
l, 

ESPERIENZE E RICERCHE 

Problemi ancora aperti sulla struttura della molecola 
dell'acido desossiribonucleico 

M.mo AGENO, ELISABETTA DORE e CLARA FRONTALI 

Riassunto. - Si discutOno le ragioni che suggeriscono di riprendere in 
esame alcune caratteristiche, di secondaria importanza dal punto di vista 
biologico, del modello proposto fin dal 1953 da Watson e Crick per la mole
cola del DNA. Dopo aver riassunto brevemente i principali risultati ottenuti 
nello studio del processo di· denaturazione alcalina del DNA in vitro e già 
esposti in precedenti pubblicazioni, si espongono quattro diverse interpre• 
tazioni di tali risultati. Tre di esse vengono messe da parte in base a tutta 
una serie di esperienze e misure di controllo. La quarta interpretazione porta 
ad ammettere che, una volta che si siano realizzate pressochè istantaneamente 
le condizioni di deml!lttrazione in una soluzione di DNA, il processo di sepa
razione delle due eliche ha, per ciascuna molecola, un inizio casuale e dura 
un tempo molto più breve di quanto finora si ritenesse, tanto da assumere 
un carattere quasi-catastrofico. Le difficoltà di carattere meccanico del mo
dello di Watson e Crick, già rilevate dagli stessi Autori, ne risultano note
volmente aumentate. 

Summary. ( Open problems o n tM structure of deoxyribonucleic aci d), -
Reasons are discussed which suggest t ba t some minor features of the "\1t' atson 
and Crick model of the DNA molecole deserve a more profound study. The 
results of a kinetic ~;~tudy of alkaline denaturation of DNA descrihed in pre
vious papers are bere briefly summarized. According to these results, dena
turation seems to be an <( ali or none » phenomenon, since during the time 
taken for the hyperchromic effect to become completely irreversible, the 
density gradient analysis shows the presence of native and of fully den·a
tured molecules, the amount of the first ones decreasing steadily and the 
amount of tbe second increasing steadily with denaturation time. Four 
different interpretations of these results are bere presented and discussed. 

A nn. I~t. S"pt.r. 8anità (1966) Z, 629·647. 
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Tbt·y can bt· summarizt•d as follows: l) tht· distrihutitJn observt:d in CsCI 
densit~· gradit"nts i!' an artifact produced during- tht• 24 hours in which DNA 
remains in CsCI solution; 2) th•• ,, all or ntllll' n effect is pro(luced immedia-
1t•ly after the neutralization of DNA solutions exposed to nlkalin(' denatu· 
ration: i t i~ coneeivabk that somt· half-denatured moleeu!t'l!' w .ili completi· 
df'naturatitJn more or !t·ss rapitlly. whih• other~ will renature completely; 
3) half-denatured, Y-shaped moll:'cules could break in the bifurcation point 
eithcr at the moment of neutralization, or in succt~ssive handling. A~ a con
~equenct·, pieee~ stili in tht• nativt' stati• antl pieces whieh are complt>tely 
single strandt•d would be form('d: 4) the timt• neces~ary for one molecult· 
to separate into two strands is much shorter than the rist:·time of the irrt'
ver~;ible hyperchromic efft•ct, and the initiation of the proees~; is random. 
Severa! experimcnts and controls wert' undertaken in order to test each of 
these hypotheses. Hypothesi~ l) is ~;hown to ht' unlikely on tht> basis of tht· 
experiments illustrated in Figs. l-5; the second hypothesis seems to h e exdu
ded on the basis of the experiment descrihe1l in Fig. 8; Figs. 9-12 show results 
which completely reject tht· third hypotht'SÌA. Only tbe fourtb interpretation 
remains, and this leads u~ to think that, wh1•n denaturatimi conditions bave 
been suddenly establishcd, in a DNA solution, tlw pro.fess of separation of 
tht• two strands has a random initiation for each mo~~·eulc, and lasts for a 
timt' which is much shorter than was thus far helieved. The mechanical diffi
culties of the \Vatson and Crick model, discusscd by th" Authors themselves, 
are therefore increased. 

INTRODUZIONE 

Il modello di VV'atson e Crick della molt'eola dell"acido dt•l!'ossirihonu
eJ,~ico ('-•), nella sua geniale semplicità, ba permesso di dt•scrivert' in modo 
veramente ~;~oddisfaccnte i principali aspetti dci fenomeni concernenti la 
conservaziont•, trasmissioni', utilizzazione ed evoluzioni' del patrimonio ere
ditario di ogni organismo vivent•·· La genetica ha trovato in esso una solida 
base strutturale, la biochimica e la diffrazione dei raggi X ne hanno confer· 
mato le più salienti caratteristiche. 

TI problema della struttura della molecola del DNA non può tuttavia 
ancora considerarsi completamente chiuso. È bensì vero che possediamo 
nell'analisi rOntgenografica un metodo in linea di principio capa1~e di riso!· 
vere qualsiasi problema di struttura " che essa è stata applicata al DNA in 
una serie di ricerche fondamentali (4-~"), cht> hanno estratto dali.- figure di 
diffrazione disponibili tutte le informazioni possibili. Ma è anche vero che, 
in questo caso, tale modf'llo d'analisi trova delle insormontabili limitazioni 
nella scarsezza del numero di riflessi ottenibili anche dai migliori campioni 
di DNA cristallizzato c che, se la trasformata di Fouricr dd modt>llo di \Va t-
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son e Crick, con qualche aggiustamento non importante, è stata portata 
ad accordarsi in modo soddisfacente coi dati sperimentali, tuttavia nes
suno (a quanto sembra) si è preoccupato di vedere se non si possa trovare 
un accordo uguale o anche migliore partendo da un modello sostanzial
mente diverso. 

L - DIFFICOLTÀ MECCANICHE DEL MODELLO WATSON-CRICK DEL DNA. 

Che il modello comporti delle notevoli difficoltà di carattere meccanico, 
per ciò che concerne i processi di denaturazione e rinaturazione e di dupli
cazione della molecola, fu già segnalato da Watson e Crick in uno dei loro 
primi lavori sull'argomento (1). Basti citare l'esempio del DNA del fago T 1 

che contiene circa 200.000 coppie di nucleotidi ed è quindi lungo una settan
tina di micron, cinquanta volte il diametro medio del batterio in cui si ri
produce. E che, per riprodursi, come fa, in un tempo dell'ordine di un paio 
di minuti, deve ruotare una estf.cmità della molecola rispetto all'altra alla 
velocità di almeno 10.000 giri al minuto. 

In questi ultimi anni si è andata inoltre accumulando tutta una serie 
di risultati sperimentali per i quali sembra veramente arduo trovare tm ac· 
cordo con talune caratteristiche strutturali del modello di Watson e Crick. 
Si è dimostrato ad esempio che il genoma di taluni fagi e batteri ha forma 
circolare, la doppia elica essendo richiusa su se stessa, senza un inizio e una 
fine. E tuttavia la duplicazione della molecola avviene ordinatamente a 
partire da un punto (!'""") e con carattere semiconservativo (30) esattamente 
come Watson e Crick a~ano previsto. È topologicamente impossibile sepa· 
rare due eliche intrecciate richiuse su loro stesse ad anello. Siccome tuttavia 
il fenomeno avviene, e le autoradiografie di Cairns fanno vedere che anche i 
prodotti della duplreazione hanno forma circolare, si è supposto che vi sia 
lungo il genoma un punto singolare : una specie di perno, che permette la 
rotazione relativa delle due parti di molecole che collega. Anche lasciando da 
parte l'ipotesi improbabile che questo perno sia addirittura il motore che 
provoca lo srotolamento delle due eliche, non sembra tuttavia che questa 
spiegazione si possa conciliare facilmente col fatto che la duplicazione può 
talora avere inizio in un punto qualsiasi del genoma e procedere in un senso 
o nell'altro fino al completamento dell'anello, senza essere arrestata dal
l'ipotetico perno (~~-38). 

