Nuovi dati sulle abitudini trofiche dei Simulidi italiani

Lo RIVOSECCHI

Laboratori di Parassitlogia

Riassunto. — Sono stati fatti tentativi per nutrire in laboratorio Dit-
teri della famiglia Simuliidae, utilizzando : uccelli (Turdus merula), roditori
(cavia) e mammiferi (womo). secondo il metodo illustrato nella Fig. 1 A-B-C.

Su 15 specie sperimentate (Tab. 1), le seguenti 4 hanno assunto un
pasto di sangue : Boophthora erythrocephala (solo su uomo) ; Odagmia pon-
tina (solo su cavia) : Fusimulium latizonum f. paludicola (solo su T. merula) ;
Eusimulium latigonium (indifferentemente su T'. merula, su cavia e su uomo).

Sono stati fatti parecchi tentativi di catturare specie ornitofile sospen-
dendo su alberi gabbie contenenti uccelli (Fig. 1-D). Questo metodo ha avuto
successo solo in una localita, ove & stato possibile catturare Eusimulium
latizonum paludicola (gruppo aureum).

In seguito alla revisione tassonomica delle femmine dei gruppi aureum
e angustitarse (Fig. 2), si ritiene che 1 femmina raccolta nell’atto di suggere
sangue sull'uomo e a suo tempo (Rivoseccur & Coruzzi, 1962) citata come
Eusimulium aureum (s.1.), debba invece essere classificata : Eusimulium
latigonium (Fig. 4) (gruppo angustitarse).

L’esame di femmine eollezionate in localita alpine, su bovini e su uomo,
ha portate alla identificazione di : Simulium argenteostriatum (su bovini) ;
Odagmia ornata ssp. (su uomo) : Prosimulium conistylum (Fig. 5) su bovini ;
Prosimulium rufipes su vomo (Fig. 5). (Tab. 2).

Summary (New data on trophic behaviour of [talian Simuliidae). —
Several attempts were made in laboratory to feed adult Simuliidae on birds
(Turdus merula) and rodents (guinea-pig), as well as on man, following the
method illustrated in Fig. 1 A-B-C. Of fifteen species experimented (Table 1).
only the four mentioned below took a blood meal :

Boophthora erythrocephala De Geer (man only) : Odagmia pontina
Riv. (guinea-pig only) : Kusimulium latizenum f. paludicola Riv. (T. merula

tan, (st Swper. Sapild (1969) 5§, 165-152,
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only) : Eustmolium latigoniwm Robz. (1. mernda.  guinca-pug. and man
indifferently ).

Cages containing chickens or ducks were suspended on trees (Fig. 1-1))
throughout the night, leading to the capture of species onlv, of the aureum
graup.

Figs. 2 and 3 show the methods emploved 1o identify respectively the
females of the Tralian species of the aureum and angustitarse groups and those
of the genus Prosimuliun. Specimens of the latter two groups, which took
a blood meal in laboratory or were colleeted on animals, are compared in
Fig. 4. Such a comparison allowed to find that one specimen, collected while
feeding on man. was erroncously elassified Eusimulium avrewm (<L) (Rivo-
secent & Convzzr, 1962), while it actoally is @ Fuscmuliem latigonium (of
the angustitarse group).

Females of Simuliidae collected in Alps on cattle and man were o
identified ¢ Simulium argenteostriatum (on man) : Odagmia ssp. (on man) :
Prositmulium contsivlum (on cattle. Fig. 5) : Prosimulium rufipes (on man,

Fig. 5). (Tab. 2).
INTRODUZIONE

L'ecologia dei Ditteri della famiglia Simuliidae & generalmente meglio
comosciuta negh stadi preimmaginali che in quelli immaginali. Tn particolare,
¢ ignorano le abitudini trofiche della maggior parte delle specie itahane
questa famiglia. T dati sinora pubblicati al rignardo. ¢ attualmente da me
ritenuti validi, s riferiscono alle seguenti 11 specie @ Urosimulivm  juccii
(specie autogena della Sardegna : efr. Conrine, 1966) @ Prosimulium govda-
nichi (su bovini, in Piemonte : efr. Rupzov, 1964) ¢ Wilhelmia linvcata o
Titanopteryx maculata (su bovini nei pressi di Pavia: efr. Cormie 1916) ¢
Boophthora ervthrocephala (su nomo, i Piemonte @ efr, Rivosecenr & Co-
Lvzzr, 1962) 1 Crephia blanci. Odugmio  variegata.  Odagmio  monticola.
IWilhelmia mediterranea, Tetisimulium bezzii, Simultum (?) voilense (su uomo,
e hovini, in varie loealita appenniniche 3 efr. Rivosecen, 1967).

I nuovi dati si riferiscono a 9 specie. di cui aleune (Prosimulium coni-
stvlum.  Prosimulium rufipes. Odagmia ornata ssp.. Simulium argenteostrio-
tum) sono state catturate in localita alpine s vomo ¢ bovini, Altre inveee
(Eusimulivm latigonium. Fusimulium latizonum  paludicola. B. ervthroce-
phala ¢ Odagmia pontina) sono state indotte ad assumere un pasto di sangue
in laboratorio,

Gl ostacoli che i incontreano nélo stadio delle abituding trofiche dei
Simulidi rignardano sia la difficolta di raccogliere dircttamente in natura le
femmine nell’atto di suechiare sangne, sin il farto che la tassonomia dei
Simulidi & basata essenzialmente sulla correlazione tra caratteri preimmagi-

Awn, dal, Super, Sawifa (1968) B, 1685-182.
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nali e immaginali. Ne segue che anche i pochi dati, relativi a femmine cat-
turate in natura nell’atto di nutrirsi, sono spesso tassonomicamente poco
validi e vanno intesi sensu lato.

Se si riesee ad ottenere in laboratorio un pasto i sangue con femmine
sfarfallate da pupe messe in allevamento. la difficolta diagnostica & facil-
mente superata, in quanto si conosee la correlazione tra adulti femmine ¢ loro
stadi preimmaginali.

Quanto alla cattura in natura di femmine di Simuliidae, essa ¢ rela-
tivamente facile per le specie che si nutrono con il sangue di bovini, equini
¢ uomo, mentre per quelle che pungono i piceoli roditori e ueeelli sono ne-
cessarie teeniche particolari,

Per quanto la maggior parte dei tentativi diretti sia ad ottenere in la-
horatorio un pasto di sangue, sia alla cattura di speeie ornitofile, abhia dato
esito negativo, i risultati ottenuti con qualche specie dei gruppi aureum ¢

angustitarse meritano di essere riferiti,

MATERIALL E METODI

I1 materiale oggetto del presente studio si riferisee a:

1) Simulidi (2 @) collezionati dal Dotr. Osella nelle Alpi oceidentali
=u bhovini al paseolo ¢ su uomo,

2) Catture sull’'vomo nel massiceio dell’ Adamello,

3) Femmine sfarfallate in laboratorio da pupe raceolte in varie lo-
calitd dell'Ttalia eentrale, con eni =i & tentato di ottenere un pasto di sangue
in laboratorio,

) Tentativi di catturare Simulidi ornitofih.

[ metodi vignardano : a) il metodo di ottenere in laboratorio un pasto
di sangue : b) il metodo per catturare in natura le specie ornitofile @ ¢) il
metodo usato per la classificazione delle femmine delle speeie iraliane de
sruppi aureum ¢ angustitarse : d) il metodo usato per identificare femmine

del genere Prosimulium. catturate su nomo ¢ su bhovini,

a) Metodi per ottenere in laboratorio un pasto di sangue.

