Ernesto Pesce

Effetti di irradiazione cronica con radiazioni > su

apici radicali di Lycopersicum esculentum Mill.

INTRODUZIONE

Gli effetti mutageni delle radiazioni corpuscolari o sulla
germinabilita dei semi e sullo sviluppo di plantule di Lycopersi-
cum esculentum Mill. sono stati messi in evidenza in un nostro
precedente lavoro (PESCE 1961).

Con il presente esperimento si ¢ voluto controllare gli ef-
fetti di tali radiazioni corpuscolari su plantule di pomodoro a
livello macroscopico, in termini di ritardo di sviluppo e cariolo-
gico, in termini di mutazioni cromosomiche nei nuclei di cellule
meristematiche radicali.

Ricerche effettuate da diversi Autori hanno messo in luce
un particolare comportamento delle cellule sottoposte all’azione
della radioattivita: in una coltura in vitro si pud dimostrare
che non tutte le cellule sono ugualmente sensibili alle radia-
zioni, tuttavia, essendo tale coltura derivata da relativamente
poche cellule trapiantate nel mezzo colturale, la radioresistenza
di alcune di esse non pud essere attribuita ad una normale
_variabilita biologica (GUSTAFsON 1954).

Esiste dunque uno stadio dello sviluppo delle cellule du-
rante il quale esse sono particolarmente sensibili all’azione
della radioattivita: gli esperimenti hanno dimostrato che il pe-
riodo di particolare radiosensibilita corrisponde all'interfase o
all’inizio della profase mitotica (ALEXANDER 1959).

Tenuto conto di quanto precedentemente & stato esposto,
nel presente lavoro si ¢ voluto cercare, mediante esposizione
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cronica ad una medesima quantita di raggi «, in condizioni
strettamente controllate leffetto di tale tipo di radiazione
ionizzante su un maggior numero di cellule meristematiche di
apici radicali di pomodoro durante lo stadio della loro mag-
giore radiosensibilita.

Tenendo presente che la durata del ciclo mitotico di tali
cellule dura circa 12 ore, alla temperatura di 26°C, il tempo
massimo prescelto di 24 ore di irradiazione risulta sufficiente
a che tutte le cellule del materiale in esame possano ricevere
una certa dose di radioattivita nel periodo durante il quale esse
sono particolarmente sensibili alle radiazioni ionizzanti.

TECNICA

5 apici radicali appena germogliati da semi di pomodoro,
posti a germinare al buio ed alla temperatura costante di 26°C,
sono stati disposti a raggiera al centro di un vetrino da orologio
sul quale era stato precedentemente applicato un disco di carta
da filtro imbevuto di acqua. Sulle plantule, cosi preparate, &
stata sospesa, mediante un anello di vetro del diametro di 3 cm
e dello spessore di 2 mm, una sorgente o emettitrice di Pu®™
avente un’attivita specifica di 1 mc ed una energia iniziale di
6,6 meV.

Tale sorgente veniva cosi a trovarsi alla distanza di circa
1 mm dai germinelli.

L'irradiazione & stata protratta per tempi variabili da 30
minuti a 24 ore. Dopo 24 ore, qualunque fosse stato il periodo
di irradiazione, gli apici radicali trattati venivano fissati in mi-
scela alcool-acido acetico (3:1) per 30 minuti e colorati me-
diante trattamento con reattivo di Schiff, previa idrolisi in
N/HCI] per 7 minuti. Gli apici colorati sono stati schiacciati in
acido acetico al 45% e i preparati sono stati resi permanenti
mediante montaggio in euparal.

Le osservazioni sono state condotte usando un fortissimo
ingrandimento (1.500 X) con obbiettivo ad immersione omo-
genea,
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Per il rilevamento delle mitosi normali ed aberranti ¢ stata
usata la medesima tecnica adottata dagli ematologi per la de-
terminazione della formula leucocitaria: il campo microscopico
& stato cioé spostato da destra a sinistra e viceversa esplorando
cosi il vetrino a zig-zag.