Inoltre, si è dimostrato che le due eliche del DNA sono effettivamente 
antiparallele come previsto dal modello di Watson e Crick (39). Dato che le 
due eliche si riproducono insieme, partendo dallo stesso punto e proct:dendo · 
nello stesso verso, ciò significa che un'elica si riproduce nel verso 5'- 3' e 
l'altra nel verso opposto 3' - 5'. Ma ciò sembrerebbe richiedere per le due 
eliche precursori diversi, che in realtà non sembra si trovino nella cellula . 

• ln,.. ls!. !Super. Sa,.ilà (1966) 2, 6~9-6H. 
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Altre difficoltà sembrano derivan• dal tipo di accoppiamento tra le basi 
complementari. l legami a idrogeno non hanno un carattere specifico. Resta 
quindi da spiegare come, n1•l corso della duplicazione del DNA, in corri· 
spondl'nza di ciascuna ba8t' venga sel,~zionata proprio sempre la base com· 
plemt•ntan•. Parimenti, non è molto chiaro come nel procf'sso di rinatura· 
zione possa aversi così facilmente un riordinamento della molecola pratica· 
mente completo. 

Sembra dunque che, pur dovendosi considerare (lt•tinitivamentt• acqui· 
sitc le principali caratteristicht~ del modello di Watson e Crick (l'andamento 
elicoidale, la presenza di due eliche per molecola, la complementarità delle 
basi corrispondenti, ad !;"sempio), molti risultati sperimentali inducono a 
riconsiderarne criticamente altri aspetti, di rilevanza secondaria dal punto 
di vista biologico, quali l'intrecciamento delle elicht• e il loro antiparallt·· 
lismo, le modalità dell'accoppiamento trt· basi complementari. 

2.- FORZE IN GIOCO NELLA DENATURAZION E E RlNATURAZIONE DEL DNA. 

Sulla base di queste considerar.ioni, noi abbiamo in particolart• fissata 
la nostra attenzione sulla questionc dell'intrecci~ento delle due eliche e ci 
siamo ripetuti prima di tutto la domanda che W.à si erano posti, nf'l 1933, 
'Watson e Crick: quali sono le forze chimiche o fisiche responsabili dello sroto· 
lamento e del riordinamento della molecola, nei processi di denaturazionf' 
e rinaturazione ? Ci è parso eh(~, per poter tentare di dar(' una qualsiasi ri· 
sposta a questo interrogativo, sia necessario prima di tutto una conoscenza 
più approfondita della fenomenologia dei due processi, in condizioni fisico· 
chimiche completamente controllate. 

Lasciato quindi da parte lo studio dei fenomeni in 11ivo, abbiamo fatto 
una serie di esperienze sulla denaturazione alcalina del DNA in t•itro, allo 
scopo di chiarire nei particolari l'andamento temporale dei fenomeni di disso· 
ciazione e riassociazione delle due eliche e di determinare il più esattamente 
possibile l'ordine di grandezza degli intervalli- di tempo relativi, nelle condi· 
zioni fisico-chimiche prescelte. Questi dati sono infatti il banco di prova di 
qualunque ipotesi si yoglia fare sulla natura ed origine delle forze in gioco. 

I principali risultati da noi ottenuti, già esposti in lavori precedenti 
( 40' 43), si possono breYemente riassumere nel modo seguente. 

Una soluzione di DNA viene posta pressoché istantaneamente in condi
zioni di dcnaturazione, portandone il pH ad un Yalore convenientemente 
elevato e il processo di separazione delle due eliche viene seguito nel tempo, 
con diverse tecniche osservative. In un tempo inferiore al decimo di secondo 
(e probabilmente, almeno in certi casi, assai inferiort>) l't'ffctto ipercromico 
raggiunge il suo valore massimo di circa il 40 %. Ciò significa che tutti quei 
legami a cui sono soggette le basi nel DNA e che ne riducono l'assorbimento 

~l>m. Isl. Surcr. -""nHi< (1966) 2, 629·647. 
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in confronto a quello delle basi libere, si rompono pressochè istantaneamente, 
quando le condizioni di denaturazione sono raggiunte. 

Se tuttavia, dopo un tempo T co.nvenientemente breve si riporta in 
modo pressochè i11tantaneo la 11oluzione di DNA al pH di neutralizzazione, 
l'e:tl"etto ipercromico risulta in parte reversibile. Facendo variare 1" abbiamo 
determinato per DNA di varia provenienza il tempo che impiega l'effetto 
ipercromico a diventare completamente irreversibile e trovato tempi dell'or• 
dine di parecchi 11econdi (circa 20 s nel ca11o, ad esempio, del DNA del fago T.) 
dipendenti dal peso molecolare del DNA sotto esame. Ciò può interpretarsi 
nel senso che non appena i legami che riducono l'a11sorbimento delle basi 
sono rotti, le due eliche, ancora intrecciate insieme, incominciano a sroto· 
larsi ed impiegano a srotolarsi completamente un tempo pari al tempo di 
salita dell'effetto ipercromico irreversibile. Se la soluzione viene neutraJiz. 
zata bruscamente prima che il processo di srotolamento sia completo, tale 
processo si arresta e in quella parte della molecola in cui le eliche sono ancora 
intrecciate i legami tra le basi Si ricostituiséono immediatamente. 

Questa interpretazione, in accordo col modello di Watson e Crick. sem· 
bra tuttavia ;;_on conciliabile coi risultati di un'altra serie di esperienze da 
noi effettuate. Abbiamo infatti esaminato alla ultracentrifuga analitica, in 
gradiente di densità di cloruro di cesio, il materiale mantenuto in condizioni 
di denaturazione per un intervallo di tempo -r, e questo per -r variabile tra 
O e 30 secondi. Nell'ipotesi di uno srotolamento progressivo delle due eliche 
di cui la molecola del DNA è costituita, avremmo dovuto sempre trovare, 
nel gradiente di densità,-.una sola banda dovuta al DNA sotto esame. Per -r = 
O questa banda avreblte dovuto avere la densità del DNA nativo; al ere· 
scere di -r la banda avrebbe dovuto spostarsi progressivamente verso le 
densità maggiori, fino ad assumere, alla fine del processo, la densità del DNA 
completamente denaturato. 

