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Atti Soc. Tosc. Sci. Nat., Mem., Serie B, 84 (1977)
pagg. 1-6, f. 1.

A. M. INNOCENTI, B. BITONTI (*)

ETA’ DEL SEME E VARIAZIONI NEL RAPPORTO ISTONI/DNA
IN MERISTEMI QUIESCENTI DI TRITICUM DURUM
cv. CAPPELLI

Riassunto — In relazione alla diversa risposta alla germinazione di semi di eta
diversa & stato saggiato il rapporto istoni/DNA nelle popolazioni presintetiche di
meristemi quiescenti di Triticum durum in cariossidi postmature di un anno, che
germinano al 100% entro 72h, ed in cariossidi vecchie di quattro anni che non ger-
minano pit. L’analisi & stata condotta solo su cellule con contenuto in DNA/nucleo
2C e minor volume cellulare e nucleare, perfettamente isodiametriche. Dai dati
raccolti appare evidente che il rapporto istoni/DNA & piu elevato nelle popolazioni
nucleari presintetiche di meristemi radicali vecchi che nelle stesse popolazioni ap-
partenenti a meristemi giovani. Inoltre tale rapporto presenta nei meristemi radicali
di semi vecchi una maggiore eterogeneita.

Summary — Cytophotometric analysis of nuclear DNA and histones content
were carried out in Triticum durum resting meristems of different age. It was
shown that the nuclei in the presinthetic phase of nuclear cycle, all having 2C DNA
content, display different amount of fast-green stainable histones both in aged
and in young caryopses. As to histones / DNA ratio, the collected data indicate
that the ratio is higher in old resting meristems which do not germinate any more
than in young resting meristems. Besides the histones / DNA ratio appears more
heterogeneous in old meristems. The possible significance of the quantitative varia-
tions in histones content is discussed.

Le cariossidi di Triticum durum, come del resto la mag-
gior parte dei semi, manifestano differenti capacita di germina-
zione se saggiate a diversa eta. In particolare semi piu vecchi ger-
minano in percentuali inferiori e dopo tempi pitt lunghi dalla mes-
sa in germinazione, finché non perdono definitivamente tale ca-
pacita. Durante la quiescenza devono percid avvenire cambiamen-

(*) Dipartimento di Ecologia dell’Universita della Calabria, Arcavacata di Rende
(Cosenza).
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ti metabolici che influenzano la risposta dei tessuti meristematici.

Nell'intento di chiarire alcuni aspetti citologici di questa diver-
sita di risposta, ci siamo posti il problema di analizzare popola-
zoni di cellule meristematiche quiescenti in momenti diversi della
vita del seme.

Data la variabilita esistente nell’ambito delle cellule meriste-
matiche, per confrontare popolazioni corrispondenti di eta diverse
abbiamo preso in esame esclusivamente cellule con contenuto in
DNA/nucleo 2C e fra queste le cellule a minor volume cellulare e
nucleare, perfettamente isodiametriche.

Poiché, come ¢ riportato in letteratura, sono riscontrabili cam-
biamenti nel contenuto in istoni nucleari colorabili al fast-green
sia considerando stadi funzionali diversi delle cellule (DWIVEDI €
NAYLOR, 1968; GIiFForD e TEPPER, 1962; Corsi ed Avanzi, 1970) che
considerando l'attivitd genetica della cromatina (HUANG and BoN-
NER, 1962; BerLowiTZ, 1965; RucH and RosseLET, 1970); abbiamo
pensato di saggiare il rapporto istoni / DNA nelle popolazioni pre-
sintetiche di meristemi quiescenti di Triticum durum in cariossidi
post mature di un anno che germinano al 100% ed in cariossidi
vecchie di quattro anni che non germinano pit.

Cariossidi di Triticum durum cv. Cappelli in un anno e di quat-
tro anni di etd sono state fissate in formalina neutra al 10% e la-
vate tutta la notte. Allo scopo di garantire il pitt possibile le stesse
condizioni di confronto sono stati eseguiti, su ogni singolo vetrino
portaoggetti sia uno striscio di meristema radicale di Triticum di
un anno che uno striscio di meristema radicale di quattro anni,
ben separati 'uno dall’altro.

Entrambi gli strisci di ogni vetrino sono stati colorati con il
metodo Feulgen, sostituendo acido Tricloroacetico 1N (TCA) al-
I'acido cloridrico 1N (HCI) sia nell'idrolisi di 20 minuti che nel reat-
tivo di Schiff. Dopo tre passaggi in anidride solforosa SO, e disi-
dratazione, i vetrini sono stati montati in balsamo del Canada. Le
misure citofotometriche del contenuto in DNA dei singoli nuclei
sono state effettuate a 565 pm seguendo le procedure di Mc LEISH e
SUNDERLAND (1961). Dopo estrazione del DNA i nuclei sono stati
colorati con Fast-green alcalino a pH 8.1 e misurati a 635 pm, se-
condo il metodo di ALFERT e GESCHWIND (1953) modificato da BrocH
e GopMAN (1954). La doppia determinazione & stata resa possibile
mappando i nuclei su fotografie.

