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Fisiologia vegetale. — Effetto d i varie condizioni d i disponibilità 
idrica sulla evoluzione del sistema mitocondriale in endospermi d i semi 
di ricino in maturazione Nota di Piera Lado e Maria S chwen- 
dimann, presentata^ dal Socio S. T onzig.

Summary. — Castor bean seeds, rem oved from the developing fruit a t the very beginn
ing of the seed dehydration phase, easily germ inate when decoated and pu t on w ater soaked 
filter paper at 270 C. The present experim ents deal with the changes in RNA and in the 
activity of citochrome oxidase, m alate dehydrogenase and succinate-citochrom e e-reductase 
in the m itochondrial fraction from  ripening seeds, removed at this stage, m aintained 48 
hours under various hydration conditions, and finally allowed to germ inate under conditions 
of unlim ited w ater availability.

D uring the first 24 hours from the removal of the seed from the fruit, a significant drop 
of the enzyme activities as well as of the nitrogen and of the RNA contents in the mitochondrial 
fraction was observed, under any  condition of hydration (unlimited w ater availability, hydric 
equilibrium  in a moist environm ent, o r mild or strong dehydration). In  the following 24 h 
period enzyme activities and RNA start to increase, in the presence of unlimited water, 
while they  go on decreasing under the conditions of hydric equilibrium and of dehydration. 
W hen, after 48 h of the above treatm ents, all seeds were pu t in the presence of unlim ited water, 
the rise of enzyme activities and of RNA continued in the seeds previously m antained in un 
limited w ater, and progressively appeared in the seeds pretreated under the two other condi
tions. The Q0 of the intact seeds closely paralleled the behaviour of the m itochondrial enzyme 
activities. These findings suggest tha t a w ater insensitive phase of degradation of the m ito
chondrial system m ight be required to allow the transition of the mitochondrial system of 
the m aturing seed to a situation in which w ater availability is the lim iting factor for the further 
evolution, characteristic of germ ination.

Introduzione.

L ’ultim a fase della m aturazione del seme di ricino è caratterizzata da 
una progressiva disidratazione del seme ancora soggetto a trasform azioni 
metaboliche, p u r restando orm ai costante il suo peso secco [2]. Ricerche 
precedenti avevano dim ostrato in questa fase una brusca caduta della respi
razione [r] e una  dim inuzione dell’azoto proteico e delle attiv ità  enzim atiche 
m itocondriali < [5]: dato quest’ultim o in terpretato  come espressione d i un 
processo, in parte  di demolizione, in parte  di inattivazione, dei mitocondri, 
associato alla disidratazione del seme.

D ’altronde nella prim a fase della germinazione, caratterizzata da una 
intensa assunzione di acqua, era stato  dim ostrato un  increm ento delle attiv ità

(*) Lavorò eseguito nel Laboratorio di Fisiologia vegetale dell’Istituto di Scienze Bota
niche dell’U niversità 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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enzim atiche m itocondriali a ttribu ito  a fenomeni sia di attivazione che di 
sintesi [3].

Nel presente lavoro si è studiato lo sviluppo della respirazione e il p a 
rallelo com portam ento del sistem a m itocondriale quando il seme m aturante, 
pressoché al term ine della fase di aum ento del suo peso secco, veniva rimosso 
dal fru tto  e posto in condizioni sperim entali di d iversa disponibilità idrica.

Materiali e metodi.

1) Le esperienze sono state eseguite su semi di Ricinus communis 
(var. sanguineus, geneticam ente omogenei e forniti in dono dalla Stazione 
sperim entale delle piante m edicinali di Napoli), prelevati dal fru tto  a uno 
stadio di m aturazione in cui [’endosperm a ha raggiunto il m assim o sviluppo 
e il tegum ento esterno presen ta una pellicola superficiale rosa, ancora molto 
id ra ta ta .

I semi, p rivati dei tegum enti, sono stati posti in diverse condizioni di 
d isponibilità idrica: a) in p iastra  su carta  da filtro im bibita con acqua distillata; 
B) in am biente m antenuto  in um idità vicina al 100% , tale da m antenere i 
semi in condizioni di equilibrio idrico, cioè senza variazioni del peso fresco; 
c) in essìcatore in presenza di N aC lqM ; d ) in essicatore in presenza di CaCl2 
secco.

Dopo un  periodo di 48 ore in queste diverse condizioni i semi sono stati 
trasferiti in piastre su carta  da filtro im bibita d ’acqua. T u tti i tra ttam en ti 
venivano eseguiti al buio e a 27°C . A  diversi intervalli di tem po i semi sono 
stati prelevati per la m isura del consumo di O2 e per la preparazione dei 
m itocondri.