Abbiamo invece osservato un andamento temporale del processo quali· 
tativamente. diverso. La den11ità della banda, nella posizione del DNA na· 
tivo, non subisce alcuna variazione al crescere del tempo di denaturazione -r. 
L'area della banda tuttavia diminuisce progressivamente, mentre compare 
una seconda banda, di area via via crescente in posizione corrispondente alla 
densità del DNA totalmente denaturato. Tra le due bande vi è solo una fra
zione a88ai piccola di materiale di densità intermedia, quantità che si forma 
prima dell'apparire della banda del denaturato e scompare dopo lo sparire 
della banda del nativo. Finchè le bande estreme sono ambedue presenti, la 
quantità di questo materiale intermedio non varia sensibilmente al variare 
di -r. In altre parole, tutto avviene come se il tempo impiegato da una sin~ 
gola molecola nello scindersi in due fosse assai breve in confronto al tempo 
di salita dell'effetto ipercromico irreversibile e come se tale processo a carat
tere quasi catastrofi.eo non avvenisse imediatamente in tutte le molecole 

.h1n. l al. Super. Sanflà (1966) 2. 62!1·6H. 
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all'atto dell'iw;;taurar~i dl:'li4· eondizioni Ji dl:'naturazione, ma in tali co!Uii

zioni ciascuna molt•cola aves~t· una ct>rta probabilità finita tl'iniziart' il pro

Ct'~>-:o t"ntro nn rt'rto intt•rvallo finito eli tempo. 

:1. - ALCUJ\"E POSSIBILI INTERPRETAZIONI DEl DATI DI nEN.4.1'lJRAZIO:\E 
E RINATITRAZIONE DEL DNA. 

Naturalmente, questa non è l'unica interpn·tazinnt' possihile Jd nMlri 

riRultati. Vogliamo anzi in questo lavoro esaminan· quattro possibili altt-r

nativt·, per veder4• sP si può trarre dalh· esperit>nzt• da noi finora eseguite, 

alla luct• di ciò che è finora noto sulla molecola del DNA, una qualche con

clu~iont• attendibilt:. Lt· quattro interprl:'tazioni alt{'rnativt• che vogliamo 

considt"ran• sono le ~cguenti: 

l) la di~tribuzione del materiale sotto t•same, cht· si osserva nel gra

diente di dt>nsità, è sostanzialmente un artefatto, ehi:' si produee nel periodo di 

almeno 24 ·;m~ in cui il DNA rimane llospPso ndla soluzione 1li cloruro Ji cesio: 

2) l'effetto '' RÌ o no " nella denaturazione dellt• singole moh•colt> dt·l 

DNA si produce subito dopo la neutralizzazione della soluzione, in quanto la 
neutralizzazione non blocca immt•diatamente ogni proce.sl'!o di denaturazione u 

rinaturazionf', ma, più o meno rapidamente, alcune ·tfelle molt'cole semidena

turatt' completano la denatnrazione, mentn~ altrt· rifiaturano completamt~nte; 

3) le molecole ~emidenaturate, a forma Y, al momento della nt utralir.

zazione della soluzione n nei trattamenti successivi, si rompono in corrispon

denza della hiforcaziont·, clan do così luogo da un lato a pezzi di mult•cola allo 

stato nati-vo e dall'altro a pezzi dì molecola allo sLato totalmentt· denaturato; 

4) il tempo di clenaturazione dellt: singola molt'cola è t•ffettivamentt• 

molto breve in confronto al tempo di salita ddl'em~tto ipercromico irren:r

.-;jhile e l'inizio dd proet>l'!So quasi-catastrofico è efi'ettivamentt' casualt·. 

a) Completamento in CsCl dellu denaturazion" dellt> mo/en1lt' sf'midenaturalt'. 

La prima ipotesi, che t .. molecolf' di DNA semidenaturate nella solu

zione di cloruro di cesio tendano spontaneamente a denaturare completa

mente oppure a ritornare allo stato nativo è stata sottopostn a controllo spe

rimentale in tre modi di .. -ersi. In primo luogo, è stato controllato come varia 

la densità ottica di una soluzione di DNA ali 'atto dell'ag~tiunta di cloruro· 

di cesio e nel corso delle 24 ore successive, nf'tessarie alla formazione del gra

diente di densità nell'nltracentrifuga analitica. La Fig. l mostra r andam1~nto 
dt>lla densità ottica di una soluzione di DNA parzialmente denaturato (or~""""' 

15 s). in funzione d"l tempo a partin· dalla fine dt"lle operar.ioni di denatu

razione, prima e dopo l'aggiunta dd cloruro di cesio. Come ~i n·de, in allsenza 

di cloruro di cesio la denllità ottica va lentissimamente diminu•·ndo. Quando 

si aggiungt· il cesio. P!!sa subi~et· una bruscu varia~iont", ,;cendendo perù 
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serop:re allo stesso valore indipendentemente dal momento in cui viene fatta 
l'aggiunta. La densità ottica della soluzioqe dì DNA in cloruro di cesio ri
sulta poi praticamente costante. 

0.0. 
o.o.n.at ,, 

,, l 
l 
l 

'·'j" 

St.abiliti <loll'eftotlo i~orcromioo rn1duo 

~or DHA di l2 PMI!.alm•nto <touturoro 

T C•Cl 

t {ore) JO 

Fig. l. - Andamento nel tempo della densità ottica a 260 m[J. per una solu>:ione di ONA 
di T2 denaturato parzialmente (mediante espo&izione di 15 secondi a pH 12,5, 
seguita da rapida neutralizzazione). La diminuzione nell'effetto ipercromico re
siduo caWiata dall'aggiunta di CsCI (a concentrazione finale 8 M) è risultata indi· 
pendente dalla concentrazione del DNA. 

Che le variazioni della densità ottica prima e al momento dell'aggiunta 
del cloruro di cesio non siaO.o dovute a parziale rinaturazione è provato da 
due fatti. Innanzi tutto il_.fenomeno si riproduce esattamente (Fig. 2) anche 

"+"CsCI 

• 

'' 

Oonoturuiono 

' 

Stab•loti dtU 'oHolto IPit<romooo ro,iduo 

por ON.l d• T2 <lonoturoro 

t (ore) Jo 

Fig. 2. - Andamento nel tempo della densità ottica a 260 rn[J. per una soluzione di DNA 
di T2 completamente denaturata (mediante esposizione di 2 minuti a pH 12,5, 
seguita da rapida neutralizzazione). L'effetto ipercromico residuo, del 21% 
circa, si riduce ad un valore inferiore(._..-- IO%) per aggiunta di CsCI, a concentra· 
zione finale 8 M. In anenza di C~Cl, la diminuzione è lentissima, essendo appena 
~ensibile nel cono di 24 ore. 

_/,.n. fAI. 8otl>fr. Sm,./à 11966) 2. ()29-f\H. 
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per il DNA totalmente denaturato: l'esame dello spettro di densità in gra
diente di cloruro di cesio mostra in questo caso che non si è avuta riassocia
zione tra le eliche complementari. In secondo luogo, abbiamo dimostrato che 
la variazione percentuale della densità ottica di una soluzione di DNA total
mente denaturato non dipende dalla concentrazione del DNA: anche questo 
fatto esclude che si possa trattare di riassociazione. Si tratta quindi semplic•·
mente di un riassestamento dei legami intraelica, dovuto all'aumentata con
centrazione ionica. A parte questo effetto, la densità ottica della soluzione di 
DNA non. varia col tempo: sembra improbabile che la variazionr- dovuta a 
materiale che rinatura sia, per ogni valore di 't', esattamente compensata dalla 
variazione in senso opposto dovuta a materialt' che continua a dt>naturan•. 

