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Zoologia. — Ricerche sulle sintesi che avvengono durante le meta
morfosi del Bombyx m o ri(,). Nota di M arisa  L e onardi C igada  e 
F iorenza  L aria  D e B e r n a r d i , p re s e n ta ta ^  dal Corrisp. S. R a nzi .

SUMMARY. — We have carried out by  the salting-out method, a study on the differences 
of the protein fractions during the larval and pupal stage of B om byx mori. We tried to 
find a relationship between these data  and the differences in the ribosomes as studied w ith 
the analytical ultracentrifuge and sucrose gradients.

The salting-out diagram s of the unfertilized egg and the embryo, show only one peak 
at 65 % am m onium  sulphate saturation; when hatched and during the larval stages, the d ia
gram s show 2 peaks at 50 and 75%  of saturation (fig. 1). A fter spinning the cocoon a th ird  
peak at 65%  of saturation appears, which remains during the entire pupal stage. In  the 
female pupa of 336 hours, a peak appears at 30%  of saturation; this peak, which is present 
also in the female m oth (fig. 2), seems to be related to the growth of the eggs, since it is lacking 
in the male (fig. 3).

W ith the analytical ultracentrifuge (fig. 5), one observes in the last stage of the larva 
a  polysome peak which rapidly decreases until it disappears after metamorphosis. The 
ribosomes decrease quantitatively  in the young pupa and increase again tow ards the end of 
the pupal stage, becoming more pronounced in the female moth. Beginning with the second 
larval stage the presence of a 16 S fraction can be noted in both sexes. This fraction is always 
abundant in the female bu t it decreases considerably in the male before the adult emerges. 
The fact, th a t the ribosomes and polysomes are present in relatively high concentration shortly 
before the appearance of the 65 % peak, suggests tha t the ribosomes are active in the synthesis 
of this fraction.

In  precedenti ricerche sono state studiate le variazioni delle frazioni 
proteiche durante lo sviluppo em brionale del Bombyx mori (Cigada Leonardi, 
1956). A bbiam o ora continuato lo studio prendendo in esame lo sviluppo 
postem brionale e pupale, fino allo sfarfallam ento.

Gli studi condotti sull’emolinfa di varie specie di Lepidotteri hanno per
messo di osservare che, nell’ultim o stadio della vita larvale, l’intensa attiv ità 
dei corpi grassi porta alla formazione di nuove proteine sia nel Bombyx (W yatt 
e coll., 195b; Shigem atsu, 1958) che in cecropia (Telfer e W illiams, 1953). 
L äufer (i960), col m etodo dell’elettroforesi identifica due m aggiori compo
nenti proteici nell’em olinfa della larva di cecropia e quattro  nella pupa in 
diapausa; nella fem m ina adulta inoltre evidenzia una banda caratteristica 
ch0 è presente anche nelle uova e nell’embrione.

Gli studi sul com portam ento degli acidi nucleici durante le metam orfosi 
degli Insetti non sono numerosi: Niemierko e coll. (1956) hanno trovato una 
dim inuzione rapida del contenuto totale di acidi nucleici nella larva di Bombyx 
poco prim a della filatura del bozzolo e nella pupa che si appresta a m etam or
fosar^. Lavori più recenti hanno cercato di m ettere in evidenza un preciso (*) (**)

(*) Ricerche eseguite nel Laboratorio di Zoologia dell’U niversità statale di M ilano.
(**) Nella seduta del 13 marzo 1971.
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rapporto  tra  sintesi di RNA e sviluppo morfologico: B arth e coll. (1964) riscon
trano  un aum ento di RNA all’inizio dello sviluppo visibile della pupa che 
pensano si possa ricondurre alle sintesi di ribosomi in atto per il differen
ziam ento degli organi in Anthaerea pernyi. Price (1965) ha osservato un anda
m ento ciclico nella sintesi di RNA durante la vita larvale di Calliphora erytro- 
cephala, con un massimo al secondo giorno dell’intervallo tra  due m ute succes
sive. Anche per i Saturniidi, Berry e coll. (1967), hanno osservato un 
andam ento simile: l’incorporazione di urid ina tritia ta  presenta un massimo 
al quarto, quinto giorno del ciclo interm utale, poco prim a cioè che venga 
fabbricata la nuova chitina. U no studio sui ribosomi delle uova di insetti 
è stato condotto da G adallah e coll. (1970) su Musca domestica. Sulla stessa 
specie Russo Caia (i960) ha osservato una elevata concentrazione di RNA 
in periodi che precedono im m ediatam ente u n ’attiva sintesi di proteine.

Sono stati utilizzati esemplari di Bom byx m ori, poliibrido Antelao, per gli esperimenti 
su larve di Va età, pupe e adulti. Per gli stadi di uova in diapausa, bacolino neonato e larve 
di I I a età sono stati utilizzati esemplari del poliibrido Isonzo. Gli anim ali venivano allevati 
in laboratorio ad una tem peratura di circa 25°C; le larve erano alim entate con foglie di 
gelso e, appena term inata la filatura, venivano private del bozzolo.