La realizzazione di un metodo che permettesse di ottenere in laboratorio
un pasto di sangue con femmine i Simubidi & stato sempre considerato come
un estacolo difficilmente superahbile,

Davies (1936) ha illustrato un metodo per mantenere 1+ Simulidi i
laboratorio, usando tubi di vetro (alti 20 em con diametro di 3 em) aventi
alle due esteemiti pispettivamente una zolletta di sacearosio avvolta in sarza,

¢ uno stoppino umido che. passando attraverso una piecola canna di vetro,

Voinre Bol. Supwe. Sipela T1O691 5, RS- 182
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pesca in una vaschetta dacqua. Questi tubi sono not nella letteratura come
otubi i mantenimento di Davies o ¢ sono stati utilizzate, nelle present
asservazioni. sia per mantenere vivi 1 Simulidi o laboratorio, sia per far
sucelnare il sangue ai Simulidi. appoggiandone una estremitia. coperta o no
di garza. sull'animale da pungere,

Recentemente Mo Manox & Newson (1967) hanno brevemente illu-
strato 2 diversi metodi per ottenere un pasto di.sangue 1 laboratorio con
Simulium ornatum. 11 primo metodo & il pinn semplice, ¢ consiste nel porre
in tubi di vetro dei ratti neonati con dei simulidi anestetizzati mediante
€Oy, affamati per 24 h, alla temperatura di 2100 ¢ con illuminazione a ragg
ultravioletti. Il secondo metodo, piin complesso. & basato sull'impiego i
sangue di bue eparinizzato, foruito ai simulidi attraverso membrane rica-
vate dalla pelle di puleini. Quest’ultimo metodo viene deseritto con piiy
particolari in una seconda pubblicazione (Me Manon. 1968). apparsa mentre
il presente lavoro era in corso.

Delle raccomandazioni di questo autore & sono pereio potute adottare
soltanto quelle riguardanti la temperatura. Uilluminazione ed il ritmo bio-
logico : i simulidi sono stati affamati mantenendoli in tubi di Davies per 1-2
giorni con sola acqua e senza sacearosio @ essi sono statl costantemente Les
nuti al buio ed a temperatura compresa fra i 159 ¢ i 2000, gli animali da pun-
gere sono stati forniti due volte al giorno (al mattino ed alla sera) non appena
i simulidi vedevano la luce,

Per ciascuna delle 15 specie di Simulidi la puntura ¢ stata tentata <o un
roditore (cavia). su un ueeello (Turdus merula ¢ Athena noctua) ¢ su vomo.
Gli uccelll venivano depennati sul torace e immobilizzati, legandoli con della
garza a un supporte metallico, al quale veniva appoggiato il tubo conte-
nente i simulidi (Fig. 1-A). La eavia veniva narcotizzata e depilata sal ven-
tre (Fig. 1-B) : sull’'vomo, il tubo contenente i simulidi era poggiato sempli-
cemente sull’avambraceio e sostenuto con altra mane per eirca mezz'ora
(Fig. 1-C). Per illuminazione. come consighia Mc Manox (1968), & stata usata
una lampada a luee blu da 60 Watt : talora anche la luce del giorno, ma
facendone filtrare una gquantigd molto limitata, in modo da simulare la luce
crepuscolare ed evitare comunque quell’affannosa corsa verso la luce, che
rappresenta Postacolo pitn grave per la realizzazione di un pasto di sangue
in laboratorio,

b) Metodi per la cattura di Stmulidi ornitofili.

Il metodo generalmente usato per la cattura di simulidi ornitofili ¢
quello a suo tempo impiegato con eccellenti risultati nelle zone forestali del
Canada (efr. BExyger. 1960). Esso consiste nel sospendere una gabbia conte-
nente un uecello ad un albero, abbassandola ad intervalli regolari (15 min) ¢

Awn. det. Super. Saupitic (1960 B, 1H5-182,



HIVOSEUUHI oY

.-ulrrvluiuld riI[IIlIiIIII.I'Illl' Con una :l‘.l[lllil non appena ;_'iuui.l a terra, 1n modo

du intrappolare @ simulidi eventualmente attratti dall’neeello ingabbiato,

Questo metodo si usa per tutti i Ditteri ornitotili che pungone durante il

giorno, Per quelli che pungono di notte. si usano delle gabbie speciali fornite

di nasse. che permettono Pingresso dei Dittert, attratti dall'odore dell’ue-

cello, ma non ne consentono una altrettanto facile fuoriuseita (Fig. 1-D).

Metodr usuti per otleneres un I|,|-'|1| di sangue in i.lln-ru!urlu 0 per « itturare

watura Simuliidae,

\) Turdus merula innnobilizzato con fusee i garza. con un tabo i vetro contes
wente Simaliidioe prMCE It sl torace -||-!u-:mut-|.

l‘.\ Cavia narcotzzata, con un tabo contenente Simiulidae poggialo «ul ventre
Heplato,

L) punturs su uomo,

11) Gaabbia contenente un’amitra, sospesa (per una notte) ad an albero del hosco
lel Cireeo (Prov. Latina)
Come in A =1 e ottenuto an pasto i =anieue van E laitigonoem ol B, latizonnm

. padudicoln. Come m B si e ottenato un pastir di = e con . lotigoaiam od ()

pontima, Come in U con . latigonium e B, ervtheocephala, Vome o D) & stato

itarate K, logizonum V. poludicola

bivip, Al  H g virreiley | LGN
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Per atvraree | simulidi sono statt atibizzat merh, pulein ¢ anitee, |
gabbie sono state collocate viemo a foeolai larvali di speeie presumibil-
mente ornitofile dei grapp latipes, aurewm o angustitarse, i periodi dell anno
in cui, seeondo Lo nostra esperienza. avviene lo sfarfallamento massivo delle

speeie di tali grappi.

¢) Metodo per la classificazione delle femmine der grupp aurenm ¢ angnsti-

tarse.

In precedenti lavori, utilizzando i caratteri relativi ai terminali maschili
e alle larve, era stato possibile distinguere almeno 4 specie nel gruppo
aureum ¢ 3 nel gruppo angustitarse (Rivosecent, 1962 @ 1903 @ 19660).

I modo di distinguere le femmine delle medesime specie viene illustrato
dalla Fig. 2. Si osserva anzitutto in questa figura che le femmine dei due
gruppi si possono separare con sicurezza 4 seeonda che nei bracei laterali
della furca genitale sia presente o assente un piceolo dentello (dob.f. nella
Fig. 2).

Le due pin comuni speeie del gruppo angustitarse si distinguono in base
alla forma della piastra centrale dell’VIIT sternite.

Tra le femmine del groppo aurewm la distinzione ¢ pin diflicile : tatta-
viae sgeguendo il enterio usato da Koz (19653). & generalmente possibile
distingnerle osservando I forma dei eerei ¢ la curvatura del margine poste-
riore delle gonoapofisi. In Fusimulium latinum (= 7 Fusimulium rubzovia-
num) questo margine ¢ quasi diritto, mentre in Fusimulium latizonum ¢
nettamente pit flessuoso, Le due forme dv B latizonum (E. latizonum f.
petricola ed E. latizonum {. paludicola). almeno per eit che risulta da focolai
larvali dei dintorni di Home. sembrano ben distingaibili nel modo illustrato
nella figura. Quanto a Kasimuliem silvaticum ( Fustlhium aureum, sensu
Serban), le femmine non sono distinguibili da E. latinem. ma trattandosi
di una specie con netta localizzazione, sia geogratica (Alpi ¢ Appennino
settentrionale), sia ecologica (piceole paludi o torbiere in montagna). ¢ da
eseludere che potessero trovarsi nella zona da me studiata,

d) Metodo usato per la identificazione delle femmine del genere Prosimulium
catiurate su bovinn ¢ sull’uomao.

La identificazione delle femmine del genere Prosimulium i basa essen-
zislmente sull’esame di aleuni dettaghi dei terminali. nel modo illustrato
nella Fig. 3.

Risulta da questa figura che esistono due gruppi nettamente distinti
uno  ¢con g("l{lull"liﬁi |“‘?It" grllllt]i {grup'm ﬂ‘!)"“.‘l'f"l'ﬂﬂl".\"_\'f“?ﬂ}. uno con

gonoapofisi nettamente pin piccole (gruppo hirtipes-rufipes), mentre Pro-

simulium arvernense occupa una posizione intermedia. La distinzione tra

Ann. dat. Super. Nanili (1968) 5. 166-182
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Chiave gralica per Uidentificazione delle femmine delle specie italiane dei groppi
aureum e angustitarse (d.b.f. — dente della furca genitale : ¢, — vereiz st. VI
ottavo sternite : nupg,  margine posteriore delle gonoapofisi).