2) L ’estrazione dei m itocondri e il dosaggio delle a ttiv ità  enzim atiche 
m itocondriali (citocromossidasi, m alato deidrogenasi, succinato-cit ^r-redut- 
tasi)i e dell’azoto proteico m itocondriale sono stati eseguiti come già de
scritto [3]. L ’acido ribonucleico della frazione m itocondriale è stato  dosato 
secondo C herry  [4].

R isultati e conclusioni.

1) Germinabilità dei semi immaturi.

Q uando vengono prelevati dal fru tto  allo stadio di m assim o peso fresco, 
quasi tu tti i semi, posti in disponibilità idrica illim itata, germ inano, m a dopo 
intervalli di tem po variabili da 2 a oltre 8 giorni. Se invece i semi, prelevati 
al medesimo stadio, sono m antenuti in condizioni di equilibrio o di deficit 
idrico per circa 48 ore, essi, quando riportati in condizioni di disponibilità 
idrica illim itata, germ inano tu tti e dopo circa 2 giorni, pressoché sim ulta
neam ente.

Q uesta osservazione suggerisce che, duran te l’ultim a fase della m atu 
razione, un processo fisiologico, presum ibilm ente accelerato dalla disidrata-
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zione, costituisca il presupposto della capacità di germinazione. Nelle suc
cessive esperienze si è cercato di indagare come questa apparente variazione 
m etabolica si riveli nel com portam ento dell’apparato  m itocondriale del seme.

2) Variazione della respirazione, delle attività enzimatiche, e del tenore in pro
teine e RNA della frazione mitocondriale d i endospermi di semi matu
ranti d i ricino tenuti in diverse condizioni d i disponibilità idrica per 24 
e 48 ore (Tabella I).

a) Nelle prime 24 ore il peso fresco dei semi posti in acqua aum enta, 
m entre rim ane stazionario per i semi posti in um idità all’equilibrio, e dim i
nuisce per quelli posti in condizioni d isidratanti.

T a b e l l a  I .

Variazioni % d i peso fresco e del consumo d i O2 in semi d i ricino maturanti, 
portati in condizioni d i diversa disponibilità idrica; variazióni % della citocro- 
mossidasiì delle proteine e delV RNA della frazione mitocondriale isolata dagli

endospermi.

0-24 ore 24-48 ore

Condizioni 
di disponibilità 

idrica 1
Peso

fr. Qoa
cit c 
ossi
dasi

P ro
teine RNA Peso

fr. Qoa
cit c 
ossi
dasi

Pro
teine RNA

seme
intero

frazione
mitocondriale

seme
intero

frazione
mitocondriale

Semi in a cq u a .. . . . +  15 - 3 8 —45 - 5 6 —49 +  16 +  53 — IO + 3 0 — 13

Semi in equilibrio 
idrico . . . . .  4 . . .  . +  2 — 37 — 35 —43 - 3 8 invar. — 8 —40 +  10 — 30

Semi ini condizioni 
disidr. (NaCl 4M ) -—12 —44 —42 — 40 —33 — 12 — 26 - 3 8 — 27 — 30

Semi in condizioni 
disidr. (C aC h). . . — 22 —85 - 8 5 — 74 — 80 invar. — — — —

(*) Le percentuali sono calcolate riferendo le variazioni, osservate nell’intervallo di tempo considerato, ai valori cor
rispondenti: misurati nel seme appena rimosso dal frutto. I valori osservati nel seme immaturo sono: peso fresco: 480 
mg/seme; Qq2 : 170 (xl/h/semé; citocromossidasi: 24,6 [xmoli cit c ossidato/h/seme; proteine 2,3 mg/seme; RNA: 14 jxg/seme.

Le variazioni delle attività malato deidrogenasica e succinato-cit —̂redùttasica sono molto simili a quelle della cito
cromossidasi; la risalita della malato deidrogenasi presenta un leggero anticipo sugli altri due enzimi.

Nella condizione di equilibrio idrico, come pure in quella di disponi
bilità idrica illim itata, si osserva una forte dim inuzione del Qoa associata 
a una  caduta dello stesso ordine, sia delle attiv ità  enzim atiche (citocromos
sidasi, m alato deidrogenasi, succinatocit ^r-reduttasi), che delle proteine e
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dell RNA dosati nella frazione m itocondriale. In  condizioni di forte d isidra
tazione (cloruro di calcio) la discesa dei valori considerati è molto più intensa.

