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Botanica. — I  precursori non fosjorila ti degli acidi nucleinici 
net cotiledoni d i Phaseolus vulgaris allo stato quiescente. N ota di 
M a r io  S e l l a n d o  (#), p re s e n ta ta .^  dal Socio C . C a p p e l l e t t i .

Nel passaggio dei semi dallo sta to  quiescente a quello della germ ina­
zione i m utam enti biochimici sono notoriam ente molteplici. Scopo di una 
serie di nostri lavori in corso è di indagare quali variazioni qualita tive  e quan­
tita tiv e  avvengano a carico delle nucleoproteine e dei loro com ponenti. In 
questa Prim a N ota vengono stud ia ti i precursori non fosforilati degli AN 
nei cotiledoni di Phaseolus vulgaris in riposo, con un contenuto di H 20 del- 
bordine del io  °/0.

M a t e r ia l e  e  m eto d o .

a) Estrazione del materiale. -  I cotiledoni quiescenti (in q u an tità  di 
40 gr circa) p rivati del tegum ento, sono m acinati finem ente in un mulino 
a dischi e la polvere risu ltan te  viene passata ad un fine setaccio, elim inando 
la piccola q u an tità  di m ateriale grossolano. L a polvere fine risu ltan te  viene 
sospesa in circa 150 mi di acqua fredda, lasciata rigonfiare per una no tte  
a 4°C  e quindi omogeneizzata. L a separazione delle sostanze a basso peso 
molecolare dalle proteine, polisaccaridi di vario tipo, ecc. avviene per semplice 
dialisi contro H aO : la sospensione, racchiusa in un ditale di cellophane viene 
dializzata a lungo contro un volume circa eguale di H 20 d istilla ta  a 4 0 C, 
smuovendo saltuariam ente il contenuto del ditale ed il liquido dializzante. 
T re -q u a ttro  cambi di quest’ultimo, in tervallati di 36 ore, sono sufficienti ad 
estrarre una notevole aliquota del m ateriale interessante la ricerca (teorica­
mente! dai 7/8 ai 15/16). Le soluzioni giallognole risu ltan ti sono riunite, 
tra tta te  con alcool od acetone fino ad un contenuto finale del 35 °/0 in volume, 
e lasciate in frigorifero per 1 h circa : precipita lentam ente una sostanza 
biancai, fioccosa, miscela di sali di calcio e magnesio di derivati del fitolo for­
tem ente fosforilati.

Il p recipitato  viene elim inato per centrifugazione, lavato  con acetone 
al 30 °/0 vjvy unendo il liquido di lavaggio al liquido da analizzare. Q uest’u l­
timo viene tirato  a secco a t. a. a pressione rid o tta  e quindi, per aum entarne 
la cpnservabilità, essiccato sotto  vuoto in presenza di P 205.

b) Separazione cromatografica dei componenti. — 3,4 gr di e s tra tto  secco 
sono disciolti in 25 mi di H 20 , p o rta ti a pH 11 con am m oniaca concentrata. 
Il liquido alcalino viene immesso in una colonna crom atografica (cm2 2,5), 
riem pita fino ad una altezza di 30 cm con resina Dowex 2 X , form a form iato (l), (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nelPIstituto Botanico di Torino (Dir. A. Ceruti) con il contributo 
del C.N.R.

(**) Nella seduta dell’n  maggio 1963.



M. BELLANDO, I  precursori non fosforilati degli acidi nucleinici, ecc. 561

ed i com ponenti vengono eluiti secondo lo schema proposto da Cohn (« J. Àm. 
Chem. Soc. », 72, 1421 e sgg.) leggerm ente modificato allo scopo di rendere 
più com pleta la separazione dei com ponenti.

Le soluzioni eluenti usate  sono :

Form iato ammonico, pH 10,5 fx =  0,01

» » » IO,I [X =  0,01

» » » 9 ,2  [X =  0,01

» » » 8,25 £X =  0 ,02

» ». ». 7,5 [x — 0 ,02

» » » 7 ,2 5 qx =  0 ,02

» » » 7,25. (x =  0,1

(componente non nucleosidico, 
non de term ., C itidina) 
(Adenosina)

(U ridina)
(Guanina, Adenina, Guanosina) 

(Triptofano, R— C H (N H 2)COOH).