Vig. 2.

trn. tsl, Swuper, Sanita (1W69) 5, 165182,
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le specie del 11 gruppo non ¢ eosi facile come pua sembrare nella hgura, o
il gruppo rufipes comprende almeno due forme la cut elassificazione & indee-
cigsi, Non er possono pero essere dubbi teac o doe esteemi della serie eioi tea

P.oecomistvlum v P.orufipes.
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Fig. 3. Tavols comparativi dei terminali femminili delle specie italione del genere Pro-
simulinm.
A comparazione delle gonoapolisi: B comparazione dei cerei s G cotn-

parazione della furcu genitale,

Da questa serie & stata eselusa P goidanichi, sia perche la nostra colle-
zione ne & sprovvista, st perche le differenze di questa specie rispetto a
P. albense. cui & strettamente afline. sono gia state illustrate (Rivosecont.

1967).
RISLL'TATI

I risultati ottenuti sono riassunti nelle Tabelle T e 20 Dalla prima delle
due tabelle risulta che soltanto con 4 specie sono riuseito ad ottenere un pasto
di sangue in laboratorio. Di queste, una (E. latigonium) ha succhiato sangoe
indifflerentemente dal ventre di una cavia, dal torace di un merlo ¢ dal hrac-
cio dell'vomo. Le altre 3 hanno mostrato 3 differenti comportamenti :

E. latizonum paludicola si & nutrito esclusivamente con sangue di
ueeello (Turdus merula) : B. ervthrocephala esclusivamente con sangue umano
¢ (. pontina ha succhiato sangue solo dalle cavie,

Awn, Ist, Super, Sanitd (1968) 5, 165-182
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Le speeie che non hanno effettuato aleun pasto di sangue non si sono
perd comportate in modo del tutto identico. Talune (E. fucense, F. latipes
meridionale, S. pictum) hanno mostrato un certo interesse per animale
offerto, assumendo atteggiamento dei Ditteri pungenti (capo affondato
in hasso e addome in alto), ma senza suechiare sangue.

Una specie (E. fucense) ha morso ripetutamente ¢ in modo doloroso la
pelle del braceio, ma anche questa non ha suechiato sangue. Le rimanenti
altre non hanno mostrato aleun interesse per gli animali offerti ed hanno fatto
continui, affannosi tentativi di fuga verso la laee.

¢ anche da notare il differente efferto sulla pelle dell'vomo delle pun-
ture i E. latigonium e di B. ervthrocephala. Nel primo caso la puntura non
¢ dolorosa ¢ ne scompare ogni traccia dopo 1-2 giorni, nel secondo & molto
doloresa ¢ irritazione continua per eirea 15 giorni. Cid in accordo con (quanto
¢ noto cirea le dermatiti causate da B. erythrocephala (cfr. Kirsticn &
Zivkoviren, 1967).

Circa 1 tentativi fatti per la cattura di specie ornitofile, dopo vari ten-
tativi negativi effettuatt nel Parco Nazionale d"Abruzzo presso focolai lar-
vali i specie del gruppo latipes, un buon suceesso & stato conseguito nel
Pareo Nazionale del Cireeo, catturando una specie del grappo aureum. Tale
cattura & avvenuta con gahbie o a nasse » lasciate tutta la notte appese ad
un albero : con un metodo quindi completamente diverso da quello ordina-
riamente impiegato dagli specialisti Canadesi ¢ Americani (efr. ANDERsON
& DE Fouiarr, 1961).

R stata questa eattura di una .~i|w|‘i¢' del gruppa aurewm sn neeelli, che
ha posto il problema di una diagnosi dettaghata delle femmine delle specie
det gruoppi awreum ¢ angustitarse, raccolte direttamente in natura. Tanto
piit che, in un precedente lavoro di Rivosecent & Covvzzr (1962), Fusi-
mulium aurenm (s.1) veniva invece segnalato come specie che punge 'vomo.
I risultati di tale diagnosi sono esposti nella Fig. 4.

Nella prima colonna a sinistra i questa figura sono disegnan taluni
dettagh morfologier, relativi ad un simulide (2) raccolto nell’atto di suechiare
sangue o su uomo » da M. Coluzzi ed a suo tempo citato (Rivosecent & Co-
Luzzr, 1962) sotto il nome di Eusimulium aureum (s.1.). Nella seconda co-
lonna sono riportati i medesimi dettagli per uno dei numerosi esemplari i
L latigoniam. raceolti allo stadio pupale a Borgo Montello (Latina) ; essi,
dopo sfarfallati, hanno mostrato una sorprendente propensione a suechiare
sangue da qualsiasi animale messo a disposizione. o base a fuesta compa-
razione appire evidente che @ due esemplari appartengono alla medesima
specte, per ecul debbono essere entrambi elassiticati E. latigonium  Rubz.

Nella terza colonna della figura sono illustrati dettagli morfologici
relativi ad un esemplare (2) catturato eon una gabbia contenente un’anitra,
sospesia wd un albero nel bosco del Cireeo. Nella quarta eolonna & mostrata

Poee, dat, Seeper. Sereifer (1960 B, 1H5-182
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una delle femmine dv F. latizonum paludicola <farfallate da pupe raceali
in un ruseello di Macearese, che in laboratorio hanno punto so T merula
Da questa seconda comparazione. ed i base anche a quanto esposto nella
Fig, 2. ¢ da ritenersi che entramhbi gh esemplarn appartengano senza dublbio

al gruppo aureum. ¢ st possano elassitheare I latizonum paludicola.

E. LATIGONIUM Rubz E LATIZUNUM PALUDICOLA Hi

Fig. 1. — Dettagh mortologier di 1+ esemplari (9 Q) appartenenti a due specie (B latigo-
nium ed E. latizonum) che hanno sueehiato sangue in laboratorio o i natura.
A) Esemplare raccolto nell'atto dii pungere Fuomo o natura (Coluzzr leg.).
B) Esemplare che in laboratorio ha punto su uomo (come in Fig. 1-C).

)y E -e'mp]-.l.rr raceolto in natura con una gabibia sospesa ad un albero (come in
Fig. 1-D).

1)) Esemplare che m laboratorio ha punto su 1. merula (come o Fig. 1-A)
(fr.  fromte: p. palpo: £ furen genitale: oo ecerci: g gonoapo-
fisi 2 o1, dente del braccio laterale della furea genitale).

Per ein che si riferisce al materiale raccolto nelle Alpr su bovini e vomo
risulta, in base all’esame dei numerosi esemplari ivi eollezionati. che nel pe-
rindo compreso tra settembre e novembre, a quote varianti tra 1 H0G-2000 m.,

Inn. Isf, Super, Sawifee (196400 8§, HiG-182,
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grandi sciami i simulidi attaceano 1 bovini al paseolo. Questi seinmi
sono composti (in differente percentuale. sccondo le localivia, di due specie
N, argenteostriatum ¢ P conestylum. Oceasionalmente queste speeie possonn
anche suechiare sangue dall'vomo : tuttavia Fattaceo sull’uomeo & prineipal-
mente opera di Prosimulium rufipes (Mg.). Non & chiaro perd <o la speeir
cosi soprendentemente antropofila. osservata sull’ Adamello, <t i1 tipico
P.orufipes (= 72 P, fuscipes sensu Knoz) o Prosimudiom galli Edw. (efr. Rin-
v, 1967, p. 135). In base ai dettagh morfologici riportati nella Fig. 5.

P comstylum

Prufipes(sl| )

i Lis
A iy

Py ’

I'.‘,"'-(_-'_" g . ..;].I'I-"-.:‘
i .. “;l
W gt

o -
A
|
PP, U DOvini
el i 9
Fow. 5. Dettiagh mortologicr i 2 esemplari el genere Prosimuliam cattaeats uell: M
s bovim ¢ uomo (g gotfoapofist @ ¢ ceren s | tarei wemitale @ palpn
‘I =elerite proctodeale).

catrambe le <pecie sembrerebbero presentt nel materale raceolto <u womo
nell’ Adamello. Tn ogni caso. la distinzione vispetto alla <pecie dello stesso

senere (I conistvium) che attaeea @ hovine von puo daee Tuoao o dabbi

Ff Nupwe, Nowslin (PGS § 155 1s2
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(Fig. 5). Linome pua anche essere oeeastionalmente attaceato da fempmine
del grappo ornata. ma von ¢ assolitamente possibile stabilive quale delle
numernse sottospecie. recentemente distinte da Roszoy (1967). abbia un

simile comportamento,

CONCLUSIONE FDISCUSSHOND

Sen dat agaetto del presente Tavoro si DEEIUREOno a lllll‘l“ gia notn per
la fauna nalana, s arriva a civea 20 speewe di Simulivdae ad abituding 1ro-
fiche pin o meno conosciute, Anche se questo numero ¢ ancora esigno rispetto
a qquello delle speeie segnalate per o fauna italiana, o8 da notare che 1 dan

sono distribuiti in modo tale ehein ogn genere o grupps di speeie (eseluso il
genere Obuchoria ¢ il gruppo latipes). esiste almeno una specie sulle cuir pre-
ferenze alimentari si abbiane notizie, 1 opportune percio nella diseussione
tenere un certo opdine tassonomieo.

