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F. A lbergh ina e E. M arre. Inibizione da glucosio, ecc. m

Fisiologia vegetale. -— Inibizione da glucosio della demolizione os
sidativa dei Lipidi in Cotiledoni isolati da semi germinanti di ricino (#). 
N ota di F il ip p o  A l b e r g h in a  ed E rasmo  M a rre  p r e s e n ta ta ^  dal 
Socio S. T o n zig .

Introduzione.

Nel seme di ricino germ inante il livello in glucidi solubili è estrem am ente 
basso du ran te  le prim e 24-48 ore di germ inazione e aum enta quindi g rad u al
m ente in seguito alla conversione a glucidi delle riserve lipidiche (1). Nei 
cotiledoni, in particolare, tan to  il saccarosio che gli zuccheri r id u tto ri sono 
presenti solo come traccia per circa due giorni dall’inizio della germ inazione. 
Il livello anorm alm ente basso dei glucidi nei cotiledoni in questo stadio, e la 
loro capacità  di assorbire m olto a ttiv am en te  glucidi dal mezzo di incubazione 
p erm ette  di s tud iare in condizioni partico larm ente favorevoli alcuni aspe tti 
d e irim p o rtan za  fisiologica della concentrazione dei glucidi nella cellula. P a r
tendo da questa  considerazione, ricerche condotte parallelam ente a quella 
qui rife rita  hanno posto in evidenza come la som m inistrazione di glucidi a 
cotiledoni isolati acceleri nei cotiledoni la crescita per distensione (2) e lo 
sviluppo dell’a ttiv ità  di enzimi in teressati al ricam bio glucidico, quali esochi- 
nasi e fru ttoch inasi (3). Inoltre, nei cotiledoni incubati in presenza di glucidi, 
il forte aum ento  dei glucidi solubili è accom pagnato da un m inore m a sem pre 
notevole aum ento non solo degli esosofosfati, m a anche di tu t t i  i m etaboliti 
in term edi della glicolisi, fino al p iruvato  (4).

Il presente lavoro ha per scopo lo studio delle ripercussioni in d o tte  dalla 
som m inistrazione di glucidi sul m etabolism o respiratorio  dei cotiledoni in 
questa  partico lare fase di sviluppo.

Materiali e metodi.

Il m ateriale è sta to  fornito da semi di Ricinus communis var. sanguineus, genetica- 
m ente omogenei e forniti in dono dalla Stazione sperim entale delle p ian te  medicinali dì 
Napoli. I semi, dopo rimossi i tegum enti, venivano posti a  germ inare in ampie capsule Petri, 
su 3 fogli di ca rta  dà filtro im bevuta d ’acqua, in cam era buia te rm ostata  a  270 C. Ai tem pi (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nel laboratorio di Fisiologia vegetale dell’Is titu to  di Scienze B ota
niche dell’U niversità  di M ilano. Centro di Studio del C .N.R. per le ossidoriduzioni nei vegetali.

(**) Nella 'seduta del 13 febbraio 1965.
(1) L. K ornberg and H. Beevers, « Biodi. Bioph. A cta », 26, 531 (1957).
(2) P. Lado e M. Schwendimann, « Giorn. N ot. It. » (in corso di stam pa).
(3) M. P. C o rn ag g ia  e E. M a rre , «G iorn. Bot. It. » (in corso di stam pa).
(4) S. Cocucci, « Giorn. Bot. It. » (in corso di stam pa).
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desiderati di germ inazione i cotiledoni venivano delicatam ente separati dall’endosperma e 
dal resto dell embrione, e trasferiti, in gruppi di 6, per l ’incubazione nelle soluzioni contenenti 
o meno glucidi alle concentrazioni desiderate. Le misure del consumo di ossigeno (Qo2) e 
del quoziente respiratorio  (Q.R.) venivano effettuate m ediante respirom etro di W arburg, 
secondo le tecniche convenzionali, e come descritto  in un precedente lavoro (5b Nelle espe
rienze in cui si è s tud ia ta  la dissimilazione a C 0 2 di glucosio m arcato con 14C, la m isura della 
rad io a ttiv ità  e della a tt iv ità  specifica nelle soluzioni di incubazione e nella CO2 prodotta  
veniva eseguita secondo G aur e Beevers (®).

E sperienze e risultati.

I) Effetto dei glucidi su Qo2 e Q.R.