In secondo luogo, si è visto che la quantità di materiale di densità inter
media tra quella del nativo e quella del denaturato non diminuisce, se si 
prolunga di altre 24 ore la permanenza del DNA semidenaturato in centri
fuga analitica, nella soluzione di CsCl (Fig. 3). In terzo luogo, si è controllato 

c 

6.20 

DN~ 1, ~onduro!o ~orllalmtnlo 

•l Pologrol•• "'"i"~' 

~·~· so" 

6,30 ' 6,40 

b) 

,, 

~.60 

x (cm l 

Fig. 3. - DNA di T2 parzialmente denaturato, esaminato in gradiente di demità di CsCl: 
a) fotografia eseguita dopo 23 ore; b) fotografia eseguita dopo 50 ore. I due gra
fici sono esattamente sovrapponibilì, in particolare per quel eh<' riguarda la zona 
del materiale interm .. dìo. ,' 

che molecole di DNA semidenaturate, ottenute per parziale rinaturazione 
di materiale precedentemente completamente denaturato, permangono 
come tali in soluziom~ di CsCl. Nella Fig. 4 sono messe a confronto h· due bande 
del DNA del fago Cl. (attivo su Bacillus megatherium) completamente denatu
rato, con lo spettro di densità che si osserva dopo 1 ora di rinaturazione a 
pH 10,55, in una soluzione alla concentrazione di 20 yjml. La figura dimostra 

,h,, fs/. !'l1PJ"T. Nwd/Ù (J9fofo) 2, ~\29-fo.jj. 
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che nelle--24 ore di pei"lllanenza in CsCl no_n si p:roduM affatto l'effetto usi 
o no » da noi ouervato. 

' ., 

' ' 
., 

DNa c r ........ ,.,.. • ptÌ10,S!I.21)1'4(m. . ' 

' ' . 
'*'•lllr-'-

"'ti .. ~~ 

'·""' 1,710 1,720 
jll~ft"''4 

•• 

F'is· 4, - DNA del tqo or; denaturato (a). c rinatu
:r~ P~te p• e.pomione di l o:ra 
a pB IO.SS (6-). Si vede chiaramente la 
pneensa di ~~aaterialc di denaitl intermedia 
tn qQella del ttatiw e IJilella del dena~ 

La Fig. 5 pone a confronto lo spettro di densità di una soluzione di DNA 
del fa go T 1 alla concentra_ùone di 20y/ml, rinatn:rata per l h a 4So C: 

a) mesea in ultracentrifuga subito dopo la fine della rinaturazion.e e 
il mescolamento con soburione di CsCl di opportuna deneità; 

b) meS&a in ultracentrifuga 24h dopo la fine della rinatwazione e 
l'aggiunta del CaCI;. 

c) meecolata con la soluzione di CsCI e messa in ultracentrifuga 2~ 
dopo la finedellarinatwuione (quindi dopo 2~ dipe:rmanenzain NaCI 0,1 M). 

Come si vede, nelle 24 ore di permanenza fuori della centriluga a tempe· 
ratu:ra a~Jlbi..,nte~ tia in CsCl sia in soluzione 0,1 M di N aCI, si produee eft'et· 
tivamente UIUI certa rinaturazione. La quantità di materiale intermedio ~ 
un po' aumentata a spese del denatwato e la densità media di quuto mate
riale Iii è avvicinata alla denaiù. del nativo. 

Questo eft'etto, che è del .:resto perfettamente in accordo coi risultati 
delle no.etre miaure nella cinetica di rinaturazione (.,.), noa è pero iB. grado
di spiegare l'effetto ~el o no" da noi oaeervato in denaturazione. I!Ula~Ui 
tutto aeo .. di gran lunp tropp& p-iecole e in secmulo luogo tellde a t'are spa~ 
ri:re la banda del denaturato~ anzichè readelù evidente. 

2 
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Per quanto a rigore queste provt• non e~cludano del tutto ogni pos~i

bilità di un artefatto dovuto al CsCl, sembra tuttavia rap;ionr\'ole ammf'ttt>re 
cht• tale ipotesi sia altamentf' improbabile. 

,, DNA T2 20rfml 

r"on•f~r•to th • 4S'C 

1:_; 

" --- -- '·'" 6,<0 

•) "ti<L ...... 

c)"'""' o,,,.l 
O<' Uh 

Fi~. s. 

• 

JJ:'\A di T2, denaturato e 

quindi rinaturato parzial
mente per esposizione di 
l ora alla temperatura 
di 45°C, In a) e in b) la 
soluzione è stata portata 

subito dopo la rinatura· 
zione alla densità adatta, 
mediante aggiunta di CsCI. 
In a) l'a.nalisi in ultracen
trifuga è stata iniziata 
subito dopo l'aggiunta del 
CsCJ; in b) dopo 24 ore di 
permanenza a temperatura 

ambiente. In c) la stessa 
soluzione è stata tenuta 
per 24 ore a temperatura 
ambiente dopo la rinatu
razione, e prima dell'ag
giunta del CsCI e succes
siva analisi ili u1tracen
trifuga analitica. 

h) CompletamentQ della denaturazione subito dopo la neutralizzazione. 

La seconda delle interpretazioni proposte per i ristÙtati da noi ottenuti, 
può essere sottoposta al vaglio della esperienza esaminando quali trasfor
mazioni hanno luogo nella soluzione di DNA, a neutralizzazione avvenuta. 
Come nel caso precedente, sembra si possa escludere una lenta denaturazione 
e rinaturazione delle molecole semidenaturate alla fine del tempo 1": a partire 
da 60 secondi dopo la neutralizzazionc, misure di assorbimento eseguite a 
intervalli di tempo con la tecnica usuale mostrano che l'effetto ipercromico 
della soluzione non varia sensibilmente (Fig. 1). Inoltre, come si è detto, 
esaminando alla ultracentrifuga analitica, in gradiente di densità, a intervalli 
di 24 ore frazioni prelevate dalla stessa soluzione di DNA semidenaturato 
o semirinaturato, si trova che la percentuale di molecole di densità intermedia 
tra quella del nativo e quella del denaturato non diminuiscf" (Fig. 5). 

Resta dunque da esaminare ciò che avviene nei primi 60 secondi seguenti 
la neutralizzazione. Si dovrebbe osservare all'atto della neutralizzazione 

A>1n. IRI. 81<per. Sanllù (lUiit.) 2, !i20-G~7. 
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della soluzione una brusca diminuzione dell'effetto ipercromieo dovuta 
al ri8tabilirsi dei legami tra le basi ancora vicine, seguita da una variazione 
più lenta (dello stesso ordine di "t') dovuta a quelle molecole che proseguono 
nel loro moto di srotolamento o che si riarrotolano fino a rinaturazione com
pleta. A questo scopo abbiamo realizzato un dispositivo automatico di me-

Fig. 6. - Diapoaitivo per il rapido me8COlam.euto di soludoni nelle vaJehette dello apettro· 
fotometro. 

scolamento rapido, atto a portare quasi istantaneamente il pH di una solu
zione di DNA al valore di denaturazione e, dopo un tempo T prefissato ad 
arbitrio, a riportarlo quasi istantaneamente al valore di neutralizzazione. 
Si tratta in sostanza di un raddoppio del dispositivo già usato per la misura 
del tempo di salita dell'effetto ipercromico (40). Due siringhe azionate dallo 
stesso motorino a induzione iniettano al tempo t = O rispettivamente solu
zione di NaOH 0,2 M e di N aCl 0,1 M nelle due cuvettes dello 8pettrofoto
metro a doppio raggio, in cui sono contenute due soluzioni identiche di DNA 
in NaCl 0,1 M. La prima soluzione passa quindi in condizioni di denatura
zione, mentre la seconda viene semplicemente diluita, in modo da compen
sare l'effetto di diluizione della prima. Al tempo t = T, altre due siringhe 