Nel corsa della discussione si & tenuto solo hmitatamente conte anche
der dati negativie essi sono stati riportati soltanto pella Tab, 1 (tentativi in
laboratorio) « non nella tabella 2 (catture in natura) date che le catture 1

natura hanno avato ecaratters occasionale,

) genere Prosimulium.,

Su 5-0 speeie segnalate in ltalia, almene 3 sono sicuramente emato-
taghe : I'. gotdanichi (su bovini efr. Ruszov, 1901) : . comistvlum (su bo-

vini ¢ occasionalmente su uomo) ;[

. rafipes (su uomn),

Il tentativo non rinscito di nutrire in lahoratorio 1. hirtipes talicum.
non ¢ sufliciente per concludere che questa specie non ¢ ematofaga, Tuttavia
sinora nessun esemplare del genere Prosimuliam, nell’arca appennmica. &
stato raceolto nell’atto di nutriesi i cangue, Numerosi cono inveee gl esem-
plari (9 %) raceolti in queste condizioni nell’area alpina. su hovini ¢ nomo.
Nelle Alpic Pattacco all'nonio pud assumere proporzioni massive e se cii
avviene in zone di interesse turistico, la molestia alle persone & tale che 3
Prosimulium possono. sia pure localmente, rivestire un notevole mteresse
pratice (P, rufipes nella zona di Madonna di Campigho. sull’Adamelio).

2) genert Cpephia ¢ Grendera o gruppo latipes.

Sono cirea 12413 specie, sulle quali st ha un solo reperto relativo a 1Y
di Cnephia blanei. occasionalmente raceolta sull’'vomo in Sicilia (Rivosgcent,
1967). Tutti 1 tentativi i cattura m natura o di nutrizione in laboratorio con
altre specie di questi grappi (Tab. 1) hanno avuto esito negativo. E da rite-
nersi che Uinsuceesso con queste specie. probabilmente ormitofile, sia dovato
alla estrema pecubarita delle lore abitudini trofiche. per cuil sari neeessario
ripetere i tentativi con teeniche pine perfezionate,

Pivge, Aste Ruper, Seadlin (P0G B, 165182,
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3) gruppo angustitarse.

Una specie. FEusimultum latigonium, ha mostrato una straordinaria
propensione a nutrirsi in laboratorio con il sangue di qualsiasi animale gli
venisse offerto,

Un esemplare (9), raceolto in natura nell’atto i suechiare sangue su
uomo ¢ a suo tempo (Rivosecenr & Cornvzzi, 1962) citato sotto il nome di
Fusimulium aureum (s.1.). viene ora inveee classificato K. latigonium.

€& motivo quindi di ritenere che questa specie in natura si comporti
in modo analogoe a quanto osservato in laboratorio, non abbia ciod nessuna
preferenza alimentare, nutrendosi indifferentemente con sangue i mammi-
feri e uccelli, e oceasionalmente anche di uomo.

E importante anche notare quanto sia diverso in laboratorio il compor-
tamento di Fusimulium angustitarse thleum, specie dello stesso gruppo per
lungo tempo confusa con Fusimulium latigonium. Numerosi csemplari di
F. angustitarse thlewm, in ripetuti tentativi e nelle stesse condizioni di £
latigonium. non hanno mai effettuato un pasto di sangue. Cid dimostra che
Iattitudine dei Simulidi a nutrirsi in laboratorio, non dipende solo dai me-
todi impiegati, ma dall’esistenza di speeie criptiche con differenti abitudini
trofiche.

k) gruppo aureum.

Una speecie, Fusilium latizonum . paludicoln, mostra sia in natura sia
in laboratorio un comportamento nettamente ornitofilo. Gli ueeelli su eni
questa specie & stata nutrita in laboratorio (merli e civette) non sono perd
gli stessi (puleini e anitre) che ne hanno determinata la cattura in natura,
Sieché ¢ probabile che non abbia preferenze alimentari verso un determinato
ueeello, Cio in accordo con quanto & noto per altre specie ornitofile della
famiglia Simuliidae (cfr. Benyer, 1960 ; AxpErsos & De Foriart, 1961).
[ importante anche notare che una specie ad essa strettamente affine, Fusi-
mulium latinum, non ha assunto aleun pasto i sangue su uccelli. [ dati
sono ancora troppo scarsi per poter concludere che. oltre alle differenze
morfologiche a suo temps messe in evidenza, ¢i siano tea le due speeie anche
differenti abitudini trotiche (Rivoseceur, 1962 @ 1963).

3) genere Boophthora.

Una specie, B, erythrocephala, mostra sia in natura sia in laboratorio una
netta preferenza alimentare per Puomo. Lattaceo sull’'uomo fu segnalato
per tale specie da Corrr (1916) (sub nomine S. reptans sar. glabra) ¢ da Rivo-
secent & Convzzr (1962) in varie loecalita della pianura padana. eni ora si

aggiunge la Val di Chiana ¢ il lago Trasimeno. Aneora perd non el sono se-

oo, B Sugwr. Sanila (VG B, 165152
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pnalazions an Mtaba deoattaceln massivic tal da cavsare gravt dermatin
(efr. Szapo. 1901),

Gl esemplart del Trasimeno chie mi hanuo punto o Jaboratorio, hanno
prodotio reazioni allergiche dolorose e prolungate. per eui & facile prevedere
che anche i Talia st ay rehbero effettn consimili se un gran numero di esem-
plari di guesta specie pungesse una persona. Dal punto di vista pratico ¢
questa certamente la speere pin importante. perche non ¢ semplicements
molesta eome i Prosimulivim, ma capaee di produrre malattie all’'uomao
(efr. Kmsricn & Ziviwoviren. 1967).

6) genert Obuchovia. Woilhelmia o Titanopterya.

Sul genere Obuchorio maneca qualsiasi dato. Speeie degh alter due gener
=1 raceolgono facilmente nelle orecchie degle equinic Partroppo pero. ceeet-
tuata T, maoculata. che si distingue molto facihinente, la diagnosi diretta
delle femmine del genere Wilhelmia costituiser una diflicolta tassonomica
da me non ancora superata. In base all’areale geogratico si pud perd. con
buona prohabilitic ritenere che e catture di Corti nella pianura padana fos-
sero costituite in prevalenza da 1. lineata ¢ W, equina ¢ quelle fatte da me
nel Sud Ttalia da 1. mediterranca.

7) genere Odagmin.

Due specie. O. variegata ¢ O, apenninica. a suo tempo (Rivosgcon.
1967) collezionate in natura su equint e bovini, non hanno assunto un pasto
di sangug in laboratorio @ ¢ evidente quindi che il metodo usato va modi-
ficato ed il tentativo ripetuto con sangne di bue eparinizzato, fornito attra-
verso membrane (metodo Me Mahon).

Per un’altra specie. ()0 pontina. la situazione © esattamente Myersa :
<1 nutre facilmente in laboratorio su cavia. mentre in natura non si & mai
rinscito di catturarla nell’atto di sucehiare sangue,

Rivosecc & Livrarost (1964). trovando del tutto privi i simulidi.
numerosi hovini al pascolo in prossimita dei focolai larvali di questa specie.
crano giunti all'erronea conelusione che O, pontina non fosse ematofaga.