I risu lta ti riferiti nella Tabella I indicano che:
a) nei cotiledoni il valore del Qo3 determ inato  subito dopo l ’isola

m ento aum enta progressivam ente coll’aum entare del tem po di germ inazione 
da 24 a 48 ore. Inoltre, e nelle 7 ore di incubazione, il Q0a aum enta anche per 
i cotiledoni isolati; anzi, per quelli isolati da semi germ inanti da 36 ore, l’au 
m ento è n e ttam en te  più rapido che per i cotiledoni lasciati a svilupparsi nor
m alm ente, nel seme. Q uesta m aggior rap id ità  dell’aum ento nei cotiledoni 
isolati è forse im putab ile  ad un acceleram ento dei processi di attivazione, 
determ inato  da ll’esposizione d ire tta  all’ossigeno atmosferico;

b) il quoziente respiratorio  dei cotiledoni appena isolati è quello c a ra t
teristico di tessuti che ossidino pressoché esclusivam ente grassi: e, di fa tto , 
nei cotiledoni a questo stadio i glucidi sono pressoché assenti, m en tre  rim ane 
ancora una frazione notevole delle riserve lipidiche presenti nel seme m aturo . 
Dopo 7 ore di incubazione in acqua il Q .R. scende a valori ancora più bassi, 
indici, secondo ogni evidenza, di un inizio di conversione di lipidi in glucidi (1);

c) la presenza degli zuccheri nel mezzo di incubazione non altera  mai 
sensibilm ente il valore del consumo di ossigeno. Per contro, sia il glucosio 
che il Saccarosio non solo impediscono la caduta del Q .R ., m a lo innalzano a 
valori n e ttam en te  superiori a quelli iniziali, e m olto sensibilm ente vicini 
a ll’un ità; cioè a quello di tessuti che utilizzino essenzialm ente glucidi quali 
m ateria li respiratori.

II) Dissimilazione a CO2 di glucosio marcato con 14C.

L q in terpretazioni più semplici dell’effetto di glucosio nell’innalzare il 
Q .R . a valori m olto vicini a 1 sono: a) che parte  del glucosio assorbito venga 
degradato  ad alcool e CO2 con conseguente aum ento del QCo„ senza sposta
m enti del Q0a; b) che i glucidi si sostituiscano pressoché to ta lm ente  ai lipidi 
quali m ateria li respiratori. U na simile a lternativa  può essere risolta da espe
rienze con glucosio m arcato , che perm ettono di seguire il destino del glucosio 
assorbito dai cotiledoni.

(5) F. Alberghina, « Giorn. Bot. It. » (in corso di stam pa).
(6) B. G a u r  e H. B eevers, «Plant. Physiol.», 30 , 343 (1955).
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Tabella I.

Effetto del glucosio e del saccarosio sul Qoa (in ìli(ora\cotiledone) d i cotiledoni
isolati.

T he effect of glucose and sucrose on Qo2 and R.Q. of cotyledons isolated 
from seeds a t various germ ination times, and incubated o and 7 h in w ater

or in sugar solutions.

Cotiledoni o ttenuti da semi in germinazione da:

Tempo e mezzo di incubazione 

dei cotiledoni isolati
24 ore 36 ore 42 ore 48 ore

Qo2 Q.R. Qo2 Q.R. Qoa Q.R. Qoa Q.R.

A ppena i s o l a t i .................................. 5,2 _ IO 0 ,70 l8 0 ,76 25 0,64

7 ore in H2O ........................... 8,3 — 24 0,67 29 o ,54 33 0,52

7 ore in glucosio 0,1 M ................. 9 ,0 — , 23 o,95 3 1 0,90 3i I ,02

7 ore in saccarosio o,i M . . . . 8,2 — 22 1,00 29 o,93 32 I ,00

I valori delle Tabelle rappresentano medie di due esperienze.

Nelle esperienze riferite nella Tabella II i cotiledoni isolati sono s ta ti 
incubati p rim a per 4 ore in glucosio non m arcato (per perm ettere  che si 
instaurasse la fisionomia di alto  Q .R .), quindi trasferiti in vaschette di 
W arburg  contenenti ancora glucosio 0,1 M, m a pesantem ente m arcato  con 
glucosio—2—14 C.

