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INTRODUZIONE

Da tempo sono note alcune sostanze di natura proteica e-
stratte da semi o parti di piante, gquali ad es. il peptide an-
tivirale della fitolacca (PAP), la diantina, la ricina e la sa
pronina, che unite ai virus, siano essi animali che vegetalil,
ne riducone notevolmente 1'infettivitd (vedl rassegna di Barbie
ri e Stirpe, 19B2). Le stesse sostanze si sono, inoltre, dimo-
strate capaci di inibire 1'attivitd ribosomiale in sistemi di
sintesi extracellulari tanto d'origine animale (ribosomi di fe
gato di ratto, lisati di reticulociti di coniglid e lisati S10
di asciti di Ehrlich), che vegetali (da embrioni di grano, da
carote e foglie di tabacco) (Battelli et al. 1984). Solo i ribo
somi vegetali della stessa specie da cui si estrae la tossina
risultanc resigtenti al proprio inibitore.

In particolare si sa che la modecina e la ricina agiscono
impedendo l'attacco ai ribosomi del fattore di allungamento 2
(Montanaro et al., 1973, 1978; Stirpe 1982) e si pensa che al-
lo stesso modo possano agire anche gli altri inibitori di que-
sto tipo. Come cid avvenga non & ancora chiaro, ma un rapporto
meno che equimolare fra tossina e ribosomi fa pensare che la
prima agisca con un meccanismo di tipo enzimatico, o comungue
agisca su di un enzima (Barbieri e Stirpe, 1982).

La definizione di RIPs (ribosome-inactivating proteins}

per queste proteine deriva, quindi, dalla loro particolare pro
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prietd di impedire la sintesi proteica a livello ribosomiale.
Le RIPs possono essere costituite da due catene proteiche (A e
B} unite da un legame disolfuro (cﬁme in ricina, abrina, mode-
cina, ecc.) o dé una singola catena del tipo & (PAP, gelonina,
diantina sapronina). lLa catena di tipo A, sempre presente, svol
ge l'attivitd inibente, mentre la B, di natura glicoproteica,
ha la capacita di legarsi ai carboidrati presenti sulla membra
na citoplasmatica, tutto cid in cellule animali (Barbieri e
Stirpe 1982).

Per gquanto riguarda i sistemi vegetali, & stato visto che
normalmente i virus fitapatogeni non vengono direttamente inat
tivati dalle sostanze sopraddette, ma all'inoculo delle misce-
le il numero di lesioni locali da essi prodotto viene notevol-
mente ridotto (Stevens, 1870; 1981; Tomlinson et al., 1974;Ba
rakat e Stevens, 1380; Aron e Irvin, 1980; Stirpe et al. 1983).
Non & noto, invece, se a questo_fenomeno_corrisponda una effet-
tiva attivita antivirale, cio& una riduzione del processo di
moltiplicazione del virus. Esperimenti in tal senso sono stati
fatti solo per PAP su protoplasti di tabacco con TMV {Grasso
et al., 1980}. Con il presente lavoro abbiamo volute invece ve
rificare se le RIPs a singola (sapronina) o a doppia catena
protgica (ricina) espigtino tale proprieta antivirale su cellin
le del mesofillo fogliare in vivo, poiché anche gli autori sud
detti hanno riconosciutoc la possibilité di effetti del tutto

diversi nei due sistemi sopra citati.

MATERIALI E METODI

Nelle nostre: prove abbiamo usato ricina, estratta dai se-

mi di Ricinus comunis L. e sapronina, ricavata dai semi di Sa-

ponaria officinalis L., gentilmente fornitici dal Prof. Stirpe
‘dell'Ist. di Patologia generale dell'Universitd di Bologna.

Per determinare l'attivitd delle due sostanze, foglie di
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Chenopodium amaranticolor sono state immerse, subito dopo lo

inoeulo,con una sospensione purificata di TNV (0,2 mg/ml in
tampone fosfato Sierensen, 0,1 M pH 7,0; Faccioli, 1974), con
il piccidlo in sospensioni separate di 100 ag/ml di ricina e sa
pronina in tampone sodio fosfato 0,01 M pi 7,6; come controllo
altre foglie sono state immerse in semplice témpone.

Dopo 48 ore d'assorbimento in ambiente controllate alla
temperatura di 20 + 1°C e luce fluorescente di 3000 lux (lampa
de OSRAM fluora 77R) con fotoperiodo di 16 ore, le foglie era-
no tagliate a metd lungo la nervatufa centrale; ie mezze fo-
glie di un lato erano poste in scatole Petri nelle stesse con-
dizioni di temperatura e luce fino alla comparsa delle lesioni
locali, mentre le mezze foglie opposte erano usate per l'estra
zione del virus. B tal fine gueste eranc macerate in mortaio
con tampone fosfato 0,1 M pH 7,0 in rapporto 1:10 (p/v) ed il
succo, filtrato su garza di nylon, era centrifugato per 10 min.
a B.000 giri (Sorwall RC2B). Per sedimentare il virus, il su-
pernatante era wultracentrifugate per un ora a 150.925 g con
rotore 50 in centrifuga Beckman L2-65B. I sedimenti, risospesi
in un'opportuna quantitd di tampone, sono stati inoculati, trat

tato e controllo, su mezze foglie opposte di C. amaranticolor.