Dopo la seoperta che in laboratorio era facile nutrive delle femmine
s cavie. ho fatto nuoyvi tentativi di cattura colloeando, in vicinanza dei
foeolai, gabbiette ©a nassa o contenenti roditori selvatien | {podemus). ma
senza registrare aleun sueeesso,

7 noto dalla letteratura (Mo Manox & Nepsox. 1967) che Odgamin
ornata s.0.. ordinariamente cmatofuga su bovini i natura, st puo anche nu-
trire in laboratorio so ratti neonati. mentre altri AA. hanno oceasionalmente
catturato in natura specie del gruppo ernata su roditori. Sarebbe molto im-
portante dal punto di vista epidemiologico stabilire se una stessa specie
punge contemporancamente roditori ¢ altri mammiferi, oppure se si ha a

Pote, dut. Super. Sewifn (1908 B, 1G5 182,
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che fare con diverse specie, con pn'fr'rt'r‘lZF alimentari diverse. Potrebbe
darsi che 0. apenninica si nutrisse solo su bovini ¢ 0. pontina solo su roditori.
Purtroppo la diagnosi diretta delle femmine del gruppo ornata costituisce
un ostacolo insormontabile. [1 reperto relativo a 0. apenninica su bovini &
stato dato solo in base al fatto che nei dintorni del luogo di cattura i focolai
larvali di questa specie erano prevalenti; si tratta quindi di un reperto su
cui ¢'¢ da fare qualche riserva. Anche Uinteressante reparto relativo ad una
femmina del gruppo ornata, che ha succhiato sangue dall’'uomo (Tab. 1),
non permette una diagnosi pit precisa di Odagmia ornata ssp. Nessuno pud
infatti stabilire a quale delle varie sottospecie distinte recentemente da
Runzov (1967) appartenga esemplare in gquestione,

8) genere Tetisimulium ¢ Simulium s, strictu.

Grazie ad una cattura oceasionale di T. bezzi su equini (Rivoseceur,
1967) sappiamo che questa specie & ematofaga. Sono anche probabilmente
ematofaghe quasi tutte le specie italiane del genere Simulium, ma i dati
sono molto searsi e riguardano soltanto i gruppi argenteostriatum ¢ reptans.
Sul gruppo reptans non ci sono nnovi dati, all'mfuori di un’unica localiti
italiana (Alta Val Tiberina) dove una prima volta fu catturato un esemplare
<u nomo ¢ classificato S, reptans sl ¢ una seconda volta un secondo, sempre
su uomo, ¢ classificato S, (?) voilense. Naturalmente =i tratta di una diagnosi
indiretta in quanto in quella localita ¢ in quel periodo dell’anno la specie
prevalente & S, voilense Serban. [ tentativi i far pungere S, pictum in labo-
ratorio non hanno avuto suceesso, ma cio non permette di trarre alcuna con-
clusione sulle abitudini trofiche di tali specie,

Quanto a S, argenteostriatum visulta che & ematofago e che attacea in
aran numero i bovini nelle Alpi. mentre la specie appenninica ad essa af-
fine (Simulium hispaniola) non si ¢ nutrita di sangue in laboratorio ¢ non @
stata catturata su animali in natura.

Oceorrono naturalmente dati pint numerosi per concludere che et =i
trova di fronte a due diversi comportamenti: & importante tuttavia osser-
vare che, ancora una volta, due specie strettamente athni, sembrano avere
diverse abitudini trofiche e. come di regola. quella ematofaga ha una distri-
buzione piit settentrionale,

boaprile 1969,
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Destino della radioiodioinsulina nella incubazione
di alcuni tessuti

Oxorrto LOSTIA, Cesane ROSSE ¢ Rarrakiea CATANZARO
Labaratori di Chimica ¢ Laborators di Chimira Rislogica

Riassunto. — Vengono misurate, impiegando  radioiodiomsulina,  la
parte di insulina che si trova fissata sulle fraziom mitocondriale ¢ nueleare
dio fertine di tessuto adiposo hruno di ratto ineubate, o quella fissata sulle
vorrispondenti frazioni incubate direttamente.

Confrontando tali risultati i discute la loro interpretazione in relazione
al problema della localizzazione dell’insulina nei tessuti in vitro.

Si studia anche la parziale degradazione dellinsulina che avviene du-
rante Uincubazione di aleum tessuti, misurandone Ventita o determinandone

le caratteristiche.,

Summary (Fate of I''-iodinated insulin in incubated tissues). The
binding of ["'-iodinated insulin to mitochondrial and nuclear fractions ob-
tained from incubated shices of rat brown adipose tissue is compared to the
hinding to the same fractions incubated direetly.

By comparing these results it can be seen that the amount of I'"odi-
nated insulin found in the mitochondrial fraction is approximately the same
as that which ecan be hound by this fraction during the homogenization of
incubated slices,

From these and other data it can be coneladed that the amount of insu-
lin entering the cells, if any, is much smaller than that hound to the tissue,

The partial breakdown of insulin in meoabated  rat brown  adipose
tissue and liver slices was also investigated, This breakdown was confirmed
to be due 1o the action of highly active enzvmes,

[ nomo che inenbando vari tessuti con radioiodioinsulina, una parte
della radioattivita si ritrova hissata <un tessuti ¢ sulle vare fraziom eellular
di questi, ed una parte viene ritrovata come prodotto di degradazione del-
Vinsulina nel mezzo i incubazione,

Fonite Bal. Nipwr Seibip 10681 5, 150 104
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L fissazione dell msuling sui tessuti durante Finenbazone ¢ stata dioo-
strati pur b prima volta i Stanre. Haveaarn & Vavcnas (1952) el
Ihanne considerata. come poi anche Gagrar, Caveroy & Mexzascer (1960,
dovura ad un vers legame chimico, Altn mveee (Neweriy & Bersos, 1965
Roxo & Cotowsan. 1961 @ Manaisse & Franornson, 1965) in base ad espe-

fienze i einetica chimica o misurando Fattivind fissata sullintero tessuin
hanog ritenute trattarss dioun fenomeno de adsorbimento non specihien.
LEE & Winbiass (1953) inveee, dal vonlronto delle radioattivita che =i
ritrovann fssale, con espericnae i vive o o riten (ineuabazione di omoge-
nati). sulle fraziont oucleare, mitovondriale ¢ microsoniea del fegato, hanno

dedotto ehe la penetrazions dellinsuling net tessuti ¢ la sua fissazione sulb
fraziom collulart & an fenomeno bioehimen

Per quanto riguarda il destine di quells msuling che sviene  degrs-
data durante Vineubazione, Migsky. Prsser & Dixox (1955). ¢ suceessi-
vamente Piazzs of al. (1959) hanno trovato che s trattaya di degraduzione
proteohitica ¢ che questa dipendeya dal rapporto tra le quantita di tessuto
i msulina.

Nel prosents Envors gh AN hanne studialo quantitativamente [P (B
gione delly radioodiomsuling welle frazion: nucleart ¢ mitocondrnali st meu-
bate direttamente, sia ottenute da fetime meubate di tessato addiposo bruno
di rattao,

Gl AN hanne anche valutato gquantitativamente la radioattiy ity delle
macehie chie compaione nella cromatograha del mezzo di iwenbazione dope
la degradazimnie della radiwiodioinsuling nperata da fettine i tessute adi-
pose brane o i fegato dioratto,

PARTE SPERIMENTALE

Caratteristiche della radiviodivinsulina.

La radiniodioinsnling wsata ¢ <tata fornita st dalla Ablun Laboratories
che dalla Philips.
1o ecaratteristiche erano le seguent

(rivita biologica : 11 controllo effetiuate mediante misura del tempo
i convulsione a morte su topini, ha dato per eotramb valor vicin a guelli
degli standands,

Puressa radiochimica @ 11 controllo effetinato mediante cromatogratia
discendente con i solventi A ¢ B appressa deseritti ha date un valore i pu-
rezza i oltre 1L 000

frivith speeifica : La radioiodioinsuling Abhot aveva un’attivitia spe-
cifiva di Aoe66 memg ¢ quella Philips di 0.0-0.9 memg,

fuw, Bal. Sugwe, Sassba (09600 5, 1531910
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Modalitia sperimentalt nelle esperienze di fissazione dell’insulina nei tessuti.

a) Incubazione del tessuto : Due fettine di tessuto adiposo bruno di
ratto Wistar Glaxo, del peso complessivo di mg 200, sono incubate in
nna vaschetta di Warburg per 30 min a 379C, dopo che questa & stata
wassata con ossigeno per 5 minuti. I mezzo di ineubazione contiene :
0.8 ml di Krebs Ringer Fosfato (KRP) pit glucosio (31 mg/25 ml di
tampone), 0.1 ml di acqua, 0.1 ml di radiviodioinsulina i concentrazione
I unitia/ml.

