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SvaMARIVM. — Confirmant Auctores ea guae BULERIUS significavit de inhibi-
toria streptomycinae vi in chlorophyllae synthesim.

Animadvertent auntem chlovophyllae deminutionem, guac o | Btreptomycing
officitur, samdem permanere otsi prolina vel aniyloacida mtemntul, quac curm
sneptomycma hiclogice connectantur. Ex que nonnuila coniciuntur de mtwne
quo proiinae polyeyelum evenit.

B merito di EuLer {1] Yaver segnalato un’azione caratteristica
della streptomicina sulls sintesi della clorofilla: tale azione consiste
vella inibizione, cospicua e hreversibile, che la streptomicina provocs
sulla sintesi della clorofilla, per cui pianticine cresciute da semi ger-
mogliatl in presenza dell’antibiotico presentano foglie con cloroftlla
In quantitd notevolmente inferiorve & quelle di piante normali controllo,
Il « difetto di clorofilla » prodotto dalle streptomicina sarebbe spect-
fico: quoesto antibiotico infaiti sarebbe Yumico a causarlo, mentre gl
altri fenomeni di inibizione, per esempio. sulla crescita delle radic,
sono provocati anche da altre sostanze quali la colehicina, la penicil-
lina, i sulfamidici, Vistidina ece.

EuLkr ¢ coll. [2-3] hanno, d'altra parte, dimostrato che gli acidi
nucleinici (sia ribo- clie deossiribo-nucleinici), in analogia con quanto
avviene nel regno animale (Evizr e Prrsm [2], posseggono la pro-
prieta di promuovere anche lo sviluppo delle piante e che se si ag-
glungono tali acidi a semi di cui si & inibito lo sviluppo con colchicina

(*) Nota presentate da 8, T, I’ Accadomico Pontificio Gr Quagliarello nella riu-
: moue B dicemIne 1950,

T Adeta, vol, X1V,
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si vede che 'inibizione & del tutfo rimossa per offetto di tale aggiunta.
Si riporta in proposite una tabella di v. Evrer (loc. cit. [1]).

Soluziono Gredo

di sviluppo relative
Acqua senza aggiunta ., . . . . . . .00 10
Colehicina 0,059, . . . + « « « « = = - 3
Ac, ribonueleinico 0,05% . . . + . o+« o+ 12
. QColchicina 0,05%, + ac. ribonuecleinico 0,06%, . . 10

In base a questi risultati sembrerebbe doversi ammettere la pos-
sibilith che «la colchicina inibisca delle sintesi, che si’ possono ripri-
stinare per mezzo di sostanze promotriei dello sviluppo (Wuchsstofie)
(Burer {4]).

Di tipo diverse appare invece V'azione della streptomicina: 1) perché
§i osservano, nelle piante sviluppate da semi, ai quali si & aggiunto l'an-
tibiotico, ispessimento del coleottile e formazione di foglioline conte-
nenti -clorofilla solo nel quarto superiore; 2) porchd questo « difetto di
clovofilla », poi non & rimosso per aggiunte di sostanze promotrici dello
" gviluppo, come ad esempio ac, nucleinici, Da tali risultati all’autore
svedese sembra possibile la conclusione che la streptomicina inattive un
sistema enzimatico interessato nella sintesi della clorofilla » (loc. cit. [1]).

Ci & parso percid interessante sviluppare le indagini nella dire-
sione dell'identificazione del sistemd enzimatico. interessato e in primo
luogo abbiamo eseguito la vicerca, che qui si riports, che ha avuto lo
scopo di studiare Ueffetto dell’aggiunta di aminoacidi contenent? I'anello
pirrolico o, comungue n relazione biologica con il detto ancllo, ¢ sistemi
| costituiti da semi in via di sviluppo in presenza ed in assenza di strepto-
micing.

T,c modalits delle esperienze e 1 risultatl sono appresso descritti.

TRONICA SPERIMENTALEL., ~ Semi di Hordeum vulgare, tenuti in acqua
corrente per 18-24 ore, erano successivamente secondo la tecnica di
‘Turer o Perie [3] e di Burer [5] portati su carte de filtro in capsule
di vetro (abbiamo usato capsule di Potri dal diametro di cm. 1B cirea),
in numero di B0 per ogni capsula. Le capsule erano tenute a tempe-.
ratura smbiente e, per le prime 48 ore, al riparo della luce. Sulla carta
da filtro sottostante al semi si poneva T,0 contenente le varie sostanze
nelle proporzioni appresso indicate, misurando accuratamente la res-
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zione del liguido. Ogni 12 ore si aggiungeva acqua alle capsule in
modo che il livello dell’acqua fosse mantenuto costantemente a circe
3 mm. dal fondo. '

La composizione delle singole prove era la seguente:

Tap. II. - Aggiunte in mg a semi in was di sviluppo (n. 50 semi per
capsule di Petri + 16 cc. H,0). '

Acido

Stroptomicine glutammico  Omitina Prolina
Capsula n. 1 A - —_ — —_
» 1B 20 — e —
» 2 A — — — —
» 2 B 20 _— - —

® 3 A — 20 o -
> 8B 20 20 0 = —
» 4 A — — 20 —_
» 4 B 20 - 20 -
» b A — — — 20
» b 13 20 Lo e 20

Tutti i composti erano sciolti in piccolo volume di H,0 e accu-
ratamente neutralizzati con NaOII o HC1 secondo i casi. Onde assi-
curare una pressione osmotica il pitt possibile uniforme furono, inoltre,
poste nelle varie capsule quantitd variabili di soluzioni NaCl e CaCl,,
opportunamente calcolate per raggiungere tale scopo.

