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Fisiologia vegetale. — Ricerche sull’ invecchiamento in foglie recise. -  
II. Sull’effetto d i protezione degli zuccheri della luce e della cinetina 
sugli acidi ribonucleici e sulla capacità fotosintetica (,). Nota di S ergio 
Cocucci ed E rasmo Marre, presentata0  dal Socio S. T onzig.

SUMMARY. — The presence in the incubation medium of sucrose, at a 2%  concentra
tion was found to almost completely inhibit the rapid decrease of RNA occurring in excised 
Potato leaf discs and in Avena leaf fragments. Also the drop of chlorophyll and of 
photosynthetic activity was efficently prevented by the sugar.

The effect of sucrose in preventing the RNA and chlorophyll decrease during incuba
tion in the dark appeared to be the same order as that of 10—5 M kinetin.

The rate of 32P phosphate incorporation into RNA was very significantly increased by 
sucrose.

In the leaf fragments incubated in the light (ca. 4,000 lux) the protection of RNA 
and of chlorophyll and of the photosynthetic capacity after 24 and 48 hours appeared of 
the same order as the one performed by sucrose. This effect of light was almost completely 
suppressed by the presence of 10—4 M DCMU, a specific inhibitor of photosynthetic CO2 
fixation.

These findings are interpreted as indicating that the level of sugars is an important 
factor in regulating the balance between RNA (and thus protein) synthesis and degradation 
in the excised leaves as well as, quite probably, in the leaf under physiological conditions.

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

Precedenti lavori [1, 2, 3] dim ostrano come gli zuccheri, al buio, e la 
luce, esplichino, nei riguardi del cosidetto « invecchiam ento » (inteso come 
u n ’attivazione degli apparati fotosintetico e respiratorio e dello scatenam ento 
di fenomeni di proteolisi) una efficace azione protettiva, paragonabile a quella 
della cinetina [4, 5], sostanza di tipo orm onale mai identificata, per altro, 
come prodotto  naturale  nelle piante superiori.

Il fatto che la cinetina inibisca pure efficacemente la demolizione degli 
acidi ribonucleici osservata duran te l’incubazione delle fog lie . recise [6] ci 
ha indotti a studiare in che m isura e per quale meccanismo gli zuccheri, e 
la luce tram ite  i prodotti della fotosintesi, o eventualm ente per altre vie, 
potessero sostituire la cinetina anche per quanto riguarda questo fondam en
tale aspetto dell’invecchiam ento.

(*) Lavoro eseguito nel Laboratorio di Fisiologia vegetale delPIstituto di Scienze 
Botaniche dell’Università di Milano. Centro di Studio del C.N.R. per le ossido-riduzioni 
nei vegetali. Gruppo di ricerca del C.N.R. sulla sintesi proteica nei vegetali.

•■((*) **) Nella seduta del 22 giugno 1966.
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M a t e r ia l i e  m e t o d i .

Il m ateriale è stato fornito da porzioni m ediane (cm 4) isolate dalla 
parte  m ediana di foglie di p iantine di avena sativa var. A laska divise a m età 
lungo la nervatu ra  centrale. L ’avena veniva coltivata per 13 giorni in cella 
term ostata a 2 5°C con 16 ore di luce e 8 ore di buio.

Il m ateriale veniva posto in piastre su due fogli di carta da filtro im 
bevuti con a c q u a io  soluzioni di cinetina io ~ 5M o di saccarosio 2 % o di 
DCM U io “ 4M e incubato per 24 o 48 ore, alla luce o al buio, a 25°C.

Le m isure della clorofilla , e degli zuccheri venivano eseguite secondo 
M arrè et al. [3]. L a preparazione e l’analisi su gradiente di saccarosio del 
m ateriale ribosom iale veniva effettuata secondo M arre et al. [7]. L ’analisi 
quan tita tiva  dell’RNA era effettuata come descritto in un precedente lavoro [8] 
Per la determ inazione della rad ioattiv ità  ad una frazione dell’RNA estratto  
venivano aggiunti 0,24 m g di album ina e 0,1 volume di acido perclorico 
50%  . Il precipitato  era raccolto su dischi di M illipore HA lavato con 12 ml 
di acido perclorico 5%  contenente KH2PO4 io ~ 3 M e quindi la rad io
a ttiv ità  determ inata sui filtri. Le m isure di fotosintesi venivano effettuate 
determ inando la quan tità  di 14C02 fissata in 30' a 25° C con in tensità lum i
nosa di circa 4.000 lux in presenza di una concentrazione di C02 nella fase 
gassosa pari al 2 % . L a rad ioa ttiv ità  incorporata veniva determ inata dopo 
incenerim ento del m ateriale secondo K atz et al. [9].

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

A) Inibizione da saccarosio della demolizione de ll  RNA in dischi d i foglie
d i Patata.