.inn. IBl. Super. Sanità (1\188) !, 629·6U. 
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azionate da un secondo motorino a induziont', iniettano ndle. stl·~sf' cw,ettl'.~ 

dello spettrofotometro rispettivamente una opportuna soluzione acida cht> 

riporta il pH al valore di neutralizzazionl' e ancora una soluziont> di 1\'atl 

per compensare l'effetto di diluizione. Un distJositivo ddtronico fa partin· 
il secondo motorino esattamtmte ~ secondi dopo l'arriYo a firw corsa dt'IIa 

prima coppia di siringhe. Il tempo -:- puù essere variatu a piacere; i t1~mpi 
di llit'SColamento coincidono praticamente coi tempi 1li iniezione e sono mi· 

surati da contatori elettronici a decadi al centesimo di secondo, L'uscita 
dello spettrofotometro è portata sull'asse verticale di un oscillografo catodico, 
la cui traccia orizzontale è svincolata automaticamente dallo stesso comando 
a pulsante che avvia il primo motorino. L'oscillografo è fotografato da unu 
camera Du Mond con film Polaroid, Pola Pan 200. Le Fip;. 6 e 7 mostrano 
alcuni particolari del dispositivo. 

Fig. 7, - Dettaglio del dispositivo per il rapido mellcolamento di soluzioni nelle vasehettl' 
dello spettrofotometro. Le due metà servono per l'iniezione rispettivamente della 
soda e dell'acido. 

Un esempio dci risultati ottenuti è contenuto nella Fig. 8. Come si vede, 
all'atto della neutralizzazione si ha una diminuzione dell'effetto ipercromico 
avente un tempo di discesa dello stesso ordine del tempo di salita inizialt'. 
È quindi escluso che in questa fase del processo si possano avere srotola
lamenti o riavvolgimenti parziali di molecole. Suceessivam1•nte non si nota 
più alcuna variazione dell'effc~to ipercromico, il che sembra dimostrare che 
effettivamente ogni processo di denaturazion!:' o rinaturaziont• risulta hloc· 

.11w. /si. 8U)WI". Swd/Ù (1!1!1!1) 2, 1129·1\.17. 
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eatD all'atto. della neutralizzazione della soluzione di DNA. Anche la seconda 
m~•zione' sembra dunque da escludel'8i. 

Fig. 8. - Risultati ottenuti mediante il dil!posi· 
tivo pu O rapido mei!Colamento. Pu 
vari tempi di pennanenza a pH elevato 
(2, 4 e 12 secondi riepettivamente) si 
vtlde che U ritorno dell'eifetto ipe:rero· 
mica al valore re&iduo dop? neutraliz· 
zazione è immediato e ehe qnesto valore 
rimane costante. La velocità della trae· 
eia, per le prime due fotografie è di 0,5 
div/secondo; per la tel"l!;a di 0,2 div/se· 
condo. 

c) Ro~Jura della biforcazione delle molecole semidenaturate. 

La terza interpretazione dei nostri risultati, che le molecole semidena
turate si rompano in buona parte nel punto di biforcazione, quando si neu
tralizza la soluzione o subito dopo, sembra a prima vista molto plausibile. 
Anch'essa tuttavia non si accorda con alcuni risultati sperimentali, raccolti 
proprio allo scopo di controllarne l'attendibilità. Bisogna anche dire, prima 
di tutto, che non si vede alcuna ragione precisa perchè la denaturazione debba 
procedere regolarmente da un estremo della molecola verso l'altro: è molto 
più plausibile che lo srotolamento avvenga contemporaneamente un po' su 
tutta l'estensione della molecola, mentre le due estremità di questa ruotano 
in senso inverso. Inoltre anche ammesso che la denaturazione proceda regolar
mente da un estremo all'altro della molecola, non si capisce perchè il DNA 
si debba rompere proprio nel punto di biforcazione. Tale punto può conside
rarsi nn punto particolarmente debole nel corso della duplicazione, perchè 

.Jnn. I81. Supe.r. Sanità (1966) 2, 629-647. 
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in tal caso esso è l'uuico punto in cui il DNA è a elica !>ingoia. Ma nd uostr" 

caso, l'intera porzione denaturata della molecola è in ogni punto altrettanto 
fragile e quindi in ogni punto ugualmente sog~etta a rotture. 

Se poi questa interpretazione è quella corretta si possono fan· delll' 
previsioni precise sull'andamento in funziont· del tempo di denaturazione -:: 

a) delle semiampiezze delle gaussiane costituenti il profilo dt•lle dul' 
bande del nativo e del denaturato in gradiente di densità; 

b) del coefficiente di sedimentazione delle due frazioni nativa e denatu
rata del DNA sotto esamt•, 

Infatti, sia lt> semiampÌt'ZZc delle gaussiam~, sia il coeffich~nte di st-di
mcntazione dipendono dal peso molecolare e tale dipendenza è nota sia per 
il DNA nativo, sia per il DNA denaturato. 

La semiampiezza cr della banda varia in ragione inversa della radict• 
quadrata del peso molecolare del relativo DNA. Nelle Fig. 9 e lO (curva a) 
è calcolato l'andamento in funzione di -r di crn e di crd semiampiezza della 
banda del nativo e del denaturato rispettivamente, per un DNA che si dena-

' s ~-

1 ·-
'i 

--. ______ L_ .. 

., 
tot<o<oto 

------ ~~ !!.·~·~!"! .. '! -- -·-- ..,,. --- -·-

-' 
" 

• 

---i;-------'>~-- ~" 
1' (seçondi) 

Fig. 9. - Andamento in funzione di -,., tempo di permanenza a pH 12,5, per l'ampiezza 
della banda data in gradiente di densità di CsCI dalla frazione nativa (relativa 
all'ampiezza mi~urata per -r -~· O) per DNA di T2 parzialmente denaturato. 
La linea tratteggiata (b) mostra l'andamento sperimentale; la curva continult'• 
(o) è calcolata nell'ipotesi 3). (v. testo). 

turi completamente in 30 s (comt~ quello del fago T,), Il' cui eliche si sroto
lino con velocità angolare costante, rompendosi nd punto di biforcazioni' 
all'atto della neutralizzazione. W curve b mostrano inYl't:C l'andamento m 

funzione di 't" sperimentalmente osservato per crn e crd, nd caso del DNA di 
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T 1• Come 51 vede tali andamenti sono qualitativamente diversi da quelli 
calcolati, 

Fig. 

r (l" d !!t( t l 
---, 

~~ 
<Tuo('") 

·-
•l ·- Cotco•ot• 

k 

'" 
' -to ~S- &o---' 

T (secondi) 
IO. - Andamento in funzione di "• tempo di permlllle.nza a pH 12,5, per l'ampieua 

della banda data in gradiente di den&itl di CaCI dalla frazione denaturata (rela
tiva all'ampieua misurata pet lo atea~ DNA a denaturazione completa) pet 
DNA di T2 parzialmente denaturato. La linea tratteggiata (b) m01tra l'anda
mento sperimentale; la cnrva continua (a) è calcolata nell'ipotesi 3), (v, tellto). 

In modo analogo, le Fig. 11 e 12 riportano l'andamento in funzione di " 
dei relativi coefficienti ~;edimentazione, calcolati ("'") e misurati nel caso 
del T,. Anche qui non vi è accordo tra dati calcolati e dati sperimentali. 

Fig. 11. 