Finita 'incubazione il tessuto viene aseiugato con carta da filtro, lavato
6 volte ¢ trasferito in una vaschetta di Warburg contenente 25 ml di KRP
pin glucosio (0.1 2,) : si gassa con ossigeno per 5 minuti e si pone in incuba-
zione per 20 min, Rimosso poi il tessuto, lo =i asciuga e st reincuba per altre
due volte, Finite le incubazioni, le fettine, asciugate su carta, sono omoge-
neizzate in 1.5 ml di saccarosio 025 molare con omogencizzatore di Potrer :
si porta poi il volume a 2 ml ¢ s preleva un campione di 0.2 il di sospen-
sione che viene posto su scodellino e misurato per la radioattivita con un
contatore Geiger. L'omogenato viene centrifugato in centrifuga refrigerata
(a 450 G) per 10 minuti. St decanta il sopranatante, si sospende il precipi-
tato (contenente i nuclei e le pareti cellulari) in | ml di sacearvsio, si ricen-
trifuga ed il secondo sopranatante (dopo aver raceolto una frazione che posta
su scodellino viene misurata per la radioattivita) st riunisee al primo. Si
lava per altre quattro volte il precipitato. sospendendolo in | ml di <acea-
rosio 0,25 M. ed una frazione dei suceessivi liquidi di lavaggio viene posta
su seodelline ¢ misurata per la radioattvita. 1l sopranatante, contenente
la frazione mitocondriale, ha in superficie una pellicola di sostanza grassa
che viene separata meccanicamente, posta in uno scodelline ¢ misurata. 11
sopranatante con i mitocondri viene centrifugato a 4500 G per [0 minuti,
[l precipitato viene lavato sospendendolo in | ml di saccarosio 025 M ¢
ricentrifugato, per 5 volte. Una frazione di ciascun liquido di lavaggio viene
posta su scodellino ¢ misurata per la radioattivita,

h) Incubazione della frazione nucleare e della frazione mitocondriale :
Cirea 200 mg di tessuto adiposo bruno di ratto sono omogencizzati con 1.5
ml i saccarosio 0.25 M e da questo si separano poi le frazioni nucleare ¢ mi-
tocondriale come sopra descritto, Le suddette fraziomi sono sospese in | ml

di KRP pin glucosio ¢ insulina ' come gia deseritto, Si gassano con ossigeno

per 5 min e si incubano poi per 20 min. Subito dopo Uinecubazione le frazioni
sicentrifugano (alle condizioni precedentemente indicate) per 10 min in
modo che il tempo totale di contatto (incubazione e centrifugazione) con in-
sulina marcata sia i 30 min : 1 precipitati sono lavati sospendendoli in |
ml di sacearosio 0.25 M ¢ centrifugandoli, per 8 volte. Frazioni dei liquidi

di lavaggio sono poste su scodellint e misurate,

tnn, dal, Super. Sanita (1908 5, [83-104
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Moaodalita  sperimentali  nelle esperienze  di degradazione  dell insulina,

Liineubazione ¢ stata eflettuata ponendo erea 200 mg di fettne ol
tessuto adiposo bhruno o di fegato di ratto Wistar Glaxo i una vasehetia
di Warhburg per 30 min a 370 C. dopo che questa era stata gassata con ossi-
geno per 5 minuti. Sisono anche ineubate le frazioni nueleare ¢ mitocondriale

I mezzo di incubazione conteneva : 0.8 ml it KRP pite glucosio (3]
mg 25 ml tampone). 0.8 ml di aequa. 0.1 ml di soluzione di radiniodiomsu.
lina @ concentrazione di 1 unitd 'ml. 1 mezzi i incubazione. dopo centr-

fugazione. sono stati cromatografati su carta Whatman n. | con

Solvente A ; Butanolo secondarmo - aleool etitheo a 937 - ammoniaca

50, 100225 235 (con il quale Pinsulina ha R, 0) (Mirkys ot al.. 1955).

Solvente B : Butanole secondarnio-acido acetico-acqua, 4:1:5 (con
il quale Uinsulina in queste esperienze ha R, 0.87) (Licnr & Sivpson, 1956,
Come reattivo delllinsuling non marcata ¢ stata usata una soluzione

i
=

contenente 0,05 i blea di bromofenolo, 10, di cloruro mercurico o
di acido acetico (GropsTry & Tanver, 1950). La radivattivita dei eromato-
grammi ¢ stata misurata con un chromatoscanner (Poconiart & Rossi, 1901).
Per controllare se 'insulina non mareata a contatto del tessuto duranie
Uincubazione. desse luogo a prodotti di demolizione, fettine di tessuto adi-
peso bruno sono state ineubate in mezzi contenenti 5 mg ml di insuling,
Tale elevata quantita & stata usata per poter rivelare chimicamente even-
tuali frammenti della molecola delllingulina, Tl mezzo dopo incubazione ¢
stato pereid centrifugato. poi messo a handa s carta e sviluppato nel sol-
vente Ao Siosono ritagliate delle striscie nella direzione dello sviluppo che
sone state poi rivelate con blew di bromofenolo, con nidriding ¢ per fluore-
seenza all'ultravioletto. Sulla hase di 1adi rivelazioni si ¢ ritagliato il eroma-
togramma in zone parallele alla banda, ehe sono state eluite con eirea 8
ml di acqua eiascuna ¢ ghi cluati sono stati per 14 eromatografati diretta-
mente ¢ per il resto concentrati in essiceatore, idrolizzati in tubo chiuso con
HCI 6 N (finale). tre volte portati a secco in essicealore su potassa. ripresi
con acqua ¢ infine cromatografati bidimensionalmente in butanolo secon-
dario — acido formico — acqua 75 : 15.5: 14,5 ed in fenolo — acqua - am-
moniaca 80 :20: 1. I eromatogrammi sono stati rivelati con ninidrina,
Per confermare Dorigine enzimatica della degradazione dell’insulina
sono state effettuate incubazione di tessuto adiposo bruno ¢ di fegato sia
con 5 pg di radioiodivinsulina per 100 mg di tessuto. sia con aggiunta i
2 mg di insulina non mareata ai 5 pg di radiviodioinsulina. 1 mezzi di incu-
bazione sono stati cromatografati bidimensionalmente ¢ dei eromatogrammi
¢ stata eseguita sia Pautoradiografia sia la misura con un radiochromato-

S|Canner,

Ann, Isl. Super. Sanita (18968) 5, 1s8-14
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Fissazione della radioiodioinsulina,

Nelle Tab. 1 e 2 & riportato un esempio delle serie di misure di radioat-
tivith relative ad una esperienza nella quale Pincubazione viene effettuata
nelle stesse condizioni, sia su fettine di tessuto adiposo bruno di ratto che
direttamente sulle frazioni nueleari ¢ mitocondriale,

TaseLra 1.

Distribuzione della radioattivita dopo incubazione di fettine
di tessuto adiposo bruno di ratto In mezzo contenente radiolodioinsulina

o rispetto

‘ "y risperto nlla
i

attivitiv totade alla attivita
ritrovata dell'omogenato
|
‘ Mezzo dopo incubazione . . | ; - 9, 4l |
| Liquido dei 6 lavagei . . ; R 1l |
Mezzi delle 3 inenbazioni di lavaggio . . . . . 2,87 |
|
s . I
FOTALE PARZIALE . 99, 30 ‘
1710 omogenato totale . . . . . . 6 2 o5 o 0, 125 Tot. om. 100
Liquidi dei 5 lavagei della frozione nucleare | 0, 105 9.32
Frazione nucleare . . . ., . | « £ Dt 0, 281 25,00
’ Lignidi dei 5 lavaggi della frazione mitocondriale LALLLES 0,34
' Frazione mitocondriale . . . | : . 0,029 2,56 |
|
Cerasso e sopranatante della frazione mitocondriale 1, Y B, 11
‘ TOTALE PARZIALE . . . 13
— — —
|

| FOTALE DELLE ATTIVITA RITROVATE . . . | oo, | 1533, ‘

Si asserva che la somma delle radioattivita delle frazioni eellulari otte-
nute da fettine incubate e dei loro hiquidi di lavaggio & solo il 50 9 cirea
della radioattivita dell’omogenato. Poiché dalla letteratura (Wiseman &
Bavrz, 1961) risulta che la radioiodioinsulina in soluzione viene adsorbita
per il 20 0 sulle pareti di vetro dei contenitori. ¢ che tale perdita puo essere

Lom. dal, Swper, Sapili (1968 6, L33 104,
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molto ridotta aggiungendo alla soluzione siero-albuming umana nella con-

centrazione di 0.5 mgaml. i aleune esperienze s ¢ eflettuata tale aggiunta

ai mezz) i incubazione, In otah cast s ¢ pero notata una variazione nei valor

Tankiay 2

Distribuzione della radioattivita dopo incubazione delle (razioni nucleari ¢ mitocon
driale di tessuto adiposo bruno di ratto in mezzo contenente radiolodioinsuling

L ahinth sono espressi in percentun i delle radionttivita totali Fitroyvats

Fruzione nucleare ; L.t
Ligguido di lavageo i .06
Mezzo dopo incubazion uy .

