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Fisiologia vegetale. — / precursori non fosforilati degli acids
nucleici nei cotiledoni germinanti di Phaseolus vulgaris. Nota di M ar10
BerLLanpo e Nevio Fiusserro ¢, presentata® dal Socio C. Cap-
PELLETTI.

SUMMARY. — The Authors have isolated and identified the purine and pyrimidine
bases and related nucleosides occurring in the free state in cotyledons of etiolated dwarf bean
seedling.

180 cotyledons from young etiolated plants (23-26 cm in length) were collected, washed
and homogenized at 4°C. The resulting slurry was dyalized against fresh water  and the
proteins and polysaccharides-free solution concentrated and analyzed in an ion-exchange
column (Dowex 2 X, formate). The elution was achieved with ammonium formate solutions
with discontinuously increasing ionic strength and pH. The fractions were collected, dried
in vacuo. and .the solid ammonium formate sublimed.

The costituents were purified chromatographically and 1dent1ﬁed by their U.V. absorb-
tion spectra at various pH. The relative abundance of the components was also, when pos-
sible, roughly evaluated.

MATERIALE E METODO.

2\

Un centinaio di semi di fagiolo ¢ stato fatto germinare al buio in adatte
condizioni di umidita e di temperatura, fino ad ottenere plantule di altezza
compresa tra i 23 e i 26 cm i cui cotiledoni sono stati asportati ed omogeneiz-
zati a bassa temperatura; ’omogenato & stato quindi dializzato a lungo contro
acqua rinnovata di frequente fino ad esaurimento praticamente completo
delle sostanze dializzabili. Le soluzioni diluite cosi ottenute, sono state con-
centrate a freddo fino a consistenza gommosa in evaporatore rotante, ridisciolte
in 20 cc di H2O e portate a pH 11 con NHs concentrata; si forma in queste
condizioni un precipitato bianco abbondante, che viene allontanato per centri-
fugazione e scartato, non contenendo esso nucleobasi e loro derivati.

TABELLA 1.
ELUENTE pH ® Sostanze eluite
i L
[ a 10,5 0,01 CyR-CyDR -Cy
AR -ADR
b 8,2 0,01 TyDR -U -UR
Formiato ammonico ....... ‘ 7.5 0,01 A —Gu - GuR - GuDR
& 7,2 0,05 Hyp.
e 7,2 0,10 Trypt.

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto Botanico di Torino (Dir. prof. A. Ceruti).
(**) Nella seduta del 12 novembre 1966.
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La soluzione limpida risultante viene immessa in una colonna cromato-
grafica riempita di resina Dowex 2 X [3] [4], forma HCOO™ ed i compo-
nenti eluiti con soluzioni di formiato ammonico a pH e molarith crescenti
(ved. Tabella I).

L’eluzione ha luogo a temperatura ambiente e ’andamento & seguito e
registrato automaticamente da un densitometro Uvicord (A = 253) (ved. fig. 1).

U, UR
(TyDR)

A, Gu
GuR.GuDR

Hyp 7?9 Trypt

Ry ¥

' . I | . I T ' " v +
20 40 80 80 100 120 200 220 200 330 o tubl

Fig. 1. — Diagramma di eluzione dell’estratto grezzo.

Colonna: Resina Dowex 2 X, 250-400 mesh, forma HCOO - sezione 2 cm?, altezza della resina 40 cm;
veloc. di efflusso: 1 ml/min; 1 tubo = 1o ml; A di registrazione: 254 mp.

Le diverse frazioni vengono tirate a secco in evaporatore rotante a 30° C
ed il formiato ammonico allontanato per sublimazione sotto vuoto.

I derivati nucleinici presenti vengono ulteriormente separati e purificati
per via cromatografica [4] [5] in presenza di marker puri e confermati
con esami spéttrofotometrici a diversi valori di pH.

TABELLA II.
Tusl Componenti Abbondanza relativa (in moli)
I-0 oo ?

10-16 ............. CyR -CyDR CyR:CyDR =100:4

1728 ..o Cy Cy:

28-70 ... AR -ADR AR:ADR =100:9

80-130 ............ UR-U -TyDR UR:U:TyDR =100:9:6
180-230 ............ A - GuR - Gu - GuDR A:GuR:Gu:GuDR = 100:17:3:1
342360 . ..o...... L. Ipox.
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In molti casi & stato necessario ricorrere a cromatografie bidimensionali
per ottenere una separazione soddisfacente dei costituenti la frazione dalle
impuritd fluorescenti, presenti sovente in quantitd preponderante.

Sono state inoltre determinate spettrofotometricamente le abbondanze
relative dei vari costituenti le singole frazioni: esse hanno valore semiquanti-
tativo specialmente nei casi in cui la stessa sostanza entra in due frazioni
diverse a causa della imperfetta separazione dei picchi (ved. Tabella II).

La frazione 1-9, gommosa ed incristallizzabile non ¢ stata esaminata per
le basi citosiniche secondarie eventualmente presenti a causa della fortissima
quantitd di impurezza di varia natura presenti, e non eliminabili con il proce-
dimento descritto.
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