Dallinizio delle esperienze, lo prove furono seguite fino al ger-
‘moglio dei semi ed allo sviluppo della pianticina. Le ‘esperienze fu-
rono pol interrotte ad epoche varie dall’inizio, mai perd prima del
7° o dopo il 12* giorno. Durante le esperienze si effettuavano fre-
quenti determinazioni del pH dei liquidi delle capsule, eventualmente
si correggevano lievi differenze. Al termine di ogni esperienza si pro-
cedeva nel modo seguente. Prelevate le singole pianticine dalle capsule
si dividevano nelle seguenti parti: radici, coleottile, fogliolina. Le ra-
dici erano pesate cosi come pure le foglioline. la fogliolina era imisu-
rate nella lunghezza, indi divisa in due parti, separando quella bianca
dalla verde, e di questa ultima si misurava la lunghezza.

I risultati sono qui appresso rinssunti: per semplicits ci riferiamo
ai dati quantitativi medi relativi ad una singola esperienza della Serie,
i cui risultati sono peraltro perfettamente sovrapponibili a quelli delle
altre esperienze (8 in tutto).
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-Dividiamo - il complesso delle nostre osservazioni in 2 gruppi:
quelle riguardanti le prove senza streptomicina, per ricavare l'effetto
provocato dall'nggiunta dei vari aminoacidi sullo sviluppo del semi,
e quelle riguardanti le prove con streptomicina, per ricavare I'even-
tuale azione modificatrice degli aminoacidi sui fenomeni di inibizione
provocati dalla streptomicina.

Da un’analisi dei risultati appare:
A) Rigusrdo all’azionc delle varie aggiunte, comparativamente,
in assenze di streptomicina: '

1) che la prolina e, in grado minore, anche I'orniting e 'ac. glu-
tammico provocano in genere un aumento del peso della fogliolina
(colla prolina l'aumento & di circa il 30°9/,: ofr. colonna @ con co-
lonna d};

2) che le aggiunte producono, sempre, un aumento nel rapporto
parte verde-parte bianca della fogliolina. Pili attivi al riguardo ap-
paiono ornitina e ac. glutammico (cfr. colonna @ con colonne b ee);

'8) che la prolina provocs un costante aumento della lunghezza
totale delle foglioline (cfr colonna e con colonna d).

© B) Riguardo allinterazione tra streptomicina e gli aminoacidi ag-
giunti: ' ' '

L. peso delle foglioline. — I'uggiunta della strebtomicina, fa di-
minuire notevolmente il peso delle foglioline (efr. colonna @ con co-
lonna e). Tale diminuzione di peso provocata dalla streptomicina pex-
siste se si confrontano le piantine, alle quali si & aggiunto ac. glutammico
o prolina, colle piantine, alle quali, oltve le dette aggiunte, si & aggiunto
anche la streptomicina (cfr, colonne b e d con colonne f ed k). Lie pian-
tine, cresciute in presenza di ornitina, mostrano invece un peso pres-
socché identico a quello-delle piantine crescinte in presenza di orni-
tina e di streptomicina (cfr. colonna ¢ colla colonne g);

2. peso e lunghezza delle radici. — Tali grandezze figurano note-
volmente abbassate per azioue della streptomicina (cfr. colonna e con
colonna e). I’aggiunta di ac. glutammico, ornitina o prolina non mo-
difica sostanzialmente il quadro provocato dal’antibiotico (ecfr. co-
lonne a-d con colonne e-h);

3. rapporto parte verde/parte bianca. - Tale vapporto ci da un
indice, sia pure grossolano, della quantitd di clorofilla delle piantine.
Risulta, anzitutto, perfettamente confermata Posservazione di EULER
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(foe. cit. {1]) a proposito dell’azione inibitrice, esercitata dalla strepto-
micina sulla sintesi della clorofilla. Grosse modo si pud dire che nelle
prove con streptomicina la parte verde della fogliolina era conside-
revolmente ridotta, limitandosi per lo pih, al sue quarto superiore
(cfr. colonna @ con colonna e). Risulta, inoltre, il fatto molto impor-
tante che l'aggiunte di stréptomicina ha per effetto una diminuzione
della. quantitd di clorofilla, che & praticamente sempre la stessa se si
paragonano le piantine creseiute in sola dcqua con quelle cresciute
in acqua + streptomicine, le piantine cresciute in mequa + ac. glutam-
mico con quelle cresciute in &cqu& + ac. glutammico + streptomi-
cina ece. (efr. colonne e-d con colonne e-k).