Sono state prese in considerazione soltanto le cellule in
metafase ed anafase essendo pressocche impossibile rilevare,
con assoluta certezza, aberrazioni mitotiche in profase e telofase.

Per ogni vetrino sono state esaminate circa 100 cellule in
attivita mitotica; tuttavia, per i tempi di irradiazione pit lun-
ghi & stato possibile prendere in esame soltanto una cinquan-
tina di cellule per vetrino, essendosi rilevata un’attivita mito-
tica notevolmente ridotta,

Prima di fissare gli apici radicali & stata misurata la lun-
ghezza della plantula in toto, essendo questa misura conside-
rata, da parte dei ricercatori, quale valutazione del danno ge-
netico subito dalla pianta in seguito a qualsiasi trattamento
mutageno.

I dati sperimentali sono stati riportati graficamente e sag-
giati statisticamente, onde evitare qualsiasi dubbio circa la loro
significativita.

RISULTATI SPERIMENTALI E DISCUSSIONE

Una prima valutazione dell’effetto mutageno dovuto all’ir-
radiazione cronica colle particelle corpuscolari «, viene messa
in evidenza dal grafico in fig. 1 sul quale sono riportati, in
ascissa i diversi tempi di irradiazione, in ordinata i singoli va-
lori della lunghezza di ciascuna delle 5 plantule irradiate: si
puo rilevare come lo sviluppo di dette plantule viene notevol-
mente e significativamente ritardato dal trattamento ionizzante
protratto per tempi molto lunghi.

In fig. 2 si riportano graficamente le percentuali delle mi-
tosi normali (metafasi + anafasi). Anche qui si pud notare una
significativa diminuizione della attivita mitotica normale, che
tende a livellarsi su valori pressocche costanti, per tempi dl
trattamento molto prolungati, 3
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I grafici, sono stati costruiti in modo da mettere in evi-
denza anche la variabilita osservata nelle singole plantule e,
rispettivamente, nei singoli preparati ottenuti fissando e’ colo-
rando le plantule stesse: infatti, mentre per i singoli tempi di
trattamento e, rispettivamente, per i singoli rilevamenti dai
preparati l'ordinata ¢ costante, l'ascissa varia in funzione della
misura della plantula e, rispettivamente, delle mitosi normali
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osservate. Congiungendo i punti estremi delle ascisse, in corri-
spondenza della ordinata per la quale si rileva la massima va-
riabilita, e riportando tale segmento sugli altri valori delle
ascisse, in modo che i valori estremi siano equidistanti dagli
estremi del segmento stesso, si ottiene una misura grafica della
variabilita riscontrata per i singoli trattamenti (REVELL 1960).
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Essendo i valori delle mitosi aberranti complementari di
quelli normali, si ¢ omesso di riportarli in grafico. Tuttavia,
poicheé sono stati tenuti distinti i singoli tipi di mutazioni cro-
mosomiche, sia in metafase che in anafase, i valori per essi
osservati sono stati tutti riuniti nelle tabelle I e II; tali valori
sono stati confrontati statisticamente col metodo del «t» di
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Fig. 2

Uno studio comparato dei dati riportati nelle due tabelle
suggerisce importanti considerazioni. Si puo notare, innanzi-
tutto, un incremento delle differenze fra le medie dei rileva-
menti parallelo all'incremento del trattamento ionizzante; tut-
tavia, questo incremento non si nota, oppure risulta scarsamente
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- significativo, per quanto riguarda il rilevamento delle translo-
cazioni. Tale tipo di aberrazione ¢ infatti dovuto all'urto di una
particella ionizzante contro il materiale cromatidico; il fram-
mento che ne risulta ha la capacitad di riunirsi, in speciali
condizioni, e quindi fondersi esattamente allo stesso punto
dov’era prima della irradiazione, cosicche¢ il danno viene ad
essere completamente riparato (GLUCKSMANN 1954). Parte pero
dei frammenti rimane tale, sopratutto quando il nucleo ¢ stato
sottoposto ad elevate dosi di radioattivith (CATCHESIDE et
al. 1946).