L ’azione del saccarosio sull’ RNA è stata studiata in una serie di esperienze 
prelim inari condotte su dischi di 8 mm di diam etro ottenuti da foglie di 
p a ta ta  (Solanum tuberosum) m ateriale che, come l’Avena, risulta partico lar
m ente adatto  per questo tipo di ricerca, per la rap id ità  con cui in esso si 
m anifestano altri aspetti dell’invecchiam ento, quali la caduta della clorofilla 
e di diverse attiv ità  enzim atiche, la proteolisi e l’inattivazione della foto
sintesi [3].

In  queste esperienze l’ RNA totale, e lo stato del sistem a ribosomiale, 
quale rilevato dai profili di sedim entazione in gradiente di saccarosio, sono 
stati determ inati al tem po o e dopo 40 ore di incubazione rispettivam ente in 
acqua o in saccarosio 2 % . I risu ltati possono riassum ersi dicendo che la forte 
caduta (circa il 50% ) dell’ RNA totale e quella, dello stesso ordine, dell’ RNA 
riboso^niale sono pressoché totalm ente im pedite dalla presenza di saccarosio.

T u tte  le esperienze sotto riferite sono state invece condotte su parti di 
foglie di A vena, m ateriale facile da coltivarsi in laboratorio e più agevol
m ente standardizzabile che non la patata .
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B) Confronto tra effetti della cinetina, del saccarosio e della luce sulV RNA
e la clorofilla in foglie recise d i Avena.

I risu ltati della Tabella I m ostrano come sia il saccarosio, al buio, che 
la luce proteggano m olto efficacemente tan to  1’ RNA che la clorofilla. Questo 
effetto appare dello stesso ordine di quello della cinetina; anche se potrebbero 
essere significative alcune divergenze, come la maggior efficacia della cinetina, 
nel proteggere la clorofilla, e dello zucchero, nel proteggere P RNA.

Gli effetti di protezione della cinetina e del saccarosio appaiono additivi. 
Poiché entram bi i composti sono stati som m inistrati a concentrazioni per lo 
meno m olto vicine a quella ottim ale, ciò suggerisce che essi agiscano tram ite 
m eccanismi almeno inizialm ente distinti; il che non esclude che, attraverso  
sequenze distinte di reazioni interm edie, essi possano investire i medesimi 
m eccanism i regolatori del bilancio dell’ RNA e della clorofilla. Il fatto che il 
contenuto in glucidi non venga sostanzialm ente alterato dalla cinetina sem bra 
escludere che essa possa agire sem plicem ente accelerando l’utilizzazione delle 
riserve glucidiche; d ’altra  parte  la singolare equivalenza tra  protezione da 
cinetina e protezione da zuccheri sem bra sfavorevole all’interpretazione che 
l’effetto di questi ultim i possa sem plicem ente im putarsi alla loro na tu ra  di 
substrati respiratori. Di fatto  i risu ltati delle esperienze con cinetina sem brano 
escludere che un difetto di substrati respiratori giochi una funzione essenziale 
nel quadro degradativo caratteristico dell’invecchiam ento in questo m ateriale.

A ncora dalla T abella I si nota come l’azione pro tettiva della luce sem bri 
riconducibilè essenzialm ente alla produzione di fotosintati. In fatti la p re
senza di DCM U, inibitore specifico della fissazione fotosintetica della CO2 , 
m a non della fosforilazione fotosintetica ciclica [ io ] , m entre non influenza 
sensibilm ente il com portam ento dell’ RNA e della clorofilla al buio, per 
contro sopprim e quasi del tu tto  l’azione pro tettiva della luce.

C) Azione dèi saccarosio su RNA, clorofilla, assunzione e incorporazione
nelV RNA di fosfato  32P.

Dalle esperienze della Tabella II risulta che nelle foglie incubate al 
buio, in acqua, 1’ RNA cade rapidam ente nelle prim e 24 ore, e rim ane pres
soché costante nelle 24 ore successive, m entre invece la caduta della cloro
filla segue un andam ento continuo. L a determ inazione dell’assunzione nella 
frazione alcol solubile e dell’incorporazione (in 2 ore, al buio) di fosfato 32P 
som m inistrato rispettivam ente ai tem pi 0, -24, e 4$ ore dall’inizio dell’incu
bazione in acqua o in saccarosio dim ostrano che: a) nelle foglie in acqua al 
buio, la capacità di assunzione nella frazione alcol solubile rim ane pressoché 
inalterata , m entre l ’incorporazione nell’ RNA risulta alquanto dim inuita col 
passare del tpmpo; b) il saccarosio aum enta di molto la. quan tità  di 32P nella 
frazione alcol solubile, m a sopratutto  aum enta la velocità di incorporazione 
del fosfato nell’ RNA. La precocità dell’ azione protettiva del saccarosio 
sull’ RNA sem bra ancora una volta, favorevole all’idea di u n ’azione regolatrice,
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*Vî5