4. lunghezza totale foglioline. - Riguardo infine alla lunghezza
totale delle foglioline, si nota che la streptomicina determina sempre
una dimiuuzione di tale grandezza, senza notevoli variazioni tra prove
con e senza aggiunta di aminoacidi (cfr. colonna a-d con colonne e},

I risultati ottenufi si prestano ad un breve commento.

La cosa pili importante da noi osservate & certamente il fatto
che la diminuite formazione della clorofills per azione della strepto-
micina non risente alcun beneficio dall’aggiunte della prolina come
degli aminoacidi con essa biclogicamente corrclati (ac. glutemmico e
ornitina: vedi CmpmancoLo e coll. [6]). Questo potrebbe significare
che il sistema enzimatico, cointeressato nella formazione della cloro-
filla, che risente dell’azione della streptomicina, deve operare una qualche
reazione, che & oltre la formazione dell'anello pirrolico, vale a dire, in
altre parole, che il bloceo determinato dall’antibiotico deve cadere su
un punto della via per la quale dall’ancllo pirrolico si arriva alla porfi-
rina della clorofilla (se infatti i1 blocco cadesse nella fase della sintesi
dell’anello pirrolico, I'aggiunta di prolina dovrebbe essere efficace nel
rimuovere Uinibizione csercitata dalla streptomicina). In altre parole,
anche, possiamo dire che le nostre ricerche, conformemente al modo di
ragionare di Eurer (loc. cit. [1}), darebbero la dimostrazione che gli
engimi vegetali intercssati nella sintesi del nucleo pirrolico certamente -
sono streptomicina~-insensibili ¢ che se un qualche enzima, connesso colla
sintesi della clorofilla, rappresenta il punto sensibile che risente del-
I'azione déll’antibiotico, questo enzima deve essere operante ad uno sta-
dio superiore alla detta sintesi, vale a dire in una di quelle fasi, in cui i
4anellipirrolici si organizzano nellacostruzione del policiclo dellaporfina.
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TYaltra parte & da toner presente che il policiclo- della porfing, si
potrebbe organizzare d’emblde da composti molto somplici (per es. gli-
cing, ac. acetico - 8cC. vodi SmEmMIN e RITTENBIRG [7]; WrrtnNBERG @
Saemix [8); Muir o NEuBsRGER [9] senze che si passi per lo stadio
di prolina (e forse anche per quello di un quelsiasi composto pirro-
lico monociclico). 13 evidente allora che g6 1o cose stanno cosl, quale
che sin enzima sensibile alla stroptomicina, né Vaggiunta di prolina
nd quella di aminoacidi biologicaments correlati ad essa, potrebbe
osgere officace nel rimuovere I'inibizione csercitate dall’antibiotico.

- Infine un'ultima sonsiderazione. JULER © Bracco [10] hanno di-
mostrato in vitro che la streptomicing precipite 1 cloroplastl per
formazione di prodotti insolubili cogli ac. nucleinici di questi ultimi.
A tale osservazione per il momento non si pud dare ancora aleun ve-
lore fisiologico. Tuttavie dobbiamo rilevare cho ove con essa si riu-
scisso a spiegare anche « i1 difetto di clorofilla » che Pantibiotico pro-
voca in vive, risulterebbe pure facilmente comprensibile'il risultato
da noi ottenuto, rolativo all'ineffeacia della prolina -degli aminoacidi
ad essa correlati o' neutralizzare tale difetto. ‘
Sviluppo di semi di Hordoum valgare tn presencd ¢ in assenza di strepto-

micing ¢ di aminoacidi M.

Sense stroptomicing Con stroptomicingd
I
neido - acido e
0 |glutom- Dbll;::; prolina) M0 |glutam- 0&]1]1‘11 proling
mico mico e
a b ¢ [ 4 I '] b

Poso foglioline (%) . | 1,122] 1476| 1,343 1580 | 0878 1150| 1352 1,397

Lunghezza totale
foglioline . .

904 1086 1076 11,26 | 842 864 | 9,36 | 879

Lungheszn  coleot-
whi . . . e

48 | 8,94 | 889 380 | 8,88 | 86 84l | 3,12
120 | 188 | 124 137 | 083 | 0,98 0,97 | 0,98
43 | b1 | 48 | 48 gl |28 |81 2,9
o6 68 T4 67 . (42 53 50 |62

Poso radici .

Tunghezza radiel .
Clorofilla {verde/s)

0/, semi non gex-
mogliati

8 ap | 81 |88 |61 |58 43 |18

1) T dati si riferiscono & pianticine dell’eth 4i 7 giorni. T posi sono papressi
in g o viferiti a gruppi di n. 50 pianticine, le lunghesze in cm. Per ogni pianticina.
Prolina racemics; orniting od ac. glutammico naturali.

(%) Pianticine senza radici e coleottile.
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