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Il primo articolo relativo all’analisi di cellule vegetali mediante Citometria a Flusso (CF) risale al 1973 ma solo negli anni 80
l’applicazione di questa tecnica ha visto un crescente impiego, grazie anche alla metodica rapida e semplice di estrazione dei nuclei
da tessuti vegetali, messa a punto da Galbraith (1983). Oggi il notevole sviluppo tecnologico degli strumenti di analisi, accanto alla
messa a punto di protocolli innovativi e di nuovi connubi tra la citometria e altre tecniche di indagine molecolare, stanno portando
ad un ampliamento dei settori di applicazione della CF a supporto di studi tassonomici, evolutivi, genomici etc… e per diversi
obiettivi come il plant breeding e il sequenziamento dei genomi. Verranno presentati alcuni esempi di applicazioni in ambito
vegetale, con particolare riferimento all’analisi di nuclei, per la determinazione del contenuto di DNA e del livello di ploidia per
identificare poliploidi naturali ed artificiali e tracciare in ibridi interspecifici, e saranno discussi i risultati dell’analisi di sospensioni
cromosomiche e il chromosome sorting in specie appartenenti prevalentemente alla famiglia delle Poaceae (grani). La tecnica di
FISH in Sospensione (FISHIS), messa a punto nei nostri laboratori, sarta’ presa ad esempio come nuova metodologia in grado di
favorire ed estendere le applicazioni della CF consentendo di estendere il chromosome sorting a diverse specie, varietà o linee di
interesse agronomico, consentendo l’isolamento di cromosomi “alieni”.
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La citometria a Flusso

• alto “throughput”
• multiparametricità
• elevata risoluzione
• velocità di analisi
• robusta statistica

VANTAGGI

La Citometria a Flusso (FCM) è una tecnica che
consente di analizzare alcune proprietà ottiche di 
singole cellule/particelle in sospensione.



Principali componenti di un Citometro a Flusso
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Istogramma

Dot Plot

nozzle



Parametri ottici: light scattering

Dall’interazione luce-particella scaturiscono i segnali di light-scattering

Side scatter

Forward scatter 

Side scatter

https://www.youtube.com/watch?v=EQXPJ7eees
Q



Side scatter

Discriminazione cellule del sangue

Forward Scatter (FSC) e 
Side Scatter (SSC)
Consentono di 
discriminare alcune
tipologie di cellule in base 
a dimensioni (FSC) 
morfologia e  granulosità
(SSC)
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Se il citometro è anche un “SORTER” 
è possibile isolare “sortare”
le popolazioni di interesse

Flow sorting

Le particelle selezionate vengono dotate di 
carica elettrica  e deviate dalla traiettoria 
lineare mediante piastre cariche 
elettricamente



Parametri ottici: fluorescenza

I fluorofori vengono eccitati da laser a 
specifiche lunghezze d’onda e la 
fluorescenza emessa viene registrata
da diversi detectors

Fluorescenza indotta

Nuclei di grano
colorati con DAPI e…

marcati mediante
(GAA)7FISHIS 

Anticorpo coniugato con 
fluoroforo

Fluorescenza naturale
(clorofilla )

Protoplasti di citrus (Clorofilla)

E’  possibile marcare in modo specifico alcune tipologie di cellule o alcuni
componenti o attività cellulari… 
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La FCM applicata al mondo vegetale (1973) 

Criticità iniziali:

• Difficoltà nella preparazione di cellule in sospensione da tessuti vegetali 
costituiti da cellule tenute insieme da una matrice extracellulare

• Presenza della parete cellulare che conferisce forma non sferica alle 
cellule: flusso laminare disturbato, traiettoria cellule e interazione con 
raggio luminoso variabile.

• Bassa permeabilità della parete cellulare ai reagenti.

