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Ricerche cromatograﬁche preliminari sugh aminoacil-
di Liberi in alcuni Emitteri Omotter1 e Coleotter1

Studi del Gruppo di lavoro del C. N. R. per le virosi: XXXI.

PREMESSA

La cromatografia su carta permette un’indagine analitica molto
accurata di substrati costituiti da un numero elevato di sostanze fra
loro simili. & per questo motivo che i ricercatori che si sono occupati
dello studio del metabolismo degli aminoacidi negli Insetti hanno
recentemente impiegato la cromatografia su carta in aggiunta ad altri
metodi di analisi.

Negli Insetti il numero e la quantita degli aminoacidi liberi pre-
senti nell’emolinfa sembrano essere in genere piuttosto elevati (Wic-
GLESWORTH, 1950; CHAUVIN, 1956); questi elementi sono stati tratti
dalle indagini particolareggiate, compiute perd su poche specie, da
Ussing (1945, 1946), PraTT (1950), DUCHATEU ed altri (1952, 1958),
FrLorxIN (1959), Buck (1953), BHEEMESSWAR (1959). Qualche altro
Autore (AGreLL, 1949; KENNAUGH, 1958) ha inoltre rivolto l'atten-
zione ad aspetti particolari del metabolismo azotato di singole specie.

La cromatografia su carta per l'indagine degli aminoacidi presenti
nell’emolinfa degli Insetti & stata impiegata, fra i primi, da AUCLAIR
e coll. (1953), LewaLLEN (1957, 1958), mentre MALTAIS e coll. (1952)
e Lame (1959) hanno compiuto ricerche cromatografiche sulla melata
di alcuni Afidi. Basandosi poi sulla considerazione che gli aminoacidi
costitutivi sono tipici di ciascuna specie, alcuni Autori (BuzzAaTI-TRa-
vERso e coll., 1953; EicuHorN, 1958; KIRK e coll., 1954) hanno di-
scusso e confrontato cromatogrammi di specie diverse allo scopo di
rendere un aiuto alla sistematica anche pitt minuta, laddove le dif-
ferenze morfologiche vengono meno.
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Nell’intento di dare un apporto sperimentale, sia pure modesto,
alla conoscenza del metabolismo degli aminoacidi negli Insetti, ho
ricercato questi composti mediante cromatografia su carta in alcuni
Emitteri Omotteri Afididi (Chaitophorus versicolor Koch, Brachy-
caudus cardui (L.)) e Coleotteri (Attagenus piceus Ol., Chrysomela
decemlineata Say, Melolontha melolontha L.). Tale studio preliminare
e stato effettuato anche allo scopo di acquisire qualche elemento atto
al proseguimento di ricerche pitt minute di natura sistematica afido-
logica, alle quali mi dedico da qualche anno. Le ricerche medesime
rientrano nel quadro delle indagini condotte dal Gruppo di lavoro del
C.N.R. sulle Virosi delle piante e mirano ad illustrare un gruppo di
Insetti di importanza primaria nella trasmissione delle virosi in di-
SCOrso0.

MATERIALI E METODI

Tutte le cromatografie sono state eseguite usando come solvente
la miscela alcool isobutilico-acido acetico-acqua nei rapporti 40:10:50.
Durata della cromatografia: 15 h. Temperatura della camera cromato-
grafica durante I’analisi: 20° C. Sviluppo della cromatografia mediante
il seguente rivelatore: ml 25 di soluzione di ninidrina allo 0,2 % in al-
cool etilico, ml 1 di 2-4-6 trimetilpiridina, ml 5 di acido acetico glaciale
(Borrazzi, 1957). Per le prove in bianco ho determinato gli Ry (1)
di soluzioni di aminoacidi puri su carta Whatman 1 e 3; solvente
e rivelatore le miscele gia descritte. Alcune prove preliminari mi
hanno indicato che, per il modesto numero di aminoacidi presenti
nel substrato preso in esame, potevo limitarmi ad eseguire cromato-
grafie monodimensionali ascendenti. Ho compiuto le analisi facendo
migrare sul medesimo foglio sia la sostanza da analizzare che una
miscela di aminoacidi puri appositamente preparati per il confronto
e l'identificazione.

