delle d istanze tra  gli archi, avere precise inform azioni sulle concen­
trazioni relative dei differenti antigeni.

Nel caso presente ciò può essere fa tto  con Tunica riserva prim a accennata 
sulla composizione degli archi.

Nella Tabella I I I  sono raggruppati i dati relativ i ai due archi b e c più 
facilm ente m isurabili. Nel grafico 2 è ripo rta to  un esempio di tali determ i­
nazioni.

Per ogni arco è s ta to  determ inato  il rapporto  Da/Dp (ove Da d istanza 
tra  l ’arco ed il pozzetto dell’antigene e Dp d istanza tra  il pozzetto dell’anti- 
gene e quello dell’antisiero) e quindi la differenza tra  i rapporti re la tiv i agli 
archi b e c.

Q uesta differenza, entro  certi lim iti di concentrazione assoluta, è costante 
per le diverse specie.

T a b e l l a  II I .

Differenze tra rapporti dei due archi b e c nelle diverse specie.

Antisiero
Antigene

a. <? a. ? p.p. $ p.P.am. p.N. am. z. $ z. am.

2z\t\~ftuviatilis ........................ 0,294 0,237 0,218 0,297 0,312 0,177 0,155

2x\ì\-zanandreai . . . . . . 0,250 0,274 0,225 quasi
uniti

fl.: Jluvìatil'j; p.P.: pianeri Pescara, p.N.: planerì Napoli, z: zanandreai, am.: ammoceti.

D all’esame della tabella emerge chiaram ente come L. zanandreai si 
discosti ne ttam en te  dalle altre  due specie, questo fa tto  risu lta  ancora più 
evidente nei confronti del proprio, antisiero.

Si è voluto vedere se, m ediante l’assorbim ento, fosse possibile porre 
in evidenza la presenza di frazioni specie specifiche; le uniche difficoltà incon­
tra te  si riferiscono alla scarsezza di m ateriale per cui non è sta to  possibile 
a ttu a re  tu t ti  i confronti.

N ella T abella IV  viene ripo rta to  un esperim ento relativo ad am m oceti 
di L. pianeri provenienti da Napoli e di L . zanandreai.

Gli archi che restano dopo l’assorbim ento sono s ta ti indicati con c e 
b* in quan to  p u r corrispondendo agli archi c e b, con i quali si uniscono, 
possono essere diversi da quelli o tten u ti con sieri non assorbiti per quanto  
è s ta to  prim a detto  sul loro significato.
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T a b e l l a  IV. 

Risultati degli assorbimenti.

Antisiero
Antigene

Ammoceti L. pianeri Ammoceti L. zanandreai

assorbito

I APN ___
2ccd\-fluviatilis.................... \

( AZ V , d -----

anti -zanandreai . . . . .  APN ■ b' , d

APN =  ammoceti di L. pianeri Napoli. 
AZ =  ammoceti di L. zanandreai. 
------=  nessun arco.

In  conclusione i dati fin qui raccolti sem brano autorizzare le seguenti 
affermazioni:

i° i sieri delle tre specie di Lampetra sono in p arte  differenti dal siero 
di P. marinus\

2° le specie del genere Lampetra esam inate sono tra  loro m olto simili 
dal pun to  di v ista immunologico e le differenze riscontra te  si riferiscono 
alla diversa in tensità  degli archi (più intensi gli omologhi), alla differente 
concentrazione dei vari antigeni ed alla presenza di frazioni in parte  dissimili;

3° L. qanandreai appare occupare, riguardo al punto  2, una posizione 
a sé s tan te  come risu lta  dalla Tabella I I I  e dagli assorbim enti (Tabella IV);

4  ̂ tra  individui di L. pianeri provenienti da Napoli e individui della 
stessa specie (raccolti a Pescara non vi sono differenze apprezzabili.
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