• Elevate dimensioni cellulari, a volte superiori all’ orifizio del nozzle

• Presenza di un ampia gamma di metaboliti secondari che possono 
interferire con la colorazione della cellula e dei suoi componenti 
(polifenoli, pigmenti) 

Primo articolo sull’applicazione della citometria a flusso all’analisi dI celllule vegetali fu
pubblicato nel 1973, ma solo a partire dagli anni 80 si diffonde maggiormente l’uso del 
citometro a flusso in ambito vegetale
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Ambiti di applicazione

Ed. 2007



Esempi di applicazioni CF in ambito vegetale

Nuclei

(Galbraith et al., 1983)

Analisi ciclo cellulare

Analisi livello di ploidia

S

Determinazione contenuto di DNA



Determinazione contenuto di DNA in Cardo e Carciofo
(Cynara cardunculus var.)
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Contenuto 2C del DNA del campione =[(media del picco 
G1 del campione)/(media del picco G1 dello 
standard)] x contenuto 2C del DNA dello standard 
(pg DNA)Determinazione contenuto di DNA 

in nuclei di cardo (M1) e carciofo
(M2) colorati con ioduro di 
propidio. M3 standard di 
riferimento (Pisum sativum)
(da Giorgi et al. 2016)

RISULTATI
Contenuto 2C DNA cardo = 2.20 pg ± 0.04 
Contenuto 2C DNA carciofo = 2.40 pg ± 0.04

Standard di riferimento

(Dolezel et al. 2018)

(da Dolezel et al. 2018) 



Analisi livello di ploidia
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Genoma (AA)
(2n=2x=14)

Genoma AABB)
(2n=4x=28)

Genoma (AABBDD)
(2n=6x=42)

(2n=6x=42)

L’esempio dei grani: Triticum sp

T. aestivum

T. durum

T. urartu



Induzione artificiale
di poliploidi

Protocorm like bodies
(PLBs ) in sospensione

• Maggiore vigore

rispetto ai parentali

• Incremento nella

dimensioni di alcuni

organi e nella

produzione di alcuni

metaboliti

• Migliore capacità di 

adattamento

FCM e  Plant Breeding

DOI: 10.1007/s11240-017-1310-8(2017)

Totipotenza delle
cellule vegetali 

http://dx.doi.org/10.1007/s11240-017-1310-8
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Analisi incroci interspecifici 

Triticum aestivum
AABBDD

Analisi GISH; in rosso cromosomi 
di segale in blu di frumento

Secale cerale
(RR)

T. aestivum

Linea XYM7

Linea XYM7 AABB(RR)2D2D

FCM e  “Plant Breeding”

X
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Analisi ciclo cellulare

• Studiare stadio fisiologico 
del seme: sviluppo, 
maturazione, germinazione

• Monitorare 
priming/conservazione

Per:

• Studiare effetti di 
composti citotossici 
(allelopatia, blocco 
sviluppo spore fungine…)

n° nuclei con 4C DNA
n° nuclei con 2C DNA

(4C/2C)=

s

REVIEW
Flow cytometry – a modern method for exploring genome size and 
nuclear DNA synthesis in horticultural and medicinal plant species

Elwira Sliwinska 2018.      DOI: 10.2478/fhort-2018-0011



FCM a supporto di…
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Citometria
a flusso

Studi
tassonomici

Genomica e 
Proteomica

Plant breeding

Coltura in vitro e 
Micropropagazione

(true to type)

Conservazione
del 

germoplasma

Studi evolutivi



Cromosomi mitotici e Citogenetica a flusso
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Sospensione di cromosomi e nuclei di grano.

DNA “colorato” con DAPI
Colorazione Feulgen apici radicali di grano



Citogenetica a flusso
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Cariotipo ideale Cariotipo a flusso ideale

Relative fluorescence
intensity
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L’approccio cromosomico per il sequenziamento del grano tenero

2A 3A 4A 5A1A 6A 7A

1D 2D 4D 5D 6D 7D

2B

3D

1B 3B 4B 5B 6B 7B

Doležel 2009 presentazione orale

 Consortium

Sequencing

Genome

Wheat

International
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Uso di Linee aneuploidi
Linee ditelosomiche

Analisi  CSDt5A

sorting

5 5AS

5AL 5AL

CSdDt5A metafase

5AS

5AS 5AL

Da Kubalàkovà et al. 2005
5AS

5AL

Linee aneuploidi in grano e l’approccio cromosomico



Principali e potenziali utilizzazioni dei cromosomi
“sortati”
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L’approccio cromosomico: problematiche
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Quale soluzione? 

