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Genetica. — Polimorfismi enzimatici in Gammarus insensibilis. 
IL Controllo genetico e caratterizzazione delle esterasi (* (**)K Nota di 
Paolo Maria B isol, B runo B attaglia e G iuseppe B ovo, pre
sentata^*) dal Corrisp. B. B attaglia.

SUMMARY. — The difficulty of understanding the esterase patterns in the Amphipod 
Gammarus insensibilis, due to the differential activities for various bands, has been overcome 
by employing several inhibitors and substrates. Thus five loci coding for arylesterase, 
acetyl esterase, cholinesterase, carboxilesterase have been identified.

The results of some crossing also show that the arylesterase locus is represented by 
three codominant alleles and that the enzyme has a dimeric subunit structure.

Le esterasi comprendono un gruppo eterogeneo di enzimi distinguibili 
sulla base delle diverse affinità per il substrato e sensibilità all’azione degli 
inibitori. Si possono in tal modo riconoscere carbossilesterasi, arilesterasi, 
acetilesterasi e colinesterasi (Krisch, 1971) [7].

Gli esteri che di solito vengono utilizzati come substrato per identificare 
questi enzimi dopo l’analisi elettroforetica, hanno poco in comune con il 
substrato biologico dell’enzima, per cui il metodo è altamente aspecifico, 
con conseguente reazione positiva da parte di tutte, o quasi, le classi. Ne 
deriva che, mentre, da un lato, diviene relativamente facile dimostrare negli 
zimogrammi delle esterasi l’esistenza di numerosi loci, dall’altro il corrispon
dente elevato numero di bande che si evidenziano introduce qualche compli
cazione ai fini di una corretta interpretazione del loro determinismo genetico. 
Tali difficoltà possono essere in parte superate qualora si riesca a verificare 
mediante incrpci l’effettivo controllo genetico delle frazioni o, quanto meno, 
stabilire a quali classi di esterasi esse appartengano: l’uso di inibitori dovrebbe 
portare ad una diminuzione del numero di bande ovvero ad una semplificazione 
del quadro elettroforetico.

Un approccio di questo tipo è stato da noi effettuato per do studio delle 
esterasi di Gammarus insensibilis, al fine di verificare alcune ipotesi formu
late sulla base dei dati ottenuti da precedenti ricerche (Battaglia e Bisol, 
Ï97S) [2]. In particolare, la diversa attività di frazioni con eguale mobilità 
ci aveva portato a supporre l’esistenza di un polimorfismo attribuibile alla 
alternativa « allele attivo -  allele silente ».

Gli esemplari di Gammarus insensibilis utilizzati per questa indagine 
sono stati raccolti nella laguna di Venezia (Chioggia), nella zona antistante

(*) Lavoro eseguito negli Istituti di Biologia Animale dell’Università di Padova e di 
Biologia del Mare, CNR, Venezia.

(**) Nella seduta del 12 febbraio 1977.
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l’isola di San Felice, su un fondale a Ulva lactuca. Le modalità di allevamento 
e di elettroforesi sono quelle descritte da Battaglia e Bisol (1973) [i]- Per la 
caratterizzazione delle diverse classi di esterasi si sono impiegati i seguenti 
inibitori: Eserina solfato, Fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), Diisopropil- 
fosfofluoruro (DPF), CuS0 4, Pb (N0 3)2, Tiocetamide, P (cloromercuri) benzoato 
di Sodio (PCMB) (Gooch e Schopf, 1970 [5]; Stephen e Cheldelin, 1970 [11 ]. 
La piastra di gel di acrilamide dopo la corsa elettroforetica veniva messa 
in una soluzione di tampone fosfato 0,1 M pH 6,5, contenente inibitore alla 
concentrazione di iXio~4M; dopo trenta minuti questa soluzione veniva 
sostituita con la miscela colorante. Le prove di specificità per il substrato 
sono state condotte colorando con soluzioni contenenti sia a che ß naftilacetato. 
A seconda dell’isomero idrolizzato si hanno colorazioni diverse: nera per a, 
rossa per ß, marrone in caso di reazioni aspecifiche.

Le esterasi di Gammarus insensibilis presentano un numero massimo di 
9 bande (fig. 1).

Fig. i. -  Ferogramma 
+  schematico delle esterasi
' in Gammarus insensibilis.

Sulla base delle diverse risposte agli inibitori (Tabella I) è possibile 
classificare come acetilesterasi le frazioni 1-3-4; carbossilesterasi la frazione 
2; acetilcolinesterasi la frazione 5; colinesterasi la 6. Le rimanenti frazioni 
possono essere considerate delle arilesterasi anche se la prova con ioni di 
metalli pesanti non ha provocato nessuna inibizione (Holmes e Whitt, 1970 
[6]; Master e Holmes, 1975 [9]; Metcalf et al., 1971 [io]).

Considerando anche i risultati delle prove di affinità per il substrato 
risulta che le frazioni 1 e 2 sono controllate da due loci distinti, come pure le 
frazioni 5 e 6. Purtroppo l’eccessiva attività a livello di queste bande, compli
cata dalla presenza di bande a minore attività (satelliti) non consente di valu
tarne correttamente il polimorfismo. D’altra parte, dato che queste bande 
sono sensibili allo stesso tipo di inibitori (eserina e organofosfati), non è pos
sibile semplificare il quadro elettroforetico. Per le frazioni 3 e 4 i dati sono 
ancora insufficienti per confermare l’ipotesi di polimorfismo presenza-assenza 
(Battaglia e Bisol, 1975) [2].

