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Fisiologia vegetale. -— S u l meccanismo del controllo respiratorio. — 
IL Vaviazioni nel livello d i intermediati glicolitici nell’attivazione d i 

fettine di tubero d i p a ta ta ^ . Nota (" ) di R enato B ia n c h etti, presen­
tata dal Socio S. T onzig .

Summary. — The changes in the concentration of respiratory interm ediates in potato 
tuber slices during the transition from  quiescence to physiological activity, characterized by a 
strong rise in respiratory metabolism, have been investigated, in order to study the m echa­
nism of respiratory activation.

The initial concentrations of gh icose-i-phosphate , glucose-6-phosphate and fructose- 
6-phosphate are, respectively, 4 X io~ 6M , 8 X IO -5 M and i ,5 X io - 5 M; these do not 
show any m arked change during the respiratory activation. The same is true for inorganic 
phosphate.

Pyruvate concentration decreases slowly from the initial value, 5 X 10- 5  M, to 
2,5 X i o - 5 M at the end of the incubation of the slices (8 hours).

Sucrose level initially decreases in connection with the increase of fructose and glucose; 
then the concentration of these m etabolites reaches a constant value.

These results show a rem arkable constancy of the concentration of all glycolytic interm e­
diates measured.

The occurrence and the nature of mechanisms controlling the flow rate of glycolysis is 
discussed.

It seems possible, on the basis of the observations reported, tha t the changes in the con­
centration ratios of A TP, A D P and A M P m ight operate as a control mechanism at different 
sites of the glycolytic pathw ay.

I n t r o d u z io n e .

E noto che fettine di organi di riserva, tra  cui tipico il tubero di patata , 
m ostrano nel periodo successivo alla preparazione un rapido risveglio del 
loro metabolism o, evidenziabile attraverso  una serie di fenomeni quali a) un 
increm ento del consumo di ossigeno fino a valori quattro  o cinque volte m ag­
giori di quello iniziale; b) un aum ento della capacità di assorbire ioni e zuc­
cheri (1); c) l ’instaurarsi di una intensa sintesi proteica [2] [3].

T ra  tu tti questi fenomeni, che indicano chiaram ente il passaggio del 
tessuto da uno stato di quiete ad uno di intensa a ttiv ità  fisiologica, il punto 
iniziale sem bra essere costituito dalla risalita del metabolism o ossidativo. 
A  questo proposito ricerche precedenti [4] [5] avevano m ostrato come la 
respirazione, soprattu tto  all’inizio del risveglio metabolico, sia lim itata a 
livello m itocondriale dalla carenza di accettori di P (ADP). Tale conclusione 
venne tra tta  dalla rap ida ed evidente risposta respiratoria al D N P. (*) (**)

(*) Laboratorio di Fisiologia Vegetale dell’Istituto di Scienze Botaniche dell’U niversità 
di Milano. Centro di studi del C .N .R . per le ossido-riduzioni nei vegetali,

(**) Pervenuta a ll’A ccademia il 29 luglio 1966.
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In  questo lavoro il problem a di individuare quale sia e come agisca il 
m eccanismo di blocco e di sblocco della respirazione è stato affrontato m e­
diante l ’analisi delle variazioni di concentrazione dei m etaboliti respiratori 
nel passaggio dallo stato di quiescenza allo stato di attivazione respiratoria 
del tubero.

M a t e r i a l i  e  m e t o d i .

Le esperienze sono state condotte su tuberi di patata , varietà « Bianca 
bolognese », conservate al buio in camera term ostata a 8°C: da essi venivano 
ricavate fettine di 1,2 cm di diam etro e di 0,8 mm  di spessore. Le fettine, ripe­
tu tam ente lavate, venivano incubate in H2O distillata a 25°C m antenendo un 
rapporto  di 1 gram m o di tessuto per 2,5 cc di liquido, e poste su un agitatore.

Lo sviluppo della respirazione era seguito m anom etricam ente. G lu co sio -i- 
fosfato, g lucosio-6-P , fru tto sio -6 -P  e piruvato  sono stati determ inati enzi­
m aticam ente come in precedenti lavori [6].

Le concentrazioni dei glucidi ridu tto ri non fosforilati e del saccarosio 
sono determ inati secondo M arrè [7].

L ’ortofosfato inorganico è stato determ inato in estratti perclorici secondo 
T aussky e Shorr [8].

E s p e r i e n z e  e  r i s u l t a t i .

A) Attivazione respiratoria.

Nella fig. 1 è riportato  l’andam ento nel tem po dell’aum ento respiratorio 
che segue alla preparazione delle fettine: la curva risultante, che è una tipica 
sigmoide, m ostra l ’inizio della zona in cui si ha il massimo increm ento alla 
quarta  ora, ed il flesso superiore in corrispondenza dell’o ttava ora di incuba­
zione, ora in cui il consumo di ossigeno raggiunge il suo massimo valore. 
P ertanto  le determ inazioni del livello dei m etaboliti presi in esame sono state 
eseguite nel tubero quiescente (tempo o) ed alla prim a, quarta  ed ottava 
ora di incubazione delle fettine.

B) Esosomonofosfati e fosfato inorganico.

Nella fig. 2 sono riportate  le concentrazioni iniziali apparenti del g lu ­
cosio- i -P ,  del g lucosio-6-P  e del F ru tto sio -6 -P  e le loro variazioni durante 
il periodo di incubazione. Esse risultano rispettivam ente dell’ordine di 4X  io -6 
8 x  io~ 5 e 1,5 X  io ~ 5 M, con rapporti tra  di loro npn lontani da quelli teorici 
dell’equilibrio. L ’osservazione più interessante appare quella che la concen­
trazione di questi m etaboliti, dopo un lieve aum ento iniziale, si m antiene 
costante nel tempo, nonostante contem poraneam ente si verifichi il cospicuo 
increm ento di a ttiv ità  respiratoria.