R ic o n o sc im en to  d e i co m po n en ti e l u it i .

Le frazioni eluite sono s ta te  evaporate a 37°C sotto  vuoto e purificate 
dal form iato ammonico per sublimazione alla stessa tem peratura. Il ricono­
scim ento di ciascuna frazione è sta to  effettuato  in base alla sequenza di elu- 
zione [1] ed alle curve di estinzione degli eluati stessi, tra  210 e 310 mjjt [2, 3]. 
Per la conferm a di ciascun com ponente si è utilizzato il m etodo crom ato- 
grafico, operando, per ogni sostanza, con almeno tre sistemi eluenti diversi. 
C ontem poraneam ente vennero crom atografati campioni puri di nucleosidi 
e nucleobasi,, scelti tra  quelli di più probabile identificazione con la sostanza 
cim entata, isolatam ente ed in misclea con essa [4, 5, 6, 7].

Le macchie cromatografiche, localizzate con luce di Wood (o tten u ta  
da una semplice lam pada germ icida da 4 W, con filtro H anau) sono s ta te  
eluite a diversi pH e sugli eluati si sono determ inati gli spettri di estinzione 
in U . V. [2, 3]. In  tu tti  i casi la sostanza si è rivelata omogenea e di proprietà 
identiche a cjuelle del componente puro con cui era s ta ta  identificata.

Il pentoso legato alle basi è sta to  riconosciuto, per i derivati purinici, 
m ediante cau ta idrolisi e successiva identificazione crom atografica (5b Per 
rU rid in a  e la’ C itidina si è ricorso alla elettroforesi su ca rta  in mezzo borato, 
(pH 9,4 [x — 0,13, 7 V/cm per 7 ore) in presenza di composti campione [8, 9].

Sulle sostanze presenti in maggiore quan tità  sono sta te  determ inate 
per via spettrofotom etrica le costanti di dissociazione K ) x: i dati coinci­
dono cpn le  ̂costanti ripo rta te  dalla le tte ra tu ra  entro i lim iti degli errori speri­
m entali (={= 2 %) [2].

L ’ultim o picco di eluzione, considerato a causa della m arcata  reazione 
con cisteina ed H 2SÒ4 come un probabile desossiriboside purinico impuro, 
si rivelò invepe costituito  da almeno 5 aminoacidi neutri. T ra  questi, causa 
dell elevata estinzione in U V  e della reazione analoga a quella dei desossi- 
pentosi, è sta to  riconosciuto m edian te analisi cromatografica e spettro fo to ­
m etrica, il triptofano. Gli altri com ponenti, non interessanti la nostra ricerca 
sono s ta ti trascurati.
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Risultati.

Il diagram m a di eluzione è riportato  nella fig. 1. Le ordinate riportano 
le estinzioni a 260 m(x. Esse hanno valore di rapporto  q u an tita tiv o  per i tre 
com ponenti principali CyR, A R ,U R ). Le frazioni minori (GuR, A, Gu) sono, 
quali defluiscono dalla colonna, fortem ente im pure e contengono altresì 
prodotti fluorescenti. Le q u an tità  riportate  al riguardo hanno quindi valore 
poco più che sem iquantita tivo  ; sono comunque in corso, nel nostro Is titu to ,

i , Z  *3 V  A ? f  ~  litri*

Fig. 1.
Diagram m a di eluzione: Colonna cm 2 3 ,5 X 3 0 , D ow ex 2 X  form iato. Efflusso: 2 m l/m in frazioni da 18 m i ciascuna. 
Le estinzion i sono riferite a 260 m it. I due picchi m inori compresi tra A R  ed U R  non sono sta ti esam inati per l’eventu ale  
com ponente nucleico a causa della scarsissim a quan tità di sostanza presente. Le curve relative alla Guanina, Adenina

ed al G uaninriboside sono arrotondate.

determ inazioni qu an tita tiv e  assolute dei vari co stitu en ti: è però rag io­
nevole am m ettere fin d ’ora che le abbondanze relative dei com ponenti siano 
rispettiate entro  lim iti alquanto  ris tre tti. Ponendo uguale a d u n o  la q u an ­
tità  di U rid ina presente, si h a :

U R  : A R  : CyR : G uR  : Gu : A =  i : 0 ,9  : 0 ,2  : 0,1 : 0 ,0 9  : 0 ,03  .
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