FOR 0
Frazione mitocondriale R 6 - s
l;illllidli il lavaggio N B ; ¢ i 3.25
Mezzo di incubazione | 1 ; 92,54

Loy, (s

percentuali delle radioattiv it nelle singole frazioni. sia ottenute da fettine
incubate che ineubate direttamente. rispetto a quelli ottenut <enza Vage
giunta i sieroalbumina (vedi Tab, 3).

Laver ritrovato hssata stabilmente sulle frazioni cellulari der tessuti
incubati con radiviodioinsuling una parte di questa (vedi anche Lostia &
Rossi, 1968), pone la questione se el pud essere interprelalo come una prosa
che Iinsuling entra all'interno delle cellule durante Uineubazione del tessuto,

Tale prova sarebbe importante perché un gran numero ti ricerche sul-
Peffetto dell’insulina sono state effettuate in pitro. mentre 1 lavori pin noti

sulla localizzazione dell'insulina basati sulla rivelazione della radiniodioin-
sulina fissatasi a frazioni ecllulari (Lex & Winniams, 1954 0 Lee & Wise-
MAN 1959 : GrimMInGER. SasiviMoLkvl & KELLEE. 1964) sono stati com-
piuti solo in vive.

Va tenuto presente che per ridurre il pi'rilrulu di artefatti durante Fomao-
geneizzazione del tessuto. nel presente lavoro s sono appunto effettuate
incubazioni di lavaggio in un mezzo non contenente radioiodioinsulina,
mado da allontanare il pitr possibile la parte di questa contenuta negli spazi

intercellulari.

Ann. 1al. Supnr. Sanita (19693 5, 158194
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FaBeLLa 3.

Influenza delle condizionl di Incubazione sulla distribuzione della radioattivita
tra la [razione nucleare e la frazione mitocondriale

(1 dntl sono capresst i pereentundl delle radionttiviti totnll eitrovinte)

Numero dilla esperienza
(menzn sieronlbunminm)

Frazione nucleare

Frazione mitocondriale
Rapporto |

Nitmero delly vsperienza
(rom sicronlbaming)

Frazione nucleare

Frazione mitocondriale

Happorto .

Media dei valori

Fsperienze
setign seronlbainn

Fospericniae
i sreromlbomina

Gl indici F o S indicano che sono state incubate rspetlivamente le

o e singole fraziom eellulari,

\
Inenbazione del Lessuta
v sieoessivo  feazinnamento

My
Ny
M

\I.l
Mg,

Nka
Mg,

Ny

My

Ny
M

Vi

“"I

Nru

My,

I i 21} v

1,268, 0,183 u,u??i

0,208 0,036 0,036 1,203

0,480

1,30 508 204 236

i 11 1
085 0. 300 o248
0,001 6,030 0,029
.37 (N 9.6

0,252 Ng

".120 <

\_

2,10 2

Ms

n, 232 N&a

n,023 M,

- \‘hl
W, b5

“\..‘

Fom

It

113
Inouhazione diretta
delle singaole fraziond

1 it ur | v
Ny 2,55 | 2,66 | 0,386 1,44
Ms 69 710 0622 322
Ny o [

| 0,367 0,375 0,620/ 0,343
M5 .

1 ]

Nsa 524 6,35
M 3,53 7.56
Nsa 1,20 0, 866
fsa

delle varie esperienze ¢ luro rapporti

- Ny =

.76 7,00
Ny
\ .

$,72 is 39,3
My

0,374
Ny

3. 10 = 24.3
\1 )

5.35 Msa 21,0
My

0w, 9373

fettine i tessuto

Super. Nawdo U885, 153194,
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D date ottenutr menbando diettamente le fraziom (vedi Tal, 3
vitlori medi) st caleola che la pereentuale di vadioat it fssata dalla fraziony
mitocondriale ¢ maggiore nspetto al caso della imenbazione delle fetvine, (i
ciren 39 volte, mentre quella della frazione nueleare ¢ maggiorne di evieen
volte @ quando v eee s usa sieroalbumina umana, gl wmenty sono. rispet-
tvamente di 240 ¢ 20 voltes Se opera sioconsiderane le radioattivitia fissan
dalla frazione miticondriale ottennta da fettine menbate (espresse e per
ecento della radioattivita disponibile in soluzione durante la omogeneizza
zone. eine la radivattivits totale dellomogenato dimimnita di gquella fissata
sulla frazione nucleare) e e <1 confrontane con le radioattivita fissate durann
Fincubazione diretta (espresse in per cento rspette al totale prrovato,
compresa Lo radivattivitd der mezzi di ineubazione). <o ottengono @ valon
riportati i Tab, b Da questa risulta che per esperienze effettaate, nelle
due condizioni. nello stesso giorno ¢ con la stessa partita di radioiodiomesu-
hina. st ottengona coppie i valori ragomnevolmente vieini, se sl tien conto
dei diversi fattori di variabilitic che possono entrare in gioeo in queste espe-
rienze. Git quindi conferma la fondatezza del sospetta che la fissazione della
radivattivita sulla frazione  mitocondnale  avvenga durante Fomogeneiz-
zazione. Pertanto Faver ritrovato hssata sulla frazione mitocondrale otte-
nuta da fettine ineubate, wna radwoattivitd riferibile o imsulina, non & una
prova che Pinsulina entri nelle ecllule del tessuto @ anzi Faver trovatoe
(Tab. 4) che nelle condizioni sperimentah adottate <t & ancora lontani dalla
saturazione della fissazione, indica. che, se anche entra. Pinsulina penetra
nelle cellule in quantita piceola rispetto a quella che s fissa al tessuto.

Ghoanaloghi visultati relativi alla frazione nucleare non presentane
coincidenze significative tra 1 valori di ciaseuna COppin : cin pud pern spiv-
garsi con il fatto che in tale frazione nueleare, preparata nel modo preee-
dentemente indicato, sono contenute anche le paretn cellulart @ gqueste ¢ -
dentemente. durante Uineabazione delle fettme, vengono a contatto. attra-
verso gl spazi interstiziale. con il mezzo di incuhazione, di coneentrazione
in radioattivita (epm ml) assai pin elesata che il mezzo di omogeneizzazione.
per eui & comprensibile che la radivattivita fissatasi su di esse sia notevole,
¢ non sia quindi apprezzabile il sueeessivo aumento dovato ad ulteriore hissa-
zione sul lato interno delle parett e sui nuelei durante la omogeneizzazione.

Prove in presenza di sieroalbumina.

Nelle esperienze in eni per himitare le perdite (i radioindiomsulina per
adsorbimento su vetro & stata aggiunta la sicro-albumina umana. si & tro-
vato (vedi i valori medi della Tab. 3) ehe la radioattiviti fissata sulla frazione
nucleare incubata direttamente (espressa in pereentuale del totale delle
radioattivitd ritrovate : N_ ) & maggiore (circa 4 volie) di quella ottenuta
senza agginnta di sieroalbuming (NJ). Vieeversa. nel caso di incubazione i

Ao dat, Super, Saadto (P B, LRE- 10
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fettine di tessuto, la radioattivita della frazione mitocondriale (M, ) dimi-
nuisce rispetto al caso senza aggiunta di sieroalbumina (My). Nelle altre
coppie corrispondenti, Mg e Mg, Ny e Ni) la radioattivita non differisce
apprezzabilmente.

Taserna 4.

Percentuali di radioattivita ritrovate nelle frazioni mitocondriali e nuclearl ottenute da
fettine incubate (A) o incubate direttamente (B).