Una riprova delle osservazioni precedentemente riportate
viene appunto dalla scarsita delle translocazioni, parallela ad
un forte aumento delle frammentazioni e dei cromosomi acen-
trici, osservabile dalle tabelle I e II.

Le riunificazioni dei frammenti cromatidici possono tal-
volta avvenire in modo anormale del tutto particolare (ALEXAN-
DER 1959); ne risultano tipiche figure di aberrazioni cromoso-
miche: i cosiddetti « ponti ». Quanto ¢ stato osservato nei rile-
vamenti e riportato nella tabella II induce a notare che questo
tipo di aberrazione cromosomica risulta incrementata per alte
dosi di radioattivita, sebbene sia gia abbastanza notevole anche
a dosi piu basse.

L’effetto delle radiazioni sui nuclei delle ceilule meristema-
tiche radicali del pomodoro, risultante dal presente esperimento
¢ indubbiamente notevole; esso risulta infatti da una duplice
azione del particolare tipo di radiazione usato: l'elevato effetto
ionizzante specifico delle particelle «, emesse dal Pu®, dovuto
alla grande energia iniziale (6,6 meV) posseduta da tali parti-
celle e 'azione cronica di esse sul materiale in esame (GRAY et
al. 1942, 1950, 1951).

L'effetto piu notevole che si riscontra nelle cellule, quando
esse vengono irradiate con dosi di radioattivita non sufficienti
ad ucciderle, &€ un arresto della divisione per un limitato pe-
riodo di tempo e, di conseguenza, un arresto dello sviluppo
-della pianta stessa. Fra i molti autori che hanno condotto in-
dagini su tale fenomeno ci si limita a citare ZIRKLE 1953 e
KoLLER 1954,

Questo dato di fatto risulta evidente dal grafico in fig. 2
~dove sono riportate le misure delle plantule, rilevate dopo 24
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TAB. 1I

ANAFASI ABERRANTI (in ©9,)
& Hmwww e FRAMMENTAZIONI .» TRANSLOCAZIONI CROMOSONI ACENTRICI PONTI
R1|R2/R3|R4| M |[R1|R2{R3|/R4| M |R1|/R2(R3|R4| M |[R1|R2|R3|R4| M

Controllo . | 0,0 0,0 0,0 0,0] 0,000 0,0 | 0,0 | 0,0{ 0,0 {0,000 0,0/ 00| 0,0 0,0| 0,000/ 00| 0,0] 0,0 0,0| 0,000
30 min:. . | 0,9 09| 09| 0,9 0,900( 0,0 | 0,0.{ 0,0 0,0 | 0,000 09| 1,9 1,9 1,9| 1,650|.3,8| 3,8 3,8| 3,8| 3,800
lora. . | 09| 20| 1,0| 1,0/ 1,225/ 0,9 | 0,0 | 0,0 | 1,0 | 0,475| 0,9| 1,0| 4,0| 1,0| 1,725| 4,8| 6,0| 50| 4,1| 4,975
2o0re . . | 88| 32| 31| 2,2/ 4,325/ 08| 0,0.| 0,0 | 0,0 | 0,400| 3,5| 3,2| 3,1| 55| 3,825/10,6| 7,5|13,6|10,0|10,425
4ore. . [11,1| 44| 53| 80| 7,200/ 0,8 | 0,8 | 0,0 | 0,8 | 0,600|10,2| 8,8| 88| 9,6| 9,350{12,8| 8,8|10,6|11,3(10,875
6 ore . . [10,7| 6,0| 6,8|13,4(11,725/ 0,9 | 1,0 | 0,0 | 0,0 | 0,475| 68| 7,0| 58| 6,1| 6,425/10,7(13,0| 8,2| 6,8| 9,675
8 ore . . [13,4(11,7| 8,4(10,1{10.900( 0,0 | 0.0 | 0,0 | 0,0 | 0,000| 3,8|11,7|11,8|10,1| 9,350| 7,6| 9,8|15,2(10,1|10,675
14 ore . (13,4 9,8|14,2(12,0(/12.350( 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,000|11,5|11,7|10,7 | 10,3 11,05 |13,4|15,6|14,2 12,0 (13,800
18 ore . . [13,315,0/15,0)16,6|14,915/ 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,000| 6,6 50| 50| 7.1| 5925/23,3112,5/25,0/11,9(18,175
24 ore . . |16,4/16,6(20,0 10,615,900/ 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,000 8,3| 4,7 |14,0 10,6 | 9,400/10,4|16,6|16,6|10,6| 9,400