Q uando gli anim ali raggiungevano lo stadio di sviluppo desiderato venivano raccolti 
in quantità  opportuna: in parte venivano utilizzati subito per l’estrazione dei ribosomi, in 
parte venivano liofilizzati previo congelamento a circa —70° C. Le larve venivano tenute a 
digiuno 24 ore prim a di essere utilizzate, le pupe venivano raccolte ogni 48 ore.

Per il sa lting-out si seguì il metodo descritto in Ranzi e coll. (1965) a cui si rim anda 
per la costruzione dei grafici.

L ’estrazione dei ribosomi fu condotta sul m ateriale fresco con il metodo di Brown e 
Caston (1962) leggermente modificato. U n omogenato in tam pone Tris 0,01 M, pH  7,4 conte
nente 0,001 M M gCL e io~3M m ercaptoetanolo veniva centrifugato 20 m inuti in centrifuga 
Servali a 12000 g per 2 volte; al supernatante si aggiungeva DOC alla concentrazione dello 
0 ,5%  e si ricentrifugava in Servali per io  minuti. Il superna tan te , veni va centrifugato in 
u ltracentrifuga Spinco 105000 g per 2 ore. Il culotto veniva sospeso in 2 mi di tam pone Tris 
e centrifugato in centrifuga Servali per 20 minuti. 0,5 mi della sospensione di ribosomi, dopo 
lettura allo spettrofotom etro, venivano stratificati su gradiente lineare di saccarosio 1 5 % - 
30%  e centrifugati in Spinco SW  25 a 90.000 g per 210 minuti. Si procedeva poi alla raccolta 
ed analisi del gradiente m ediante il frazionatore ISCO munito di analizzatore ultravioletto 
a 254 nm.

C ontem poraneam ente si procedeva all’analisi della sospensione ribosomale in ultra- 
centrifuga analitica Spinco E. Le analisi furono condotte in cella S tandard 12 mm 40 sector 
alla velocità di 42040 r.p.m . e alla tem peratura di circa 20° C. Le fotografie venivano scattate 
con il sistem a ottico Philpot-Svensson ad intervalli regolari di 2'. Sono state condotte due 
serie di analisi * della sospensione dei ribosomi: nella prim a serie ci si è serviti di un num ero 
costante di ànim ali (quattro per le femmine, sei per i maschi) durante tu tto  lo sviluppo larvale 
e pupale; nella seconda serie, invece, si stratificava sul gradiente una quantità di RNA 
sempre uguale.

Il diagram m a si salting-out ottenuto da uova in diapausa presenta una 
sola pun ta  al 65 % di saturazione di am m onio solfato. Nello stadio successi
vam ente prejso in esame, cioè di bacolino neonato, si osservano due punte, 
a 5° e 75 % di saturazione di am m onio solfato. Nelle larve di seconda e di 
quinta età la configurazione del diagram m a si m antiene simile; la punta a 
50 % si accentua col procedere della vita larvale (fig. 1).
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Fig. I.  -  D iagram m i di salting-out di vari stadi di sviluppo embrionale e 
larvale di Bom byx m ori.

Fig. 2. -  D iagram ihi di salting-out di pupe e adulto femmina di Bom byx mori. 
L ’età delle pupe è calcolata in ore a partire dalla m uta di im pupam ento.
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Fig. 3. -  D iagram m i di salting-out di pupe e adulto
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maschio di Bom byx mori.

Il diagram m a della larva che ha term inato la filatura del bozzolo p re
senta tre punte, al 45, 65 e 75%  di saturazione che si m antengono per tu tta  
la du ra ta  della vita pupale (figg. 1, 2, 3). M entre nella prim a m età della vita 
pupale non si rilevano differenze sostanziali tra  i diagràm m i di precipitazione

Fig. 4, -  D iagram m i di salting-out di uova ovariche 
ed emolinfa estra tta  da pupe di 336 ore.

dei due sessi, nella pupa femm ina, prossim a alla metamorfosi, compare una 
nuova punta! al 30 % di saturazione che è presente, ed in m aggior quantità 
anche nella fem m ina adulta (fig. 2). Tale punta è com pletam ente assente nel 
diagram m a del m aschio (fig. 3): questo fatto induce a pensare che si tratti 
di una frazione della emolinfa connessa con la formazione delle uova. Il
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diagram m a ottenuto dalle sole uova isolate dal corpo della pupa di 336 ore 
ha una pun ta  prevalente, costituita da m ateriale che precipita al 65 % di 
saturazione; il diagram m a ottenuto invece dall’emolinfa della fem m ina allo 
stesso stadio m ostra una pun ta  al 30 % di saturazione (fig. 4).

L a colonna tratteggiata esprime la percentuale del m ateriale in soluzione 
che non precipita al 90 % di saturazione di ammonio solfato.

