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PATTERNS PROTEICI E ISOENZIMATICI IN RHAGOLETIS CERASI L.
(DIPTERA, TEPHRITIDAE) DURANTE L'ONTOGENESI

La mosca europea del ciliegio,Rhagoletis cerasi, presenta una diapau
sa biologica obbligata durante lo stadio di pupa. Tale diapausa rappreseﬁ
ta un adattamentc evolutivo che rende questi ditteri,come altri insetti B
delle regioni temperate, in grade di sincronizzarsi con la maturazione del
la pianta ospite. Le condizioni ambientali sfavorevoli vengono cosi supe--
rate dalle pupe racchiuse in un pupario nel suolo e solo al ritorno della
primavera si ha la comparsa degli adulti. La diapausa € un fenomeno com -

plesso in cui si possono distinguere due periodi: diapausa vera o eudia -
pausa e post-diapausa. Secondo molti Autori (Tauber et al., 1982; Vankirk
& Aliniazee, 1982) durante la diapausa & blocecata la morfogenesi, che ri -
prende solo con l'avvento della post-diapausa fino alle sfarfallamento del
la forma adulta. h

I meccanismi di sbloceco della diapausa e i fattori che influenzano il
passaggio alla post-diapausa non sono ancora del tutto noti, anche se si
tende a dare molta importanza alle variazioni di temperatura e del fotope
riodo (Raisch & Chwala, 1979; Mansingh, 1971) e, in parte anche al grado—
di umidita. Ancora meno conosciuti sonc i profondi cambiamenti morfogene-
tici e metabolici che avvengono nel corso dell'ontogenesi e in particola-
re durante la metamorfosi degli insetti olometaboli. Ci & sembrato percic
interessante studiare il corredo proteico della mosca del ciliegio durante
gli stadi di diapausa e post-diapausa della pupa. E' inoltre stata studia
ta l'attivita enzimatica della leucina amino peptidasi e 1 relativi pat -
terns isocenzimatici.

MATERIALI E METCDI

Sono state usate 2000 pupe di Rhagoletis cerasi L. provenienti dal -
l'allevamento su Lenicera xyleosteum del Fruit Fly Laboratory, Wadenswil,
Svizzera.

| (*) Dipartimento di Bioclogia, Universita di Padova, Via Loredan n.10,

| - 35131 Padova (1)

(**) Istituto di Chimieca Agraria e Industrie Agrarie, Universita di Padova,
Via Gradenigo 6 - 35131 Padova (I).
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Le pupe sono state mantenute per tutta la diapausa a +4°C, come
suggerito da Von Haisch (1975) al buio e con umidita relativa di 80+ 5%.
Durante questo periodo sono state prelevate ogni 15 giorni €0 pupe per
studiare i patterns proteici ed enzimatici nel corso della diapausa.

Dopo 7 mesi dall'inizio dell'esperimento le restanti pupe sono state
poste a temperatura ambiente e fotoperiodo naturale. Dopoc 22 giorni sono
cominciati ad emergere i primi adulti. Durante il pericdc di post-diapau
sa venivano prelevate ogni due giorni 60 pupe e gli adulti, prelevati -
giornalmente, furono riuniti in pools di 60 individui ciascuno. I pools,
sia di pupe che di adulti, venivano conservati a -20°C fino al momento
dell'uso.

Per la preparazione degli estratti proteici i1 pools sono stati trat-
tati con tampone Tris-citrato 50 mM, pH 7.5, contenente saccarosio 17%,
in rapporto di 25 ul di tampone per mg. Dopc triturazione e agitazione su
Vortex, gli estratti venivano chiarificati centrifugandec z 8000 g per 10
minuti. La riduzicne dei campioni veniva effettuata, dopo aver aggiunto
a 100 ul di estratto 50 wl di una soluzione acquosa contenente il 7.5%
di sodio dodecil solfato e i1 7.5% di mercaptoetanolo, =z
notte.