I risultati di alcuni incroci hanno invece permesso di stabilire il tipo di 
controllo genetico delle tre frazioni più lente [7, 8, 9] per le quali l’elevato 
numero di fenotipi ad attività differenziata, riscontrato in vari campiona-
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menti, -  che non rientrava in alcuno schema interpretativo -  ci aveva indotto 
a formulare l’ipotesi di loci distinti con un polimorfismo dello stesso tipo che 
per le frazioni 3 e 4 (fig. 2).

T a b e l l a  I 

Esterasi di Gammarus insensibilis

a) effetto degli inibitori;
b) affinità per il substrato;

(i segni +  indicano o il grado di inibizione o quello di affinità).

I rapporti di segregazione ottenuti (Tabella II) e le prove di inibizione 
e di affinità per il substrato indicano che le frazioni più lente [7, 8, 9] delle 
esterasi sono controllate da un unico locus a tre alleli. Occorre segnalare che 
l’esistenza del terzo allele, quello più veloce, è stato dimostrato con certezza 
mediante incroci (incrocio numero 6) e che nei precedenti lavori non se n’era 
tenuto conto. Ciò era dovuto al fatto che l’impiego come substrato del solo 
isomero a naftilacetato non consentiva di evidenziare le diverse affinità per 
il substrato (Tabella I) per cui bande più veloci erano erroneamente attribuite 
al locus successivo (fig. 1).

Gli elettromorfi della F1 dei primi 6 incroci permettono anche di inter
pretare la struttura della proteina: gli eterozigoti a 3 bande, con banda centrale 
di ibridazione, indicano che si tratta di un dimero (Brewer, 1970) [3]. L’analisi
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+

Fenot ipo A 

Genot ipo 3/3
Fig. 2. -  ElettromorfL schematici del locus più lento delle esterasi in Gammarus insensibilis.

delle discendenze degli altri incroci riportati in tabella consente inoltre di 
ricondurre tutti i fenotipi ai sei genotipi previsti dalle combinazioni di tre 
alleli. In particolare i fenotipi I, L, M, sono da considerarsi omozigoti rispet
tivamente per gli alleli 3 e 2; eterozigoti per questi due alleli di fenotipo D ed E. 
Significativo è Tincrocio n. 8 tra un maschio con fenotipo A (unica banda) 
e una femmina con fenotipo D (tre bande, di cui le prime due più attive 
della terza). Nella discendenza sono comparsi oltre ai fenotipi parentali i 
fenotipi E (due bande) e C (tre bande con disposizione tipica del dimero).

Questi risultati, in contrasto con quanto si potrebbe dedurre dai fenotipi 
degli eterozigoti derivanti dall’incrocio n. 7, non consentono di ipotizzare

T a b e l l a  II

Rapporti di segregazione 
(si riportano solo i fenotipi)
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resistenza di alleli che si differenziano dagli altri, per la capacità di dare o 
non dare ibridazione, cioè per la struttura. Se così fosse infatti avremmo 
dovuto verificare uno dei seguenti rapporti di segregazione: due classi in 
rapporto 1 : 1 se il maschio era omozigote; 3 classi in rapporto di 2 omozigoti, 
i eterozigote, 1 eterozigote (di tipo diverso dal precedente) se il maschio era 
eterozigote, assumendo che questa condizione è fenotipicamente indistin
guibile da quella omozigote qualora siano implicati alleli a pari mobilità. Il 
fatto di avere invece trovato 4 classi fenotipiche, con eterozigoti a 3 bande 
disposte secondo lo schema classico degli ibridi, e di veder rispettato il rap
porto di segregazione 1 : 1 cumulando le tre classi a più bande (si ottengono 
così 16 omozigoti e 17 eterozigoti), indica che non ci sono altre varianti 
alleliche.

Con tutta probabilità le diverse espressioni fenotipiche dipendono da 
artefatti metodologici. Casi analoghi sono stati descritti da Markert e Whitt 
(1968) [8] per diversi enzimi e sono spiegabili in termini di modificazioni 
della struttura terziaria o quaternaria della proteina. Diversi fattori possono 
essere responsabili di questa alterazione: ad esempio, interferenza delle con
dizioni di elettroforesi, presenza di particolari sostanze nei tamponi, o infine 
la concentrazione stessa dell’enzima. In ultima analisi i diversi elettromorfi 
dipendono dalla dissociazione e successive ricombinazioni differenziali delle 
catene polipeptidiche.

Nel caso di Gammarus insensibilis riteniamo che responsabile dei fenotipi 
« anormali » sia il sale etilendinitrolotetraacetato di sodio (EDTA). A sostegno 
di questa ipotesi c’è la dimostrazione sperimentale di un fenomeno analogo 
per un locus dell’alcool deidrogenasi in Zea mais (Fischer e Schwart, 1973) [4]. 
In presenza di ioni zinco o di EDTA si ottenevano negli eterozigoti degli elet
tromorfi del tutto identici a quelli da noi osservati.
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