,. 

r--
. s •• , (t) 
; s, .. (OJ 

l 

• • ~ -------- -•-----.--

ONA di T2 den•turato a pH 12,S 

' " ,. 
T ( stçondi l 

Andamento in funzione di ':" per il coefficiente di sedimentazione della frll.Zioae 
nativa (relativo a quello misurato per lo 11tesao DNA allo stato nativo) per DNA 
di T2 parzialmente denaturato. La curva tratteggiata mostra l'andamento Bpe
rimentale. La curva continua è calcolata nell'ipotesi 3). 

.inn. Illl. Super, Sant'là (1966) t, 629·6U, 
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Sembra quindi che anche questa terza interpreta:r.iorw uon ~· aecordi cun 

l'cslwricnza e vada quindi messa da partt•. 

,. 
' 

,, DNA di T2 denat~rato d pH 12,5 

"·"o[-------,,~------,,,------:T:c----,,~'lr-,-:.---.--;,-,c,-!,, 
(~ecood> J (mmur·, 1 

:Fig. 12. -Andamento in funzione di.,- per il coefficiente di sedimenta~ione della frazione 
denaturata (relativo a quello misurato per lo stesso Dì'o;A a denaturazione com· 
pleta) per DNA di T2 parzialmomtc denaturato. La linea tratteggiata mostra 
l'andamento speriml"ntale. La eurva continua è calcolata ndl'ipotesi 3). 

' 
d) Inizio casuale a carat!er(! qua$i-cata.~tro{ico della denaturaziom•. 

Ci resta da prendere in esame la quarta ed ultima interpretazione possi· 
bile dei risultati da noi ottenuti. Essa consiste nell'ammettcrt' che lt> curvt· 
comt\ quella della Fig. 13 rappresentino, in funzion,~ del tempo a partire 

,, 

•• 

... 

Fig. 13. -· 

FrdzioM 
d•naturMa 

DNA di T2 deo•turalo • pH 12,5 

1\ 

Andamento in funzione di '• tempo di permancnz,\ a pii 12,5, per la percen· 
tuale di materiale che compare nella banda di densita cornspondente al DNA 
denaturato, nel caso del' D~ A di T2. 

Atw. 11!1. 8111"'"· 8w<ilù (196tl) 2, t;~U-6J7. 
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dall'istante in cui si instaurano le condizioni di denaturazione, la frazione 
di molecole che ha già subito la denaturazione completa, mentre le molecole 
restanti sono per la maggior parte ancora allo stato nativo. 

Per quanto non abbiamo trovato finora dei risultati sperimentali che si 
oppongano a questa interpretazione, è tuttavia necessario mettere in rilievo 
ch'essa presenta non poche difficoltà di varia natura. 

In primo luogo essa è in contraddizione con le idee universalmente 
accettate sul fenomeno della denaturazione del DNA. Si dovrebbe ammettere 
infatti che nell'istante in cui si instaurano le condizioni di denaturazione, il 
processo di separazione delle due eliche non ha affatto inizio contemporanea· 
mente in tutte le molecole. L'inizio di tale processo sarebbe in realtà un fatto 
casuale, dipendente o da processi interni di riassestamento della molecola, 
dopo la rottura dei legami a idrogeno (processi aventi vite medie loro pro· 
prie, ben definite), o dal realizzarsi localmente nella soluzione, di determinati 
incontri o di determinate fluttuazioni. Una volta iniziata, la separazione delle 
due eliche procederebbe poi con velocità assai maggiore di quanto si è sempre 
ritenuto finora, assumendo il carattere di un processo quasi-catastrofico. 

Una delle esperienze da noi già pubblicate (42) esclude che l'inizio della 
denaturazione dipenda solo da processi interni alla molecola. Infatti abbiamo 
potuto verificare che il tempo di salita dell'effetto ipercromico irreversibile 
dipende linearmente dalla viscosità del mezzo. È da tener presente che questo 
risultato può per altro interpretarsi benissimo nel quadro fino ad oggi adot
tato : se tale tempo di saliti! coincidesse col tempo che impiegano le due eliche 
di ciascuna molecola a tiotolarsi, esso dipenderebbe proprio linearmente 
dalla viscosità del mezzo. 

D'altra parte, le difficoltà meccaniche già rilevate a proposito del mo
dello di Watson e Crick, risultano in questa quarta interpretazione notevol
mente aggravate. Riprendiamo l'esempio del DNA del fago T 1 • Dalla quan
tità del materiale di densità intermedia presente nel gradiente di densità, 
si può valutare (valendo l'interpretazione ora presa in esame) a circa l se· 
condo il tempo effettivamente impiegato dalle due eliche di ciascuna mole
cola a separarsi completamente. Ciò comporta una velocità angolare nel moto 
di rotazione relativo delle due estremità del genoma di ben 20.000 giri al 
secondo e l'energia necessaria per vincere le forze di attrito del mezzo, nel 
moto di srotolamento, risulta l .000 volte maggiore di quanto calcolato da 
Levinthal e Crane (H·ts). D'altro canto, anche se l'indagine rOntgenografica 
non ha potuto finora dire una parola definitiva e se non v'è prova che 
non esista una struttura sensibilmente diversa da quella proposta da 
Watson e Crick che s'accordi ugualmente bene coi dati di diffrazione, è 
indispensabile tuttavia non perdere di vista il fatto che questi dati hanno 
lo stesso un peso ed una importanza che non debbono essere sottovalutati. 
Qualunque tentativo di costruire nn modello, che risolva le difficoltà 

.1 ..... IBI. St<]Jer. Sfmil<'t. (11166) 2, 62\1·647. 
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meccanidu· ,. lP appan·nti contraddizioni, tlo•q• prima di tutto faro• i eonl1 
cun qut·sti t!ati. 

E SI', ancht·. nulla ,-it·ta tli cor:ct·dt•rc all'inunaginaziont· una quald1c 
lilwrtà fact·ntlo di'i tt•ntati' i in tal st·w;u, 1\mit:a t:onclu~iont· ~eientilicamt·nto 
St~ria ,. ~it·ura cht· JWT ilmonwnto .,;j può trarrt• ì: chi' i: ancora nt•t:t'~<bario t'Sll'll• 
1krt· l'ti approfmuliro· l'iuda1!,"Ìil<' SJIPrÌmt·ntal•·. 

2:1 nun·mlm· ]<,!(,(,, 
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On the nature of the pseudohybrids between denatured DNA 
and ribosomal RNA 

JIARW AGE.\(), ELI~AnE1'TA HOH:E l' Ct.AilA FHOYI'.:..LJ 

Summary. - Tho· propt>rti•·~ of a ~pt>cial kind of cnmpl;·xt•s b,•twt•t•n 
tlenaturt>d D1\'A and rihosomal H:"<iA are summarized. It has lwen shown in 
pre,·ious paprrs that thf'M' comph•xes or ,, pst·udohybrid;; .,, formt•d a t ruom 
tempt~raturt·, an• partially rt•si~tant tu HNAa~t·; onl~ tlllt' of th•i two D~A 
strands participatt•s in their formation. Tht• natun' of t}u• bond!< and thP 
maeromolt>cular structun• of tht' pseudohybrith, as wPII as thl"ir biolugical 
meaning. art• far from bt•ing l"lucidat•~d; tht• pos!'ibility that their formation 
could }w d w• : a) t o fortuitous eomplt·mpntarit y of short nudeotillt• sequenet'~, 
or, b) to hyhridi;.o;ation of tht• DI'iA regiom dirt;lfling the rihosomal H1\A 
~>ynthl'sis, an· ht·rp discussetl a!Hl rejt•ctt•d. l\:Iaking- USI' of phaw· <J. DNA 
an d of ribosomal HNA from i t~ rwn infl'e~t·d host (Bacillus nwgathaium) i t i;; 
shown that tht· complt"x formation is highly specitìc for only ont' of the two 
strands, and more prPeisely fur tht• physiologically actin~ strand (Fig. l). 
Tht• eomplt•X ÌH partially rt>Histant to Rl'i"Aas(', as t~Xpt>ett>d (Fig. 2), antl can 
ht· St'parated from tht' residua!, non hybriclizt'd strand», by mean,; uf prepa· 
ratÌ'\t' CsCI dt>mity ~ratlients (Fig. 3). The i~ulatt"d complt"x is shown tu h1· 
unahlt• tu anni' al un1h·r ~uitahlt• condition~ (Fig. 4). 