• Non per tutte le specie sono disponibili linee aneuploidi

• Le linee aneuploidi sono spesso ottenute in varietà modello
• e non in varietà di interesse agronomico

(2014)



Confronto FISH -FISHIS
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FISH : standard procedure
Hybridization

mix

Hybridization o.n. 
at 37°C 

Probe labelling

Washing stepsDetection
Staining

Microscope observation

50% Formammide
salmon sperm DNA 
(blocking) 
10% dextrano
solphate
2XSSC 
probe [ ]

DNA hot 
denaturation 
at 75-80C

FISHIS

Alkaline DNA denaturation at pH 13* for 20 min
followed by Tris.HCl neutralization

Hybridization at r.t. for 1 h

Single strand oligonucleotides 
sinthetically labeled derived  
from microsatellites 

spread  metaphase

slide

G
AA

A
A
G

G



Da FISH a FISHIS: nascita della Citogenetica 
molecolare a flusso

Ibridazione FISH  su metafase di 
Triticum durum (2n=4x=28  AABB)  
sonda (GAA)7Cy3 Fluorescenza DNA (DAPI)

F
SC

Standard dot plot  

DNA contentFluorescenza DNA (DAPI)

(G
A

A
) 7

F
IT

C
 F

lu
or
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e

Dot plot dopo FISHIS  

Possibilità di estendere l’approccio
cromosomico a specie selvatiche e varietà di 
interesse agronomic

L’esempio del grano duro
(GAA)7 FISHIS
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FISHIS e separazione dei genomi A e B in grano duro

Genome A

Genome B

(GAA)7 distribution 
on 
pasta wheat 
genomes
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Chromosome sorting

Separazione di singoli
cromosomi appartenenti
ai due genomi A e B  di 
grano duro



Sorting di cromosomi “alieni” da linee ricombinanti
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Analisi biparametrica linea
R5-2-10 dopo (GAA)7-FISHIS

Cromosomi
7 A L / 7 e l1 L  s o r t a t i

Ceoloni et al. 2014

L i n e e r i c o m b i n a n t i
7 A L / 7 e l1 L  

Grano duro Linea 5-2-10

• Geni resistenza ruggine

• QTL per produttività 

• Colorazione cariosside



FISHIS e FCM per l’analisi di “cromosomi alieni”
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T. aestivum

X n reincroci
con T. aestivum

R2
6Bsat/1RL

6Bsat/1RL

Linea addizione/traslocazione (in rosso 
braccio lungo  cromosoma 1R di segale

Sorting cromosomico dopo (GAA)7

FISH 
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Citogenetica molecolare a Flusso e Genotyping by sequencing (GBS)

In Avena sativa
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FCM in pianta: passato, presente e …futuro

continua…

2008
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Rappresentazione dei dati
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Istogramma
(analisi singolo parametro)

Y Axis
90� SSC 

Dot Plot
analisi bi-parametrica
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• 3

5

41%

29%

21%

5,80% 3,20%

DNA content

Ploidy level

DNA content

and ploidy

level

Chromosome

sorting

Plant flow cytometry in letteratura
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Da Scopus: Plant Flow cytometry
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Although the first patent on a prototype was issued in 1953, the first 
flow cytometry device based on fluorescence was developed in 1968 
by Wolfgang Göhde from the University of Muenster (Germany) and 
was first commercialized in 1968–69 by Partec GmbH (Muenster, 
Germany) through PHYWE AG (Goettingen, Germany).

Although the first paper on plant nuclei analysis using flow cytometry
was published in 1973 the breakthrough in plant DNA analysis by FC 
came during the late 1980s, when researchers started to persistently 
apply this technology in plants. 

Flow  cytometry is  an  excellent  method  for  detailed  
analysis  of  proliferating cell populations as it provides 
the distribution of  nuclei based on their DNA content 
(Youngh et al 2016)
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