Il numero di lesioni & stato determinato con un contacolonie

batterico Terzano LMME.
Per determinare la significativitd statistica delle prove

& stato impiegato il metodo "t" di Student.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Vorremmo innanzitutto far presente che le foglie di C.ama-
ranticolor impiegate negli esperimenti conservavano un'apparen
za normale, e del tutto simile ai controlli, dopo l'assorbimen
to di ricina e sapronina per 4 giorni; sembra percid che 1l'ef

fetto tossico dimostratoc per le due sostanze sui tessuti anima
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1i, possa non verificarsi sulla specie da noi usata. L'effetto
che ricina e sapronina hanno esercitato sul numere di lesioni

locali provocate dall'inoculo di NV, ossia sulla reazione i-

persensibile della pianta, & stata del tutto simile: una ridu-
zione del 55-60% (vedi tab. 1) rispetto al controllo.

Per quanto riguarda invece 1'influenza sulla replicazione
virale, evidenziata dal numero di lesioni provocate dal reino-
cula, le due RIPs hanno avuto un esito molto differente. La ri
cina ha ridotto la biosintesi virale del TNV di eirca il 75%,
mentre la sapronina non ha avuto alcun effetto significativo
(Tab. 1). Da guesta prova risulta,quindi,che la ricina & un ve
ro inibitore della replicazione virale, mentre la sapronina a-
gisce solamente sul meccanismo di formazione delle necrosi lo-
cali, cioé sulja risposta'ipersensibile della pianta. Di pifi,
poiché nel nostro caso le RIPs sono state somministrate attra-
verso il piceielo, risulta che esse vengono assorbite dalla fo
glia e penetrano nelle cellule.

. Poiché solo la ricina, che possiede la catena glicoprotei
ca {B), ha proprietd antivirali, sembrerebbe che tali proprie-
td siano da attribuirsi proprio alla suddetta compenente glico
proteica. _

E' noto che altre sostanze glicoproteiche trovate nelle
piante hanno azione antivirale. Fattori antivirali (AVFs) di
questo tipo si formano ad esempic come risposta della pianta
ad infezioni virali (Sela, 1981; Faccioli e Capponi, 1983). Es
si sembrano agire perd in maniera simile agli interferoni dei
sistemi animali (Devash, 19B4) e sono attivi, al contrario del
le RIPs, anche nelle piante che li hanno prodotti.

I differenti effetti espletati dalla sapronina sul mecca-
nismo di ipersensibilitd e sulla replicazione virale, conferma
no la non necessaria correlazione fra i due fenomeni; cosa que

sta peraltro gid osservata negli esperimenti in cui un'eleva-
zione della temperatura impediva la localizzaziane dell'infe-
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zione {(formazione di lesioni locali) ma non la replicazione vi
rale, nel sistema tabacco "Samsun" NN-TMV. (Van Loon, 19B82}.

Le risultanze delle nostre esperienze confermano l'azione
antivirale della ricina e la sua facilitd d'estrazione ne fa
prevedere un possibile uso fitoterapeutica in particolari condi
zioni. Potrebbe ad esempio essere fatta assorbire da piante o
talee erbacee virus infette in coltura idroponica, per poi pre
levare da queste apici meristematici probabilmente virus esen-
ti, o essere aggiunta direttamente ai terreni di coltura dei
meristemi stessi nei casi in cui 1'impiego di guesti ultimi non
basti, da solo, a garantire un elevato risanamento: es. PVX e

PVS nella patata {Faccioli e Rubies—Autoneli,\lBBd).

RIASSUNTO

L'effetto di sapronina e riecina, due proteine d'origine
vegetale ad azione inattivante i ribosomi (RIPs), sulla rea-
zione ipersensibile della pianta e la biosintesi virale relati

ve al sistema TNV-C. amaranticolor, & stata determinata facen-

do assorbire le stesse (100pg/ml) dai picciolil delle foglie,
subito dopo 1'inoculazione del virus. Entrambe le sostanze han-
no ridotto il numero di lesioni loecali, causate dzll'inoculo
virale, del 55-60%, ma solo la ricina ha ridotto anche la bio-
'sintesi virale del 75% circa. Per guest'ultima, di natura gli-
coproteica, viene proposto un uso fitoterapeutico, attraverso '
il suo assorbimento da parte di piante o talee virus-infette in
coltura idroponica e successivo prelieve e allevamento in vitro
di meristemi caunlinari, o mediante la sua aggiunta direttamente
al terreno di allevamento dei meristemi prelevati dalle piante
infette; questo per virus difficili da eradicare col solo impie
go della coltura dei meristemi come ad esempio PVX e PVS in pa

tata.
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SUMMARY

EFFECT OF RICIN AND SAPRONIN ON HYPERSENSITIVE REACTION AND
BIOSYNTHESIS CF TOBACCO NECROSIS VIRUS (TNV) IN LEAVES OF CHE-
NOPODTIUM AMARANTICOLOR (COSTE et REYN.)

Effect of sapronin and riecin, two plant ribosome inacti-
vating proteins (RIPs), on plant hypersensitive reaction and

virus bicsynthesis in a TNV-Chenopodium amaranticolor system

has been studied, by letting them {100 ag/ml) being adsorbed
through the leaf-petioles, right after virus inoculation. Both
of them reduced by 55-60% the number of virus-caused local le-
sions, but only ricine was able to reduce TNV biosynthesis by
75%. For this last, which is a glycoprotein, possible phyto-
therapeutic uses are proposed, such as its absorption by either
plants or cuttings in hydroponic culture from which meristems
will be sampled, or its direct delivery into the meristem cul-
ture media, to get rid of viruses such as fvx or PVS which are

not eradicated in potato by simple meristem culture.
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