L'elettroforesi su gel di acrilamide in presenza di scodio
solfato (SDS-PAGE) & stata condotta secondo il metododi Laem
sando la cella elettroforetica MINI-SLAB-CELL della BIO-RAD
lifornia). La colorazione proteica veniva effettuata con Coo
come riportato da Koenig et al. (1970). Per la separazione degli
veniva usato lo stesso modo, omettendo il detergente: gli iscen
vani evidenziati con il metodo di Loukas & Pontikis(1979).

L'attivita della LAP veniva determinata usando come substrate
cina=-p-nitroanilide, secondc il metodo di Pfleiderer (1970). Una u
enzima & definita come la quantitd di enzima che libera una micro-mole di
p-nitroanilide per minuto a 37°C.

RISULTATI

In fig. 1 sono riportati i profili proteici di otto pools di pupe du
rante la diapausa. Ogni profilo & costituito da circa 30 subunitz :
che, di cui le pil rappresentate gquantitativamente sono d
re compreso tra 66 e 92Kda. Dall’'esame di tutti i 14 pools
pausa & emerso che i patterns proteici rimangono sostanz

e uguali ai patterns delle pupe prima della conservazione
pupe in seconda diapausa.

In fig. 2 sono riportati 1 patterns proteici di due pools di pupe in
diapausa (canali 1 e 2}, di cinque pools di pupe in post isa (canali
3-7 e precisamente al 2°, 129, 26°, 28°, 30° giorno dall'inizio della

post-diapausa) e infine un pool di adulti (canale 8). Come si
" i passaggi diapausa/post-diapausa/adulto comportano delle mo

relative
A in fig. 2) nel passaggio da diapausa a post-diapausa ad adulto.

552



R 210

Fig. 1 - Patterns elettroforetici in SDS-PAGE delle proteine delle pupe
durante la diapausa.

w9 A &% 5§ B.F 8

Fig. 2 - Patterns proteici in SDS-PAGE di pupe in diapausa (canali 1 e
e 2), pupe in post-diapausa (canali 3-7) ed adulti (canali 8).
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Inoltre in post-diapausa compaiono subunita che non erano presenti
in diapausa (B in fig. 2) e ne scompaiono altre (C in fig. 2). In fig. 2
si pud anche notare che la subunitd D si sdoppia in tutti i pools raccol
ti in post-diapausa ad eccezione degli ultimi due. Nel patterns degli a-
dulti sono riécontrabili, oltre a quelle gid menzionate, numerose altre

differenze.

I pools di pupari danno un pattern proteico molto simile a quello del
le pupe, ma molto debolmente colorato. -

In fig. 3 & riportato l'andamento dell'attivita della LAP : come si
pud osservare essa risulta molto bassa durante la diapausa, mentre aumen-
ta in post-diapausa, fino a raggiungere un massimo, che coincide con il
26° giorno. Si deve gqui ricordare che gli sfarfallamenti hanno avutc ini-
zio il 22° giorno.
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La fig. 4 riporta i patterns isoenzimatici della LAP di due pools di
pupe in diapausa (ecanali 1 e 2), di cinque pupe in post-diapausa, scelti
come in precedenza(canali 3-7) e di un pool di adulti (canale 8).

Fig. 4 - Patterns iso
enzimatici della LAP
di pupe in diapausa
(1-2), pupe in post-
diapausa (3-7) e adul
ti (8). -




Tutti i pools di pupe in diapausa si sono rivelati identici a quelli
di fig. 4. Nelle pupe in post-diapausa si & osservata al 14° giorno 1'in-
sorgenza dell'iscenzima indicatc con B in fig. U4 e al 24° giorno & com-

parso l'isoenzima indicato con A. Nei pools di pupe raccolte alla fine

dello sfarfallamento gli isoenzimi A e B non sono piu evidenziabili.Tut-
ti i pools di adulti saggiati hanno dato lo stesso pattern enzimatico (ca
nale 8), che & diverso da quello delle pupe, in quanto mancante sicuramen
te dell'iscenzima B. h

DISCUSSIONE

Da gquanto emerge dai risultati si pud dedurre che durante la diapau-
sa il corredo proteico delle pupe della Rhagoletis cerasi non subisce pra

ticamente variazioni. L'attivita della leucina amino-peptidasi rimane bas
sa durante tutto il periodo, anche se verso gli ultimi mesi si pud rileva
re una sua tendenza all'aumentc. Si pud osservare come al settimo mese di
diapausa l'attivitd della LAP si avvicini al valore che essa presentava
prima che le pupe fossero poste a U4°C (fig. 3).