L a CO2 evoluta nel successivo intervallo  di tre ore veniva per alcuni 
lo tti di cotiledoni determ in a ta  m anom etricam ente; e per a ltri fissata da 0,2 mi. 
di KOH 6N presenti nel pozzetto  centrale della vaschetta, prelevata, trasfo r
m ata  in carbonato di bario, e p rep ara ta  per la m isura della rad io a ttiv ità  a 
spessore infinito. Al term ine deiresperienza i cotiledoni e il liquido contenuto  
nella vaschetta  venivano utilizzati per la separazione del m ateria le  d istilla
r l e  in corrente di vapore, o ttenendo così una frazione contenente l ’eventuale 
alcool etilico prodo tto  dal tessuto. R isu lta  chiaro dalla T abella I I  che la fra
zione passa ta  ad alcool della radi-otti vi tà  'som m inistra ta come glucosio è 
assolutam ente trascurabile: il che esclude quindi la possibilità che il glucosio 
sposti il Q .R . instaurando  una ferm entazione alcoolica. Per contro la radio- 
a ttiv ità  della CO2 non solam ente è a lta  in valore assoluto, m a è vicinissima, 
come a ttiv ità  specifica (cpm/[x atom o di carbonio) a quella del glucosio som- 
m in istra to . P d a ti della T abella II sem brano quindi im porre la conclusione 
che il glucide som m inistrato  da ll’esterno viene rap idam ente e pressoché 
to talm ente a sostitu ire i lipidi (ed a ltri eventuali substrati) endogeni quali 
m ateria li respiratori.

16. -  RENDICONTI 1965, Voi. XXXVIII, fase. 2.
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T a b e l l a  I I .

Dissimilazione a CO2 di glucosio-2-14:C assunto da cotiledoni isolati incubati
in glucosio o ,i M.

D issim ilation to CO2 of glucose~2-14C taken up by isolated cotyledons incu
bated  in 0,1 M glucose.

Espe

rienza

R adioattiv ità  iniziale 
nel mezzo di incubazione CO2 evoluta 

(p moli)

A ttiv ità  nella CO2 A ttiv ità , 
nell’etanolo 
e frazione 

volatiletotale
(cpm)

specifica 
(cpm/ 

p atomo C)
totale
(cpm)

specifica 
(cpm/ 

p atomo C)

I 2 . 2 7 5 .OOO 3 - 3 8 0 2 1 ,3 7 0 . 2 9 5 - 3 . 3 0 0 tracce

II 2 . 1 0 0 . 0 0 0 3 - 3 8 0 1 8 , 0 5 7 . 2 4 5 00 O tracce

I I I 2 . I 9 O .O O O 3 - 3 8 0 2 3 . 7 7 8 . 4 5 0 3 . 1 3 0 tracce

I valori si riferiscono alla C02 emessa in 3 ore da gruppi di 4 cotiledoni (ottenuti da semi germinanti da 48 ore) 
incubati prima per 4 ore in glucosio freddo 0,1 M e poi trasferiti in glucosio 0,1 M contenente glucosio-2-C14.

Qco and C02 values are fo r  groups o f 4 cotyledons, in the periodfrom S to  8 h o f incubation, radioactive glucose 
being added a t the 4th hour.

I l l )  Effetto del 2 ,4-dinitrofenolo sul Qo2 e sul Q.R. di cotiledoni isolati.

L ’effetto dei glucidi sul Q .R . e i risu lta ti delle esperienze con glucosio 
m arcato  portano  a concludere per un tipo di m etabolism o respiratorio  n e t ta 
m ente diverso per i cotiledoni incubati rispettivam ente con glucidi oppure 
in acqua. Il fa tto  che la profonda trasform azione di fisionomia respiratoria 
in d o tta  dalla som m inistrazione di glucidi non sia accom pagnata da alcuna 
Sensibile variazione del consumo di ossigeno (vedi Tabella I) sem bra degno 
di a tte n ta  considerazione. Esso suggerisce che nelle due condizioni, pur così 
diverse, il consumo di ossigeno sia lim itato  in modo notevolm ente rigoroso da 
un unico fa tto re  lim itan te  comune. T ra  i possibili fa tto ri cui si potrebbe a t t r i 
buire una simile funzione, due sem brano, in prim a analisi, i più probabili: 
a) la capacità dei sistem i ossidasici term inali (con particolare interesse per la 
citocromo ossidasi m itocondriale); b) la disponibilità di accettori di fosfato 
a ltam en te  energetico e di fosfato inorganico, a sua volta condizionata dalla 
in ten sità  del lavoro m etabolico cellulare.