In ciascun individuo esaminato sono stati misurati 20 nuclei
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del meristema radicale di seme giovane di un anno di eta e 20 nu-
clei del meristema radicale del seme vecchio di quattro anni. Le
misure sono state ripetute in 6 individui diversi.

RISULTATI E CONCLUSIONI

Nella Fig. 1 sono rappresentati gli istogrammi del rapporto
istoni / DNA in meristemi radicali di cariossidi di Triticum durum
vecchie e non pilt germinanti (istogramma nero) ed in meristemi
radicali di cariossidi di Triticum durum giovani in condizioni otti-
mali di germinabilita (100% di germinanti entro 72 h dalla messa
in germinazione) in tre ripetizioni successive a, b e c.

Appare evidente che il rapporto istoni/DNA ¢& piu elevato nel-
le popolazioni nucleari presintetiche di meristemi radicali vecchi
rispetto al rapporto delle stesse popolazioni appartenenti a meri-
stemi giovani.

Cio & riscontrabile in ciascuna delle tre ripetizioni: a, b e c.
Se poi consideriamo l'andamento del rapporto istoni/DNA nell’am-
bito di ciascuna ripetizione, sembra abbastanza chiaro che nel me-
ristema vecchio vi & un rapporto piu eterogeneo rispetto al meri-
stema giovane.

Dunque nel seme che ha una pronta risposta alla germinazione
tutti i nuclei presintetici del meristema si trovano in condizioni si-
mili per quanto riguarda il rapporto istoni/DNA, mentre, invece,
durante l'invecchiamento non tutti i nuclei avrebbero modificato le
loro condizioni in ugual misura rispetto al parametro da noi con-
siderato.

Dato che gli istoni associati al DNA ne inibiscono l'attivita di
trascrizione (FRENSTER et al., 1963; HUANG and BONNER, 1962; BILLEN
and HNiLIcA, 1964) la minore risposta o 'assenza di risposta alla
germinazione potrebbe essere influenzata da una maggiore quantita
di istoni nucleari associati al DNA.

Un’altra osservazione da tenere presente ¢ che il volume nu-
cleare nelle popolazioni presintetiche dei meristemi radicali dei se-
mi vecchi & del 13% inferiore rispetto al volume nucleare delle po-
polazioni presintetiche dei meristemi radicali dei semi giovani.
Questo si potrebbe spiegare sia perché gli istoni sono responsabili
della contrazione della cromatina (Mirsky et al., 1968), sia perché
i nuclei in posizione presintetica del ciclo mitotico potrebbero con-



4 INNOCENTI A. M. - BITONTI B.

’ meristema 2C giovane —
20 meristema 2C vecchio 22
J
2 s a
(8]
= |
c
2 10]
5
0 7 /0,25 050 0,75 I p-
20
15 b
10]
5]
a = 1 L . N
F/ 0,25 0,50 0,75 1 o
20)
C
15
10
5
— . 4 L 2 . :
0" 025 0,50 075 1 125

Fig. 1 - Frequenze del rapporto istoni/DNA in popolazioni nucleari 2C di meristemi
radicali di cariossidi di Triticum durum di un anno (istogramma chiaro) e di
quattro anni (istogramma scuro).
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tenere, nei meristemi giovani, piti proteine acide, dato che sembra-
no influire di pitt sull’aumento del volume nucleare (ALFERT, 1958).

Lo studio del rapporto istoni/DNA nelle due popolazioni pre-
sintetiche di meristemi quiescenti di Triticum durum ci da comun-
que solo un parziale aspetto di quello che & il complesso quadro
dell'invecchiamento. Ci stimola comunque a porre alcuni pro-
blemi:

i) Se in effetti I'alto contenuto in istoni per nucleo nel meristema
gia vecchio sia la causa o piuttosto il risultato dell’invecchia-
mento;

ii) Se i nuclei che si trovano in fase post-sintetica del ciclo mi-
totico o G, subiscono negli anni analoghi cambiamenti.

Per quanto riguarda il secondo punto appare abbastanza ve-
rosimile che i nuclei G, possono avere modelli di invecchiamento
caratteristici dato che presentano comportamento diverso dai nu-
clei G nella loro quiescenza (AvaNzI et al., 1963).
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