D a questi valori si vede che la frazione solubile tende ad aum entare dalla 
schiusa a 48 ore dopo l’im pupam ento. Vi è poi una dim inuzione, quindi un 
lieve costante aum ento fino a 288 ore. Poco prim a dello sfarfallam ento la 
frazione solubile incom incia a dim inuire nettam ente fino a raggiungere valori 
molto bassi nell’insetto perfetto. Non si riscontrano differenze di rilievo tra  
i due sessi.

Gli estratti ribosom ali sono stati esam inati all’u ltracentrifuga analitica: 
il diagram m a di sedim entazione del bacolino appena schiuso dall’uovo m ostra

Fig. 5. -  D iagram m i di sedimentazione su gradiente di saccarosio di ribosomi estratti 
da Bom byx m ori agli stadi di a) larva di Va età che inizia la filatura del bozzolo; 
b) larva che ha term inato la filatura del bozzolo; c) pupa appena metam orfosata. 
T utti i diagram m i sono stati ottenuti stratificando sul gradiente la stessa quantità  

di ribosomi corrispondente ad una D. O. di 5 a 260 nm.

una piccola quantità  di una frazione polisomica a coefficiente di sedim enta
zione circa 100 S, una ben evidente frazione corrispondente al m onomero 
ed alcune frazioni più leggere, i cui coefficienti di sedimentazione corrispondono 
a quelli delle subunità ribosom ali (60 e 40 S). Nella larva di quinta età, che 
inizia la filatura del bozzolo, sono ancora ben evidenti polisomi e ribosomi 
m entre assume particolare rilievo una frazione 16 S. Q uando la larva ha 
tqpminato la filatura del bozzolo i polisomi diminuiscono m olto fin quasi 
a scom parire nei diagram m i dopo la m uta di im pupam ento; anche la frazione 
ribosom ica va rapidam ente dim inuendo m entre la frazione 16 S si m antiene 
in concentrazioni elevate (Tav. I). Gli stessi fatti risultano dall’esame dei 
profili di assorbim ento ottenuti con i gradienti di saccarosio (fig. 5).

I polisomi, nel corso dello sviluppo della pupa, non raggiungeranno più 
una concentrazione tale da essere chiaram ente evidenziabili; la frazione ribo
somica, invece, ricom pare nei diagram m i poco prim a della schiusa dell’insetto 
perfetto, nel m om ento cioè in cui l’istogenesi è particolarm ente attiva.



[ 9 1] M. Leonardi Cigada e F. L. D e Bernardi, Ricerche sulle sintesi, ecc. 375

Il diagram m a dell’insetto adulto, appena m etam orfosato, presenta diffe
renze tra  il maschio e la femmina: nel maschio la sola frazione ribosomica 
è appena evidente, m entre nella femm ina, oltre ad una più elevata quantità 
di ribosomi, è sem pre presente la frazione 16S (Tav. I). U na dim inuzione 
sia della frazione 16 S che della frazione ribosom ica in rapporto alla m eta
morfosi si osserva nel maschio anche con l’esame dei profili di assorbim ento 
ottenuti con gradienti di saccarosio.

Dai diagram m i di salting-out risulta evidente la com parsa di una pun ta  
a 65 % di saturazione duran te la filatura del bozzolo, pun ta che si conserva 
in tu tti gli stadi successivi. D urante la filatura del bozzolo, nei diagram m i 
di sedim entazione all’u ltracentrifuga analitica, si vede nettissim a la frazione 
polisomica. Questa frazione è ancora più evidente nei profili di sedimentazione 
su gradienti di saccarosio; nella figura è rappresentato un profilo quando 
orm ai il bozzolo è finito e com pare la frazione a 65 % di saturazione (fig. 5). 
D ’altra parte l’antigene 7 che Telfer (1954) trova nell’emolinfa della femm ina 
di Platysamia cecropia com pare solo dopo la fine della filatura del bozzolo 
e si m antiene ad una concentrazione costante durante tu tta  la vita pupale.

Nel diagram m a di salting-out della pupa femm ina di 336 ore com pare 
una pun ta  al 30 % di saturazione di ammonio solfato; questa stessa frazione 
esiste nella fem m ina adulta che porta  le uova ormai pronte per essere deposte. 
Si può pensare che la com parsa della pun ta sia in rapporto con l’elaborazione 
delle proteine del tuorlo, che avviene nelle uova durante la seconda m età 
della vita pupale, utilizzando le proteine dell’emolinfa.
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SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

D iagram m i di sedimentazione all’ultracentrifuga analitica di sospensioni di ribosomi otte
nute da Bom byx m ori agli stadi di a) bacolino neonato; b) larva di Va età che 
inizia la filatura del bozzolo; c) larva che ha term inato la filatura del bozzolo; d) pupa 
appena m etam orfosata; e-k) pupa femmina all’età di 48, 96, 144, 192, 240, 288, 
336 ore; /) adulto femmina; m -s) pupa maschio all’età di 48, 96, 144, 192, 240, 288, 
336 ore; t) maschio adulto. Velocità 42040 r.p.m .; foto scattate 4 ' dopo il raggiun
gim ento della velocità; tem peratura 20° C i  i°C ; bar angle 550.
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