Inform azioni in teressanti, anche se non definitive, sulla n a tu ra  dei fa t
tori lim itan ti il consumo di ossigeno in un tessuto possono ottenersi da espe
rienze! in cui la som m inistrazione di un composto capace di dissociare le ossi
dazioni m itocondriali dalle fosforilazioni, quali il 2,zf-dinitrofenolo (DNP), 
liberi l ’a tt iv ità  ossidativa m itocondriale dal freno im posto da un eventuale 
basso livello di accettori di fosfato.
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I risu lta ti della T abella I I I  dim ostrano come if D N P stimoli n e ttam en te  
il consumo di O2 nei cotiledoni, e come lo stimolo sia dello stesso ordine in 
presenza come in assenza di glucosio nel mezzo. T ale com portam ento sug
gerisce (sia pure con le solite riserve circa V in terpretazione degli effetti di 
in ib itori in vivo) che nei cotiledoni il consumo di ossigeno sia lim itato  dalla 
d isponibilità di accettori di fosfato, più che dalla concentrazione e dal tipo di 
substrati, o dalla po tenzia lità  dei sistem i ossidasici term inali.

T a b e l l a  II I .

Effetto del 2 ,4-dinitrofenolo (DNP) 5 X i o~ 5 M , a p H  5, sul Qo2 (in [il/h jco
tiledone) e sul Q.R. d i cotiledoni isolati da semi germinanti da 48 ore e incubati

in acqua e glucosio 0,1 M.

T he effects of 2 ,4-dinitrophenol (DNP) on Qo2 and R.Q. of cotyledons 
from  seeds germ inated 48 h. Isolated cotyledons were incubated in w ater 
or 0,1 M glucose; 5 X io ~ 5M D N P was added after 4I1 incubation, pH  ad jus
ted to a value of 5. Qo2 and R.Q. values are those of the period from  2 to 4I1.

afte r the addition of D N P.

Condizioni
Qos Q.R.

di incubazione — D NP +  D N P aumento 
da DNP D NP +  D N P

H 20  . . . . . . . . 30 46 +  53% 0,67 0,87

Glucosio 0,1 M . . . 30 49 4  62% 1,0 1,0

Il D NP veniva aggiunto al mezzo dopo 4 ore di incubazione dei cotiledoni in presenza o assenza di glucosio. Le 
misure del Qq  ̂ jg del Q.R. si riferiscono al periodo tra 2 e 4 ore dopo raggiunta del DNP.

C o n c l u s i o n i .

I risu lta ti della presente ricerca indicano che, in m ateriali quali il cotile
done di Ricino, la som m inistrazione di glucidi dall’esterno ha per effetto il 
blocco pressoché to ta le  dell’utilizzazione dei lipidi quali su b stra ti resp ira
tori, e la loro sostituzione con i glucidi assorbiti.

D a un  punto  di v ista fisiologico generale la dim ostrazione di un  an tago
nismo tra  utilizzazione dei grassi e utilizzazione dei glucidi appare di no te
vole interesse. U n  tale antagonism o richiam a quello analogo noto per gli 
anim ali, in cui la capacità di u tilizzare le riserve lipidiche è no toriam ente 
contro llata  dalla disponibilità di glucidi.
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I dati riferiti in questa N ota  si lim itano alla constatazione di uno s tre tto  
rapporto  di regolazione reciproca tra  m etabolism o lipidico e m etabolism o glu- 
eidico nelle p iante, senza affrontare il problem a del meccanismo. Ipotesi 
m olto diverse possono essere form ulate in proposito: dalla competizione per 
substra ti o cofattori chiave (quali i piridinnucleotidi, il coenzima A, etc.) 
a ll’azione specificam ente in ibente o stim olante di m etaboliti su passaggi 
critici dell’una o dell’a ltra  via m etabolica (fenomeni di feed  back), o ancora 
ad effetti di induzione o repressione della sintesi di enzimi.

Lo studio di queste diverse possibilità appare del più alto interesse non 
solo ai fini del problem a specifico del rapporto  tra  m etabolism o glucidico e 
m etabolism o lipidico nelle p iante, m a anche e sopra tu tto  a quelli del p ro 
blem a più vasto della regolazione e coordinazione delle a ttiv ità  m etaboliche 
negli organism i superiori.