Tht· spet:ificity nf tht· interaction with the heavy Htrantl, and tht· fal't 
that phagr· Dl'\A should not contain the information fur rihosomal Hl\'A 
aliow u~ to rule out hyputhf'sis a) and /,) rt>spectin·ly. 

Riassunto (Natum df'gli ps••udoibridi tra J)NA dwatura/IJ" Rl\•A rilw
wmico).- Veng-ono descritte alcun•· propril'là di un particolare tipo di eom
plessi che si formano a tt>mpt'ratura ambio•nte tra DNA cll'naturato t' RNA 
ribosomieu. Tali eomplrssi, o " p~t"udoibridi ·•, sono parzialmentt• resistenti 
a l-t!'\ A-asi, t• interessano solo una d,.llt• du•· clicht• dd DNA. 1\on è nota la 
natura dt•l lej:!;UIIII', nè la struttura macromolecolarl' degli Jl"f'Udoihridi, nè 
il loro sij:!;nificato hiolog"ico. Vit>nt· tlisemsa t' seartata l'ipotl'si cht> la loro 
formazione dipenda dalla presenza di hreYi sequt•nz;• ca,.ualnwntt> compi,.. 
mentari, oppure dalla ibridazioni' di lJllt'llt• regioni dt·l DJ\ A cht' contengono 
l'informaziont• r..Iativa alla sintt•si dell'HNA ribosnmiw stt'sso. Fac .. ndo 
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uso del DNA estratto dal fago 1'1.. c dell'RNA rihosomico estratto dal suo 
ospite non infettato, si dimostra che l'interazione riguarda in modo specifico 
una delle due eliche, e più precisamente quPJla fisiologicamente attiva. 

INTRODUCTION 

The generai pietore of the process of RNA synthesis, as it results from 
the most recent works, involves a feature whose mechanism is not yet under· 
stood, namely the selection of one of the two DNA strands for the transcrip· 
tion into the RN A molecole, while the other strand seems, a t least for our 
present knowledge, complete1y inactive. 

Although this finding is reported only for some peculiar phage DNAs 
having an uneven distribution of the bases between the two strands (a pecu
liarity which makes feasible a separation of the two strands) it appears as 
not limited to these special cases, at lf'ast for what concerna the transcrip· 
tions of portions of the genetic message. The problem then remains of what 
make11 one strand recognizable from the other by the RNA polymerase. What 
is certain is that RNA synthesized in vivo, and, under determined conditions 
also in vitro, is able to form hyhrids w.ith only one of the two DNA strands. 

It appears relevant to this problem to note that a similar asimmetry 
has heen observed for the fo;mation of the '( pseudo-hybrids 'l between riho· 
soma! RNA and denatured~iJNA from severa! bacilli. Such complexes, de
scrihed independently by ourselves (AGJENO et al., 1964; DoRE, 1964; AGENO 
et al., 1965; 1966) and by 0PARA-KUBINSKA, KuBINSKY & SzYBALSKI (1964), 
are formed at room temperature by mixing solutions of ribosomal RNA and 
denatured DNA in O.IM NaCI, at neutra! pH. 

They are revealed in CsCI density gradient by a baud having a density 
higher than denatured DNA. Even in the presence of a large excess of RNA, 
only one half of the DNA strands undergoes this density shift. 

The two hands, that of the complex and that of the residua! denatured 
DNA, can be isolated, and throug~ annealing experiments it is possihle to 
show that the hybridizahle portion corresponds to one of the two DNA 
strands, and the residua! portion to the complementary one. 

The complex is partially resistant to RNAase, whose effect is to reduce 
the density of the complex, without reacbing the yalue of the non hyhridized 
DNA strand. Severa! pieces of evidence suggest that the complex is formed 
between a rather long DNA strand and one or more RNA fragments. Tbese 
are bound to the DNA strand forno more than 5-10% ofits length. RNAase 
probahly digests the free ends of those fragments. 

In contrast with the high degree of specificity in the recognition of one 
of the two DNA strands, it can be shown that the pseudohybrid formation 

A nn. Tsl. Super. Swdllì {196(;) 2, IH~-r..'in. 
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is not species·specific, since it i~ possihll:' to obtain interspt"cific ps••udohy

hrid~; among nucleic acids from severa! Bacillac('UI'. 

The nature and the biologìcal significance of the pseudohybrid~; are stili 
obscure. The most obvious hypotheses which could be put forward to explain 

their existence are: a) the pseudohyhrids are formed between short nucleotid;• 

sequences present in thr DNA strand, which by chance correspond to sequence~ 
present in ribosomal RNA; b) the ribosoroal RNA can complement at room 

temperature the cistrons containing the information for its own synthesi!'. 

Furthermorc it should be noted tbat our previous experiments do not 
completely rule out the possibility that messenger RNA, wbich could be 
present in small percentages in our preparations, could ht~ responsihle for 

the pseudohybrid formation. This latter possibility seems however unlikely 

since it is possible to obtain interspecific pseudohybrids. 
Several arguments can immediately be found against either of the above 

hypotheses. First of ali, it seems quite unlikely that RNA, either ribosomal 
or messenger, can hyhridize with its DNA tempia te in tht~ conditions in which 

the pseudohybrid is formed, namely at room temperature, with an activa· 

tion energy of tht~ order of the thermal agìtation energy. If this were true, 
tbe newly synthesized RNA molecule sbould tend .\0 remain associated with 

its template, and one should postulate the existeace of an ad hoc transport 

mechanism in order to detach every RNA molecule as soon a" synthesized, 
and to allow the process of synthesis to go on. 