C om portam ento analogo a quello degli esosomonofosfati, dopo una lieve 
caduta iniziale, viene m ostrato dal Pi.
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Fig. 1. -  Curve di attivazione respiratoria in fettine di patata.
Condizioni sperimentali: vedi M a t e r i a l i  e  m e t o d i .

0 Glucosio . 6_P 

O 'Piruvato 

A Fruttosio .6.P
•  Glucosio . 1_P

100 .

0 •-----• —------------------ •------------------------- —•

T T r  T -T  T T T r

Fig. 2. -  A ndam ento della concentrazione di alcuni interm ediati 
glicolitici durante l ’attivazione respiratoria in fettine di patata .

C) Piruvato.

Il piruvato, anch ’esso riportato  nella fig. 2, appare inizialm ente presente 
nel tessuto del tubero in concentrazione dell’ordine di 5X 10-5 : esso tende 
successivam ente a dim inuire lentam ente, fino a portarsi ad un valore di 
2,5 X  io -5 all’o ttava ora di incubazione.
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D) Glucidi solubili.

Sono state determ inate le concentrazioni del saccarosio, del fruttosio e 
del glucosio. Le variazioni maggiori appaiono nei prim i tem pi di incubazione 
quando il livello di saccarosio scende, e sale in corrispondenza quello del fru t­
tosio e del glucosio. Successivamente il saccarosio risale e la concentrazione 
dei tre glucidi si stabilisce su valori costanti.

D i s c u s s i o n e .

L ’aspetto più interessante dei dati ottenuti è la constatazione di una so r­
prendente sostanziale stabilità di concentrazione degli interm edi glicolitici, 
e in particolare degli esosomonofosfati. Accanto all’aum ento di parecchie 
volte della respirazione, che si verifica tra  il tempo zero e le otto ore di incuba-

0 Saccarosio 

•  Glucosio

Fig. 3. -  A ndam ento della concentrazione del saccarosio e del 
glucosio durante l ’attivazione respiratoria in fettine di patata.

zione, si hanno solo aum enti lievi e lim itati alla prim a ora per gli esosomono­
fosfati, ed una continua m a m oderata diminuzione per il p iruvato. Questa 
diminuzione, che indica un aum ento nella richiesta di piruvato  da parte  dei 
sistemi m itocondriali, risulta in accordo con l ’ipotesi, suggerita dalle esperienze 
con D N P precedentem ente ricordate, di un freno posto alle ossidazioni m ito­
condriali dalla scarsa disponibilità di A D P. T uttav ia , se il blocco metabolico 
nel tubero coincidesse con un blocco a livello m itocondriale, dovremm o con­
statare nel tubero quiescente un accumulo di tu tti i substrati respiratori a 
m onte del m itocondrio stesso, ed in particolare di quelli glicolitici, m entre
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invece, sia il p iruvato  che gli esosomonofosfati, appaiono presenti in concen­
trazioni molto basse, e tali concentrazioni non vengono sostanzialm ente m odifi­
cate dalla risalita respiratoria. E possibile pensare, sulla base di altri lavori [9] 
[io] [ 11 ], che una scarsa disponibilità di A D P rallenti sia la reazione p iruv ico - 
chinasica che quella gliceraldeide-fosfato deidrogenasica, e che il corrispon­
dente alto livello di A T P  inibisca la reazione fosfo-fruttochinasica [12]; ciò 
potrebbe spiegare il m ancato accumulo di piruvato nel tubero quiescente. 
T u ttav ia  resta da spiegare il m ancato accumulo degli esosomonofosfati e 
questo potrebbe spiegarsi in due modi:

a) un rapporto  P i/G l- i-P  a livello del sito d ’azione della fosforilasi 
vicino all’equilibrio;

b) un controllo, del tipo « feed  back » sull’attiv ità della fosforilasi e 
degli altri enzimi coinvolti nell’interconversione

amido esteri fosforici glucidi liberi,

tale da m antenere il livello di glucidi fosforilati costante e largam ente indi- 
pendente dall’intensità di utilizzazione respiratoria dei medesimi.

Num erosi dati, al m om ento attuale, sem brano favorire la seconda ipotesi.
In  conclusione la quiescenza respiratoria del tubero può essere spiegata 

solo am m ettendo l ’esistenza di più punti di controllo metabolico, di cui uno 
deve operare a livello del sistem a di interconversione tra  amido ed esosomono­
fosfati. E da notare che un unico meccanismo, e cioè il netto spostam ento del 
rapporto  A D P/A T P a favore di quest’ultim o può spiegare sia la scarsa a tti­
vità ossidativa dei m itocondri sia il rallentato flusso glicolitico al disotto della 
reazione fosfofruttochinasica; lo stesso meccanismo potrebbe operare il blocco 
a livello della fosforolisi dell’amido. Se risultasse vera quest’u ltim a ipotesi, 
che viene confortata anche dall’esistenza di dati [13] [14] [15] riguardanti la 
capacità di regolazione allosterica da A M P e da A TP, oltre che da g lucosio-6-P  
e da Pi, della' fosforilasi del glicogeno, il controllo metabolico sarebbe operato 
da un spio meccanismo capace di agire a più livelli. Tale meccanismo sarebbe 
costituito dalle variazioni di rapporto  tra  i composti del sistema dell’adenilico 
A M P, A D P e A TP.

T u ttav ia  l ’esistenza e l ’operativ ità di questo o di altri m eccanismi di 
controllo della fosforilasi del tubero di pa ta ta  o di altri tessuti vegetali non sono 
state d im ostrate e costituiranno pertan to  l ’oggetto di ulteriori ricerche.
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