(Le pereentuall sono state caleolate: nel primo easo rispetto allattivita dell'omogenato totale

diminuita dells attivita fissata dalla feazione nueleare, o rispettivamente mitocoodrianle, nel secondo

cusa rispetto al totale ritrovato, compresi | mezzi, Ciascuna coppia di dati (A o B) si riferises ad
vspericnze effettuate lo stesso giorno ¢ con la stessa portita di radioiodioinsuling) .

Frazioni mitocondriali

A 18]

Saperiens !
Kpparionss dn tessnto ineabato  ineabate lHrultnnwntu! \

B w5 s 3.4 3,53 | con agginnta i sieroalbu-
D 3,42 1.56 \ mina umana

I v e o w 0,31 .09 i senza aggiunta di sieroal-
o 1,22 1,09 \ bumina

Frazioni nuecleari

A 1]
Kspierienzn
! il tessuto incabato jineabate direttamento

Wi 4 2 0 2645 t 24 / con agginnta di sieroalbu-
2w 25,0 6.55 \ mina

=+ f 5.4 2,060 / senza aggiunta di sieroal-
o SRR . 8.17 1.45 \ bumina

La prima delle variazioni suddette (caso della incubazione diretta della
frazione nucleare) pud essere spiegata con il fatto che la sicroalbumina ag-
giunta forma con la radioinsulina un complesso (Berson er al., 1956) che si
fissa sulle varie frazioni in quantita differenti da quelle della radioiodioin-
sulina, La seconda variazione (caso delle fettine ineubate) potrebbe essere
spiegata, nell'ipotesi che la membrana cellulare sia permeabile all’insulina.
con una minore permeabilitd di quella nei confronti del suddetto complesso

radioiodioinsulina-sieroalbumina.

tow, fal, Super. Sanido (VB0 5, 183-1494.
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Prove div fissazione i radimodiosieroalbunina

In relazione ar pisaltan avan con la radioiedioinsuling s1 ¢ ritennto
utile provare se anche altre proteme si comportassero analogamente, S
SONO PErein eseguite, eon la solita teemea. inenhbazioni di fettime e di frazioni

celluluri di tessuto adiposo hrune in mezzi contenenti radioiodiosieroal-

bumina, ¢ s1 & musurata la radioattivita fissata nelle varie frazioni. Dal con-
fronto della Tab. 5 con la Tabh. 3. risulta ehe le radioattivita che i hssano
sulle frazioni mitocondriale ¢ nueleare nel caso della sieroalbumina-1""

sono perd assal inferior a r:[ln'”l- che st hanno con radioodoimsaling.

TAnELLA &

Distribuzione della radioattivita fra la frazione nucleare ¢ la frazione mitocondriale
dopo incubazione in mezzo contenente radioiodiosicroalbumina, sia di fettine i
tessuto adiposo bruno di ratto, sia delle frazioni nucleare ¢ mitocondriale.

(1 ebatd s espressi o percentaale delle attivite totall ritrovile)

T TP T T Inenhazione direttn
. 1 (8]
Fraziuwns (P B TR Tt Ty aleedli
rrltxilj]llllll"ll'll sinode rrll‘l'"ll
| Wragiome sucleure . o v o v v 0 e e 0,02 1, i |
e I - ) == _
| Frazione mitocondriale . . . . 0,02 0.28 [
“ﬂp;mrln NM . e Y e WS 1.0 2.1

(sservazioni .

In conclusione i psultati delle esperienze sulla fissazione della radio-
wdioinsulina mostrano che. nel easo di fettine meubate, la quota di radioio-
divinsulina  presente nella frazione mitocondriale. pui essere costituita
(oltre che da quella fissara in frammenti di pareti cellulari presenti nella
frazione mitocondriale) sia da msulina eventualmente entrata nelle eellule
dorante Nineubazione, sia da imsulina fissatasi sui mitocondri nella sueees-
siva fase di omogenizzazione. La concordanza perd delle percentuali di radio-
attivita fissata dai mitoeondri nelle due condiziont di contatto (ineubazione
di frazioni ¢ omogenizzazione delle fettine) (vedi Tab. 4). fa si che la seconda
causa sia sufliciente a giustificare tutto Vaumento della fissazione,

Gl AAL in base alle suddette ricerche orientative ritengono che lo studio
della fissazione dell’insulina sulle frazioni cellulart potria. con il migliora-
mento delle teeniche di separazione di queste ¢ con particolari accorgimenti
sperimentali. dare maggiort indicazioni sul problema della localizzazione
dellinsulina, che da altra parte resta, nonostante i differenti metodi di at-
taceo impiegati da vari autori. un problema ancora irrisolto,

Ao, I8l Super. Naniti (19050 5, 1R800,
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Degradazione della radioiodioinsulina.,

Dal econfronto delle autoradiografie  der |'rml|alugrammi monodimen-
sionali dei mezzi di incubazione di diaframma di ratto ¢ di fettine di tessuto
adiposo bruno_ i fegato, ¢ di cervello ¢ dei mezzi di incubazione delle fra-
zioni nueleare ¢ mitocondriale di wliposo bruno risulta che il eromatogramma
relativo al mezzo dopo ineubazione delle fettine di fegato, ha una macchia
caratteristica di Rey — 0.47 non presente nei cromatogrammi degli altri
mezzt (i inenbazione,

[ mezzi dopo inenbazione delle frazioni nueleare ¢ mitocomndriale hanno
fornito eromatogrammi simili a quellt relativi alle fettine ma con una degra-
dazione che, misurata sul radioeromatogramma. ¢ rsultata essere ecirea 13
di quella ottenuta nel caso di incubazione delle fettine,

Il radiocromatogramma del mezzo di incubazione della vaschetta i
Warburg di controllo (senza tessuto) ¢ risultato qualitativamente simile a
quello dopo imcubazione. ma con le macchie dei prodott di degradazione assai
pin deboli.

La macchia miziale dei vari cromatogrammi monodimensionali & rife-
vibile a radioiodioinsulina (Mirsky, Perissurt & Dixox, 1955) : inoltre mentre
gl eluati non ideolizzati, rivelati con ninidrina, presentano solo aleune mae-
chie bianche non riferibili ad amminoacidi, gh idrolizzati mostrano numerose
macchie vielette identificabili con 1 |:rir1('ipil|i amminoacidi, Questo indica
che la molecola dell’insulina viene degradata in pnlipl'plilli.

La Tab. 6 riporta la distribuzione della radioattivita fra il gruppo i
macehie riferibili a insulina ¢ quello dei prodorti di degradazione. det eroma-

I'aBiina b

Distribuzione della radioattivita nei radiocromatogrammi bidimensionali nel caso i
incubazione di fettine di tessuto adiposo bruno e di fegato con radioiodioinsulina,
sia senza che con aggiunta di un eccesso di insulina non marcata (2 mg, ml).

b bt =onm vspreesst o pereentunde detla radicat ivita di etisenn genppo A maeetine vedd oS
& Hosse DS pispetto nogaelln totale dele moeehibe nol eromatogesiniml,

S Mueehbe viferibih
Moeehiges ciferibith '
st proadol i
T ITT E
i degradicgione

Vdiposa con =ola rudiorodiomnsaling - £ B Th,
Vdiposo con eccesso d imsulina 93.3 A
Fesato con =ola vadioiodiomsuling 17,5 Ha b
Fegato con eiecesso d insalina Lo ik

Vivee, dst, Supaer. Seadbdg (PG00 B, IsH-1
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togrammi budimensionali ottenuti ner cast di menbazone i fettme di tes-
suto adiposo bruno ¢ di fegato e un mezzo contenente radioiodiomsaling,
senzi o con agginnta di cecosso diinsuling now marcata 2 mg mly,

Sionota che Faggiuntas primma dellimenbazione, di insuling non mareata
al mezzo contenente radiviodioimsuhna. riduee la degradazione di questa,
confermando cosi che i tratta per la quasi totalita d'azione enzimatica -
#1 nota inoltre che tale attivith enzimatiea & notevole, o quanto anche con
Faggiunta di un quantitative di insuling cirea 500 volte quello della radio-
wdioinsuling (che gia & in eceesso rispetto at hivell hsiologiel) la degradazions
dell’'ormone supera il 70,

Gl AN ringraziano © St Rolando Magrnn ¢ Dosienieo Zoreetta per b collaborazione
tecnien prestita,

21 aprile 19609,
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