Gli afidi Chaitophorus versicolor Koch e Brachycaudus cardui L.
sono stati raccolti in campagna rispettivamente su Populus sp. (Mi-
lano, 15.IX.1958, ¢ ¢ partenogenetiche attere) e su Chrysanthemum
sp. (Legnano, 1.XI1.1958, ¢ ¢ partenogenetiche attere). Lavati accu-
ratamente gli individui con acqua distillata, 1i ho asciugati su carta
da filtro e ne ho ottenuto il succo triturandoli in mortaio con sabbia

(M) 11 valore di Ry, che da la misura della velocitd di migrazione di un compo-
sto, risulta dal rapporto tra lo spostamento dal punto di partenza dello stesso
composto e quello del fronte del solvente.
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di quarzo. Durante I'operazione il mortaio ¢ stato continuamente re-
frigerato mediante miscela frigorifera ghiaccio-sale posta tutt’intorno.
Ho ripreso il succo con ml 1 di acqua distillata e ne ho quindi diret-
tamente eseguita 1’analisi. Cromatografia ascendente su carta What-
man 1.

Le analisi di Attagenus piceus Ol. sono state compiute soltanto
su larve allevate in laboratorio su frumento. Ne ho ottenuto il succo
con la stessa metodologia impiegata per gli afidi. Cromatografia ascen-
dente su carta Whatman 1.

Per le ricerche su Chrysomela decemlineata Say e Melolontha
melolontha L. ho usato larve provenienti rispettivamente da alleva-
mento di laboratorio su piantine di patate e da raccolta in campagna
(orti coltivati in Castiglione d’ Intelvi). I’emolinfa & stata prelevata
dalle larve pungendole (senza per altro ucciderle) con uno spillo ento-
mologico e direttamente analizzata. Analisi cromatografica ascen-
dente eseguita su carta Whatman 3 per C. decemlineata e su carta
Whatman 1 per M. melolontha.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Nei substrati presi in esame la tecnica cromatografica impiegata
ha permesso di identificare gli aminoacidi liberi riportati in tabella.

Nella letteratura consultata non compaiono dati riguardanti la
presenza di aminoacidi negli Afidi. Nei cromatogrammi relativi a que-
sti i{féetti i pigmenti verde (C. versicolor) o nero (B. cardui) hanno
ostacolato una nitida visibilizzazione delle macchie degli aminoacidi
presehti in minime quantitd. Nella tabella sono stati riportati soltanto
gli aminoacidi che si sono nettamente evidenziati con la ninidrina
e dei quali si & potuto calcolare il rispettivo R..