Nella post-diapausa i patterns proteici risultano diversi da guelli
riscontrabili nella diapausa. Essi tuttavia risultano -alquanto costanti du
rante tutto il periodo, in particolare anche dopo lo sfarfallamento degli-
adulti. L'attivita della leucina amino-peptidasi subisce invece delle no-
tevoli variazioni. Al 26° giorno di post-diapausa essa risulta tre volte
pill grande rispetto al valore iniziale. Il calo nell'attivita enzimatica
che si osserva dal 28° giorno & probabilmente dovuto all'aumento percen -
tuale nei pools delle pupe che non sfarfalleranno. Questa ipotesi & suf-
fragata dall'osservazione che le pupe in secondo anno di diapausa presen-
tano un'attivita enzimatica dello stessoc ordine di grandezza di quella pre
sentata dai due ultimi poels in cui era in atto lo sfarfallamento. E' in-_
teressante notare come compaiano delle nuove forme isoenzimatiche della
leucina amino-peptidasi poco prima dell'inizic dello sfarfallamento, come
esse si manifestanc in maniera marcata durante tale periodo e come infine
scompaiano nelle pupe in seconda diapausa.

Le variazioni osservabili nei patterns proteici delle pupe avvengono
contemporaneamente all'insorgenza di queste nuove forme iscenzimatiche,per
cui si pud dedurre che i due fenomeni sono strettamente correlati. A que-
sto proposito anche Katzenellenbogen & Kafatos (197la, 1971b) misero in e
videnza nel moulting fluid di pupe di Lepidotteri diverse proteasi in for
ma inattiva, che vengono attivate solo poco prima dell'emergenza. -

Da gquanto osservato si pud ipotizzare che il passaggio da pupa ad a-
dulto in Rhagoletis cerasi comporti pil una ridistribuzione di subunita
proteiche giad preesistenti nelle pupe che una loro sintesi ex novo e che
tale ridistribuzione sia mediata da enzimi proteclitici. Questa ipotesi é
in accordo con le conclusioni tratte da Loughton e West (1965) e Chen &
Levenbook (1966) dallo studioc delle variazioni di concentrazione proteica
nell'emolinfa di insetti olometaboli durante la metamorfosi. Essi osserva
rono infatti che proteine gid preesistenti vengono veicolate dall'emolin-
fa e servono come fonte principale per la costruzione delle proteine tis-
sutali dell'adulto.
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Rimane infine da sottolineare che 1 patterns proteici delle
pupe rimangono praticamente identici durante tutta la post-diapausa
e sono molto diversi da quelli imaginali, non si notano in altri
termini nelle pupe differenze tra prima e dopo 1l'inizio degli sfarfal-
lamenti. Questo porterebbe a pensare che in R. cerasi la metamorfosi
sia un processo estremamente rapido e che avvenga immediatamente
prima dell'osservazione del fenomeno.

RIASSUNTO

51 sonc osservate variazioni nei patterns proteici delle pupe
di Rhagoletis cerasi tra diapausa, post-diapausa e adulti.

In post-diapausa si assite alla comparsa di alcuni iscenzimi
della LAP non osservabili in diapausa.

Si ipotizza un collegamento tra variazioni dei patterns proteici
e attivita proteolitica.

SUMMARY

Variations were observed in protein patterns for Rhagoletis
cerasi pupae in diapause, post-diapause and at adult emergence.
Some LAP isoenzymes appear in the post-diapause which had not been
observed at the one-year or two-year diapause. It is thought that
there is a direct link between variations in protein patterns and
proteolytic activity.

Key words : Rhagoletis cerasi, diapause, electrophoresis, proteins,
isoenzymes.
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