Questi risu ltati conferm ano la conclusione di un disfacim ento delle s tru t
tu re m itocondriali duran te l ’ultim a fase della m aturazione [5]. L a condizione 
di deficit idrico accelera il processo, m a non sem bra possibile stabilire una 
relazione d iretta  tra  la disidratazione e la distruzione delle particelle, in 
quanto nei semi con disponibilità d ’acqua illim itata il fenomeno non risulta 
per nulla inibito, m algrado 1 attiva  assunzione di acqua in questa condizione. 
Ciò suggerisce che al m om ento del prelievo il seme sia orientato verso un 
m etabolism o dem olitivo delle s tru ttu re  non im m ediatam ente reversibile per 
semplice idratazione. Tale processo di distruzione dei m itocondri potrebbe 
aver avuto origine da una particolare situazione instauratasi precedentem ente 
nel seme, per esempio per il m ancato afflusso di acqua e soluti dovuto 
all interruzione dei contatti con la p ianta, m a potrebbe anche essere un sem
plice effetto del brusco cam biam ento di condizioni in seguito alla rimozione 
del seme dalla p ian ta  stessa.

Quest ultim a ipotesi non sem bra tu ttav ia  m olto probabile in quanto si 
e visto che i semi, portati in condizioni totalm ente differenti di disponibilità 
idrica, presentano tu tti u n ’identica involuzione del sistem a m itocondriale. Oltre 
a ciò altri dati sem brano escludere che il fenomeno osservato sia attribuibile 
alle condizioni indotte sperim entalm ente: infatti si è dim ostrato che qualora 
dei semi fisiologicaiìiente m aturi, posti a germ inare in acqua per 40 ore, siano 
portati nelle condizioni già descritte di diversa disponibilità idrica, l’im provviso 
m utàm ento dell am biente di crescita del seme non provoca, almeno nelle 
prim e 24 ore, una caduta delle a ttiv ità  enzim atiche m itocondriali, le quali con
tinuano nel processo di attivazione iniziato in seguito all’assunzione di acqua.

b) Nelle 24 ore successive, m entre le variazioni di peso fresco ripetono 
in m odo identico il com portam ento delle prim e 24 ore nei tre  stenti di diversa 
idratazione, lo sviluppo della respirazione e dei m itocondri si differenzia 
invece in m odo significativo nelle tre condizioni considerate.
1 In  am biente d isidratan te blando (NaCl) sia il Q0a che le a ttiv ità  enzi
m atiche, T  RNA e le proteine della frazione m itocondriale continuano a di
m inuire, in m odo che i valori delle dim inuzioni totali tra  zero e 48 ore sono 
vicini a quelli raggiunti in 24 ore con disidratazione più violenta (CaCl2).

In  condizioni di equilibrio idrico, m entre le attiv ità  enzim atiche e l’RNA 
dim inuiscono ancora, la discesa delle proteine e del Qoa non prosegue u lte
riorm ente. Infine quando l’acqua è disponibile in eccesso le attiv ità enzi
m atiche e 1 RNA restano ai livelli precedentij il Qo2 e le proteine invece 
iniziano già una  risalita.

Questo com portam ento sem bra indicare che accanto al processo dem o
litivo! precedentem ente evidenziato in qualunque stato di idratazione, nei 
semi in  cui l’acqua non e sta ta  allontanata, si delinea già una fisionomia 
nuova nel m etabolism o dei m itocondri molto simile a quella della fase germ i
nativa. Tale considerazione trova piena conferm a nel com portam ento dei 
semi riportati in acqua, descritto più avanti.
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3) Variazioni nella respirazione e nella frazione mitocondriale d i endospermi 
di semi maturanti d i ricino posti in acqua, dopo un periodo d i 48 ore in 
condizioni d i disponibilità idrica controllata.

Nella Tabella II  sono ripo rta ti gli aum enti di peso fresco, Q0a, attiv ità  
enzim atiche, proteine e RNA della frazione m itocondriale, quando i semi, 
dopo i tra ttam en ti di disponibilità idrica ridotta, vengono posti in p iastra 
con acqua in eccesso per 39 ore.

Tabella IL

Semi d i ricino maturanti, portati in H2O illimitata per 39 ore, dopo un trat
tamento di 48 °re in condizioni di diversa disponibilità idrica: variazioni °/0 
di peso fresco e del Q0a dei semi interi, e variazioni % della citocromossidasi, 

delle proteine, afe//’R N A  della frazione mitocondriale degli endospermi.