On the other band, the fortuitous complementation between short 
sequences of nucleotides of DNA and ribosomal RNA seems to be excluded, 

at least as a completely random phenomenon, since the peudohybrids 

ar•· formed with one of the two DNA strands only. 
The present experiments provide definite evidencc that the DNA strand 

which is involved in the formation of tbc pseudohybrid is the physiologically 
activc strand. To this aim we used the DNA from phage IX (active on Ba
cillus megatherium) whose strands have different buoyant dcnsities in CsCI 
density gradient (AURISICCHIO et al., 1961; 1962; CoRDES, EPSTEIN & MAR· 

MUR, 1961) and are therefore easily reso_lvable in the analytical ultra-cen~ 

trifuge; only the heavier strand of phage IX DNA is transcribed in vitro 
(ToCCHINI·VALENTINI et al., 1963). Tbc selectivity observed is against hy· 
pothesis a) (scc above). On the other band, tbc use of a phage DNA which 

should not contain information for rihosomal RNA allows us to reject hypo· 

thesi~ b). 
EXPERIMENTAL 

The experiments consisted in the attempt to form a pseudohybrid 

molecule bt'tWeen thermally denatured IX DNA (10 roin at l00°C, followed 

by rapid eooling) and rihosomal RNA extracted from its non infected host 
(Bacillu.~ megatherium) and partially degraded. RNA wai extracted by thP 

l 
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method deseribed by MONIER et al. (1962). It waa not Craetionated, since 
soluble RNA doe1 not give the complex. described, and messenger RNA of 
the h.ost is certaialy not complementary to the phage DNA. The re1ult of an 
experiment of thie kind is shown in Fig. l. One can see that, when mixed at 
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Fig. l. - Denmomet.. traeiDp 
of U.V. phoWp-apU 
tak1111. at equilibrium 
in c.a deuQty gra
dient alter 24 hou;ri at 
44-, 771) qna. Dt the 
analytical ultraemtrl~ 

fugo Spiaet) Mod.. E. 

a) 21.11 DNA&ompha· 
go IZ. thennally de
natured (l O mi n 
at lOO"C, quickly 
coollld); 

b) 2 lA! deqatuJ:Ild ca; 

DNA ndnd at I'OODl 

temperature with 24 
(J.8 partiaDy degrad· 
ed B. RMA"atlwri"m 
RNA. 

(Ordinate~~: Arbitrary 
Unit1). 

r,qom temperature with an approximately tenfold amount of partially degraded 
AlNA (• = 5.4 S), denatured rx DNA shows a strongly ditferent profile in C.CI 

denrity gradient. The peak of the heavy strand migrate& at a higher deneity 
(1.730 inetead of 1.723 g/cm•) becoming remarkably broader, while the peak. 
of the light etrand remains unalter'ed. On the baris of our previous res1llte 
(AGBNO-el al., 1964; 1965; 1966) the heavier band may be attributed to the 
paeudohybrid molecule1. One should notice the presence of a small amount ·of 
non denatured. materia! (p = 1.705 - 1.709 gfcm•). A minor b~ probably 
due to a non hybridized reridue of the heavy strand, is detectable a t a deaeity 
equal to 1.720 gfem•, slightly lower than that of the heavy &trud in Ùle 
contro!. The existenee of daia latter band is :revealed through the analysis of 
the profile into gaul&ian componente. shown in the figure& by the dotted linee. 

Thia kind of analysia wa1 performed by a Montecarlo- method: 
calculations bave been carried out with aD. IBM 704& computer, using 

..411-n. I61. 8~. SanUà (1966) 2, 848·666. 
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the " Orango " program elahorated in our lahorator\' (t:oRTELLE!'i!iA & 
FARCHI, 1965). 

Fi~. 2-a) shows tht~ results of a similar experiment in which tht· proJJOr
tion of R!\ A to DNA in tht> mixturt~ ha d hecn increasNI. 

•l 
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Fig. 2.- Den~itometer trac

ings of U.V. photw 
graphs laken at equi· 
Iibrium in CsCI den· 
sity gradient. 

a) 2 1-'!l' denatured o: 
DNA and IlO 1-'!l' 
partially degraded 
B. megaiMrium 
Rl\A. mix!'d n! 
roo/ll tewpera
tur<:" ~ 

b) the sanle mixtnre 
as iu a), treated 
wìth pancreatk 
ribonucleasr (l 
~J.g/ml, 90 rnin al 
37oC). 

(Ordinate5 ~ A r L i
trary CnitB). 

The pseudohyhrid band is stili denser and broadPr, as expected on the 
hasis of our previous results (AGF.No et al., 1964; 1965; 1966). Tbc continuous 
background is due toRNA fragments not settled at their cquilibrium position 
a t the hottom of the celi because of their low moleeular weight. A small, non 
hyhridized fraction ofthe heavy strands is al so present, a t a dt~nsity l. 720 g/cm3• 

Treatment of the same mixture used in this experimt•nt with pau.creatic 
rihonuclease (l p.gjml; 90 min a t 37°C) hrings ahout a modification of tht~ 
profile in C sCI density gradient, as shown in Fig. 2-h). The pseudohyhrid han d 
occupies now a position closer to that of the beavy strand of :>:DNA, hut stili 
significantly higher. The non hyhridized residue of tbt• heavy strand hecom!'s 
more abundant, an d slightly denser tban in the non treated contro! [Fig. 2-a)J. 

These results could hc easily explained if one considn<: that tbe strand~; 
of :>:DNA in our preparations are not intact. As rcgards tht' ~;mali non hy
llridi;>;t>d hantl with a density of 1.720 g/cm ", this could ht· due to fragment~; 
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of tbe heavy etran.d of ot DNA. wbicb do not contain hyhridizable portions. 
The fact. that. its mean densi.ty is lower than 'that of the heavy etrand ia the 
contt<d [Fig •. l-a)} euneett tltat the bybridizahle portions of DNAarericher 
in G + C, in agreemot with the finding of 0PA.JU. KUBJ1'{8U, KVBIMRY &: 
SZTBALSJti (1'164). 

Ae we bave alrea.dy pointed out, in p:tevious paper11 {AGBNO ec al., 
1964; 1965; 1966), the RNAaae efl'ect probably contiab in the digestion ol 
the ltefl eQd• of ~e RNA fragm~t11· not completely -bound to the DNA 
stru;ul. However the slight increase in the non hyhridiaed component òt. the 
hf&vy- lltrarul indicate& that a very smaU fraction of the peeudohybrid mole· 
culeJ ìa not ~t to RNAase. 

In order to isolate the pseudohybrid band from the non hyhridized 
DNA, preparative CsCI density gradiente Were used. To achieve the hest 
resolution conditiou, mixtures containing a fiftyfold excen of RNA, and 
not treated with RNAase1 were u&ed. Fig. 3 shows the optical den&ity pat-

tem of a preparative CsCl density gradient; two peab, probably col'tellpond· 
ing to the pseudohybrid and to the residua! DNA, are clflatly vieible- on a 
continuou11 background given by RNA fragmeata. 

s 

__,_ ____ _ 
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Tbc fractions corresponding to the peak appearing at bigher density 
(peak II) were collected and analysed in an analytical CsCl density gradient. 
Fig. 4-a) shows the profile ohtained. One can see tbc isolated pseudobybritl 
band, completely free from residual, non hybridized DNA. 

It is now possibleto test directly on the isolated pseudo-hybrids the possihi
lity that even a small fraction of them is formed with the light strand of phagP 
o: DNA. This was achieved by heating the isolated pseudohybrid at 65oC, in 
the presence of RNAase (l ~J.g/ml; 4 hours at 650C). In these conditions on•• 
should see some renatured material if complementary strands were present. The 
complete absence of any renatured material after such a treatment, shown in 
Fig. 4-b), shows that only one type of strand is prc~ent in the isolated fraction. 

Ro!. 

l~!lf> 

., 

a 

b 

••• .. 

---------, 

6.7 .. 6.9 7.0 '·' x (cm) 
Fig. 4. - Densitometer trancings of U.V. photogrsphs taken at equilibrium in CsCl density 

gradient. 
a) The material of peak Il (fractions 15-20 of the preparative gradient in Fig. 3) 

with a reference DNA (1.695 gfcm5 ). 

b) The same material.after a 4 hours t.reatment a t 65o C in the prellence of RNAase 
(l ~ml); reference DNA is B. megatherium DNA (1.695 gfcm!). 

Ordinates: Arbitrary Units). 
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