»v>-

ofe

.£ **
. o53 3 .2 «  C Oh

d  on
> 'n

P̂ H-
°  2a  o
I "n

N -J3
d  <D*C &
>*S

oO

«C Ph
n ££
O f

vO O in vO00 LO LO On O O 0004 hH *~* CO

oCu
a

T f m  
CO

CO CO
vD

CO

+  + 1 + 1

t̂-

0 NO m
^t- ■"t m ON04 04 04

CO i-- CO CO Tj- m
ON 00 04 00 O

#o 'X . 2 'ST*3 0 ‘3 J3
rn r—' X i

O O

CT" 8 0 ^
O
O

04 04

. 2 . 2 (D . 2 . 2 <D*3 "on O 3 " cn O
rn 2 3 rPJ 2 J3

d „ d
0 0

cj O O O
O ON

ffi ctf
in

CQ
K

<Mffi Cj
cn

<N
ffi



S. COCUCCI ed E. M arre, Ricerche sulV invecchiamento in foglie recise I IO I

piuttosto che trofica, degli zuccheri o di loro derivati. Il forte stimolo 
d e ir incorporazione del fosfato nell’ RNA suggerisce u n ’azione sulla sintesi 
dell’ RNA, senza tu ttav ia  escluderne una, com plem entare, di inibizione di 
m eccanism i degradativi.

L ’effetto della luce, in queste esperienze, appare sostanzialm ente simile 
a quello del saccarosio al buio, il che conferm a l’idea che essa possa almeno 
in larga m isura ricondursi alla produzione di fotosintati.

D) Effetto della preincubazione in saccarosio, al buio, e della luce sulla capa
cità foto sintetica d i foglie recise.

P recedenti ricerche esplorative su dischi di foglie di p a ta ta  [3] dim o
stravano come la forte caduta della fotosintesi nei dischi di foglie di p a ta ta  
incubate al buio e l’inattivazione della capacità dei cloroplasti isolati dalle 
stesse di effettuare la reazione di H ill venissero efficacemente inibite dalla 
presenza di zuccheri nel mezzo. Nelle esperienze della T abella I I I  abbiam o 
studiato, questa volta su Avena, Teffètto della preincubazione al buio, con 
e senza saccarosio, e della luce, parallelam ènte sul com portam ento della 
clorofilla e della capacità fotosintetica, determ inata in vivo in condizioni 
s tandard  al tem po o e dopo 24 e 48 ore di trattam ento .

A ppare evidente che: a) nelle foglie al buio la caduta della clorofilla è 
associata ad una caduta m olto più m arcata  della capacità di fotosintesi; b) sia 
il saccarosio che la luce proteggono, duran te l ’incubazione, l’apparato  foto
sintetico in m isura anche m aggiore che non la clorofilla, tan to  che i valori 
di fotosintesi per clorofilla, nelle foglie incubate con saccarosio e alla luce, 
per 24 e per 48 ore, diventano ad d irittu ra  più elevate di quelli osservati nelle 
foglie appena recise.

Co n c l u s io n i.

I dati sopra riferiti dim ostrano come prodotti naturali della fotosintesi 
quali i glucidi possano efficacemente sostituire la cinetina nel prevenire, oltre 
ad altre m anifestazioni degradati ve, anche la caduta del tenore in RNA nelle 
foglie recise. Il fatto che una forte diminuzione dell’ RNA risulti come uno 
dei fenomeni più precoci tra  quelli che caratterizzano « l’invecchiam ento » 
delle foglie Recise (inattivazione fotosintetica e respiratoria, proteolisi) sug
gerisce la possibilità di un rapporto  causa-effetto tra  degradazione del sistema 
degli acidi nucleici e m anifestazioni degenerative a carico del m etabolism o 
proteico.

L a n e tta  azione di stimolo del saccarosio e della luce (il cui effetto 
sull’RNA, in quanto inibito dal DCM U, appare riconducibile sopratutto alla 
produzione fqtosintetica di glucidi) nello stimolare l’incorporazione di fosfato 
nell’ RNA suggerisce che una componente dell’azione degli zuccheri consista 
nello stimolo della sintesi di RNA. R esta aperta la possibilità di u n ’eventuale 
parallela  azione inibente dei glucidi, o di loro derivati, sullo scatenam ento
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di attiv ità  litiche dell’ RNA. Pure insoluti restano il problem a di quali siano 
i derivati del m etabolism o giuridico direttam ente attiv i nel controllare il 
m etabolism o dell’ RNA e quello del rapporto tra  l ’azione dei glucidi e quella 
di fattori orm onali del tipo della cinetina: problem i affrontati in altre ricerche 
attualm ente in corso in questo laboratorio.
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