T  rattam enti 
precedenti 
di 48 ore

0-15 «ore in acqua 15-24 ore in acqua

Peso
fr. Q02

cit c 
ossi
dasi

P ro
teine RNA Peso

fr. Q02
cit c 
ossi
dasi

Pro
teine RNA

seme
intero

frazione
mitocondriale

seme
intero

frazione
mitocondriale

Semi in acqua........ + 6 6 + 460 +  120 +  48 + 600 __ _

Semi in equilibrio 
id r ic o .................... +  16 +  23 +  28 +  24 +  3 + 4 0 +  82 + 3 7 +  9 + 190

Semi in condizioni 
disidr. (NaCl 4M ) + 2 6 +  52 +  57 + 35 0 + 4 6 +  120 + 4 0 + 43 + 210

Semi in condizioni 
disidr. (CaCL) , .  . +41 +  46 +  57 + 2 6 +  23 + 3 7 +153 + 3 9 +  26 +167

(*) Vedi didascalia Tabella I.

a) Nelle prime 13 ore, l ’andam ento dei valori è diverso in relazione 
al tra ttam ento  precedente: i semi che sono sem pre stati in acqua presentano 
un fortissimo increm ento sia del Qoa ( +  460% ) che dell’RNA della frazione 
m itocondriale ( +  600 % ), associato a un  aum ento più m oderato degli altri 
valori (enzimi e proteine); tale im ponente variazione si accom pagna alla 
com parsa della rad ichetta. Se i semi non germ inano, tu tti i valori considerati 
m antengono pressoché Costanti i livelli raggiunti nelle prim e 48 ore.

Nei semi precedentem enti tenuti in condizioni di equilibrio idrico o in 
condizioni d isidratan ti si no ta pure un aum ento del Q0a, e del tenore in 
proteine e in a ttiv ità  enzim atiche m itocondriali, aum ento più significativo

76. — RENDICONTI 1966, Voi. XL, fase. 6 .
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per i semi che hanno subito u n ’azione disidratante; m entre il contenuto in 
RNA resta praticam ente invariato .

b) Nelle 24 ore successive i semi tenuti in acqua fin dall’inizio del
l’esperienza, presentano orm ai tu tti i caratteri di un  m etabolism o di attiva 
crescita.

Nei semi tenuti in condizioni di disponibilità idrica rido tta  com pare 
un forte aum ento dell’RNA (200%  circa) e del Q0a (150%  circa), più 
m odesto delle attiv ità  enzim atiche e delle proteine; tu tti i valori restano però 
inferiori a quelli raggiunti dai semi posti in acqua sin da ll’inizio.

L ’increm ento del Qo2, degli enzimi e delle proteine, di diversa intensità 
nelle tre  condizioni sperim entate (equilibrio idrico, NaCl 4M , CaCL) è più 
elevato nei semi sottoposti a disidratazione.

E evidente dai dati descritti che in tu tti i semi, in qualunque condizione 
idrica siano stati tenuti, si è in stau rata  una nuova situazione in terna per 
cui i m itocondri del seme sono ora in grado di attivarsi e di moltiplicarsi. 
I risultati o ttenuti indicano che la preparazione di questo nuovo orientam ento 
metabolico dei m itocondri richiede, nel seme rimosso dal frutto, un certo 
intervallo di tem po (più o m eno lungo a seconda del grado di m aturazione 
e delle condizioni idriche) duran te il quale l ’apparato  m itocondriale subisce 
un processo dem olitivo tale da portare ad una situazione in terna assai vicina 
a quella del seme secco, per i semi posti in condizioni d isidratanti, e meno 
facilmente definibile, m a p u r sem pre di entità notevole, per quelli in acqua 
fin dall’inizio. In  questi ultim i, infatti, la presenza dell’acqua induce una 
precoce risalita del Qo2 e delle attiv ità  enzim atiche non appena si sono rea 
lizzate le condizioni m etaboliche necessarie alla fase germ inativa, e non è 
possibile riconoscere se il nuovo orientam ento ponga term ine alla fase di 
demolizione o si sovrapponga ad essa.

In  altre parole i risu ltati ottenuti non perm ettono di stabilire fino a che 
punto il processo distru ttivo  dei m itocondri sia necessario per l ’avvio di 
quello biosintetico. Sem bra peraltro  probabile che un certo grado di dem o
lizione di s tru ttu re  preesistenti sia un prerequisito per la transizione del seme 
ad una fisionomia m etabolica nuova: fisionomia che, una volta delineata, 
richiede per svilupparsi nei fenomeni di crescita e differenziazione, caratte
ristici della germ inazione, semplicemente la disponibilità d ’acqua nel mezzo.
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