1% = 3,11 1% = 0,033 12 = 10.44 1% = 4,17

D. M. S. D. M. S. D. M. S. , D. M S.
5% = 2,30 5% = 0,024 59 = 1,97 5% = 3,09
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ore dall'inizio dell'irradiazione. Ma, come ¢ stato gia detto, un
notevole decremento del numero delle cellule in mitosi ¢ stato
potuto osservare nei preparati di apici sottoposti a tempi di
irradiazione piu lunghi, tanto che, per il rilevamento delle aber-
razioni mitotiche, si ¢ dovuto ridurre il numero delle cellule
sottoposte all’'osservazione.

Un altro fattore deve essere tenuto presente per spiegare
un cosi notevole effetto mutageno delle radiazioni «: la decom-
posizione dell’acqua, largamente dimostrata da numerose ri-
cerche di radiochimica, e l'effetto degli ioni risultanti da tale
decomposizione sulle particelle della materia vivente.

Esiste infine una notevole correlazione fra il contenuto in
DNA nel nucleo del materiale irradiato e la risposta di detto
materiale all’effetto ionizzante in termini genetici e citogene-
tici (READ 1960).

Sono appunto in corso ulteriori ricerche, dirette in tal
senso, da parte dell’Autore del presente lavoro, intese a chiarire
i diversi aspetti di tale interessante problema biologico.

RIASSUNTO

Lotti di 5 plantule di pomodoro, appena germinate, sono stati sottoposti
all’azione cronica di radiazioni ¢ emesse da una sorgente di Pu2¥ per tempi
variabili da 30 minuti a 24 ore.

24 ore dopo il trattamento & stata determinata la misura delle plantule
e gli apici radicali sono stati fissati e colorati colla tecnica dello striscio alla
Feulgen.

E’ stato riscontrato un decremento dello sviluppo delle plantule ed un
significaﬁvo incremento delle aberrazioni cromosomiche parallelo ad un ritardo
dell’attivita mitotica sopratutto nei lotti trattati per tempi molto lunghi.

SUMMARY

Groups of 5 tomato seedlings have been cronically treated with «
radiations emitted by a source of Pu2¥, for times varying from 30 minutes to
2+ hours.
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After 24 hours from irradiation the seedlings have been measured and the
root meristems have been fixed and stained with the Feulgen squash method.

A delay of growth of the seedlings, a signifjcant increase of chromosomal
aberrations and a strong delay of mitotic activity have been remarked at
the longest times of irradiation.

RESUME’

Des groupes de 5 jeunes plantes de tomate ont été irradiés a l'aide d’une
source de Pu2® pendant des temps variables de 30 minutes a4 24 heures.

24 heures aprés lirradiation les jeunes plantes ont été mesurées et les
pointes des racines ont été fixées et colorées avec la technique de Feulgen.

On a trouvé un ralentissement de développement et un significantif incré-
ment des aberrations cromosomiques avec un retard de l'activité mitotique
surtout pour les groupes traités pendant des temps trés longs.
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