Anche riguardo all’A. piceus mancano dati bibliografici. L’acido
glutammico ha dato una macchia evidente ma molto debole. Tra gli
aminoacidi da me trovati nell’emolinfa delle larve di C. decemlineata
ho creduto di poter identificare quello che ha dato una debole mac-
chia ad R; 0,355 con lacido glutammico oltre che per la corrispon-
denza del suo valore di R; con quello presentato da questo amino-
acido nelle collaterali prove in bianco eseguite, anche per il fatto
che alcuni ricercatori (DucHATEAU e FLORKIN, 1958; Buck riportato
da CmAUVIN, 1956) hanno trovato questo composto nell’emolinfa di
adulti. L’arginina e la fenilalanina da me rinvenute sono confermate
pure da DucuaTEAU e FLORKIN; la prolina ha dato una macchia molto
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Insetto Aminoacidi Colore della macchia Ry
Brachycaudus cardui (L) (suc-
co totale di ¢ @ partenoge-
netiche attere) glicina porpora bruno 0,308
arginina? porpora bluastro 0,330
ossiprolina giallo brunastro 0,415
valina porpora bluastro 0,520
leucina porpora 0,643
Chaitophorus wversicolor Koch
(succo totale di ¢ ¢ parte- .
nogenetiche attere) . . | glicina porpora bruno 0,311
arginina? porpora bluastro 0,330
treonina? porpora bluastro 0,360
ossiprolina giallo brunastro 0,425
valina porpora bluastro 0,510
leucina porpora 0,580
Attagenus piceus Ol. (succo to-
tale di larve prossime alla ma- . .
turitd) . acido glutammico | porpora brunastro| 0,135
istidina porpora bruno 0,252
arginina porpora bluastro 0,308
treonina porpora bluastro 0,355
ossiprolina giallo brunastro 0,431
valina porpora bluastro 0,505
tirosina porpora bruno 0,556
leucina porpora 0,640
Chrysomela decemlineata Say -
(emolinfa di larve di IV etd) arginina porpora bluastro 0,252
glicina porpora bruno 0,308
acido glutammico?| porpora bluastro 0,355
alanina porpora bluastro 0,385
prolina giallo chiaro 0,431
valina porpora bluastro 0,505
fenilalanina porpora verdastro | 0,556
leucina porpora 0,640
Melolontha melolontha L. (emo-
linfa di larve prossime alla asparagina bruno arancio 0,080
maturita) acido glutammico?| porpora bluastro | 0,127
istidina porpora bruno 0,215
arginina porpora bluastro 0,250
ossiprolina giallo brunastro 0,262
alanina porpora bluastro 0,382
valina porpora bluastro 0,412
tirosina porpora bruno 0,464
isoleucina porpora 0,587
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intensa, segno della presenza del composto in quantita notevole ri-
spetto agli altri aminoacidi. II minor numero di aminoacidi da me
riscontrati rispetto a quelli elencati dagli Autori sopraddetti deve pro-
babilmente addursi al fatto che le mie analisi sono state eseguite su
larve.

Le cromatografie eseguite su emolinfa di M. melolontha hanno
rivelato la presenza di asparagina, quantunque in quantita non molto
elevata; cio concorda con quanto riferito da UssSING (1946). Non ho
mai trovato invece lisina e triptofano. Le tracce di acido aspartico
indicate da Ussing e da Buck (in CuauviN, 1956) possono forse
essere identificate con alcune macchie presenti nelle cromatografie
da me eseguite, con una colorazione cosi lieve e poco nitida per cui
non ho potuto determinarne con sufficiente esattezza i valori di R..
Macchie molto nette e con intensa reazione cromatica hanno dato
istidina, ossiprolina ed isoleucina, in accordo con le determinazioni
degli Autori sopraccitati.

I risultati delle ricerche preliminari da me eseguite fanno intrav-
vedere un’utile applicazione di metodi cromatografici anche nello stu-
dio della sistematica di alcuni Insetti che, come nel caso degli Afidi,
sono talvolta discriminabili soltanto in base alla conoscenza della
pianta ospite.

Una proficua messa a punto del metodo, realizzata dalla stretta
collaborazione fra ’entomologo ed il chimico, potra senza dubbio per-
mettere di ottenere frutti piti completi e scientificamente vantaggiosi.

RIASSUNTO

Su alcuni Emitteri Omotteri (femmine partenogenetiche attere di Chaitopho-
rus versicolor Koch e Brachycaudus cardui (L.)) e Coleotteri (larve di Attagenus
piceus Ol, Chrysomela decemlineata Say e Melolontha melolontha L.) 'A. ha
eseguito ricerche cromatografiche su carta per identificare gli aminoacidi liberi
presenti: essi risultano in apposita tabella nel testo. Tale studio preliminare ha
avuto lo scopo di porre le basi per un’applicazione del metodo nella discrimina-
zione sistematica degli Insetti e di alcuni Afidi in particolare.

SUMMARY

On some species of Hemiptera Homoptera (apterous viviparous females of
Chaitophorus versicolor Koch and Brachycaudus cardui (L.)) and Coleoptera (lar-
vae of Attagenus piceus OL, Chrysomela decemlineata Say and Melolontha me-
lolontha L.) the A. has made paper chromatografic researches in order to iden-
tify the free aminoacids: they are related in a table in the text. Such intro-
ductory study has been carried out the purpose of laying the foundations for
an application of the method in the systematic distinetion of Insects and parti-
cularly of some Aphids.
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