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Figura 1.2 » Struttura di un nucleotide. La molecola ha tre com-
ponenti: un gruppo fosfato, uno zucchero {in questo caso desossiri-
bosio) e una base azotata (in questo caso adenina).
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Figura 1.4 » Il DNA, una molecola a doppio filamento tenuta as-
sieme da legami idrogeno tra basi appaiate. (a) Rappresentazione
bidimensionale della struttura di una molecola di DNA composta
da catene nucleotidiche complementari. (6) Una molecola di DNA
presentata come una doppia elica.
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I DNA é una molecola costituita da una serie di “mattoncini” che a loro volta sono costituiti da un
gruppo fosfato, uno zucchero a 5 atomi di C e da una base azotata. Questi tre “elementi” sono
uniti tra loro da legami covalenti. Lo zucchero presente nel DNA ¢ il 2-desossiribosio. L'RNA &
costituito dagli stessi mattoncini del DNA, ma presenta il ribosio invece del 2-desossiribosio. Una
molecola di DNA, nella sua forma piu stabile, la troviamo come una doppia elica, costituita da
due filamenti tra loro complementari e antiparalleli. | filamenti sono complementari poiché tra le
basi azotate si possono formare dei ponti idrogeno in maniera specifica (A-T e G-C); antiparalleli
(un filamento presenta il primo nucleotide con il gruppo fosfato libero e I'ultimo con un gruppo
OH libero; I'altro filamento avra una situazione inversa). La distanza tra due coppie di basi nella
doppia elica e di 0,34nm; la distanza dall'inizio del solco maggiore alla fine del solco minore & di

3,4nm poiché contiene 10 coppie di
basi; la distanza tra due eliche & di
circa 2nm.

La replicazione del DNA avviene in
maniera semiconservativa: dopo la
replicazione, da una doppia elica di
DNA si avranno due doppie eliche
di DNA ciascuna delle quali sara
costituita da un filamento parentale
e da un filamento neosintetizzato.
Cio significa che in fase di replica-
zione del DNA, ciascun filamento
della doppia elica funge da stampo
per la sintesi di un filamento com-
plementare. La doppia elica si se-
para con utilizzo di poca energia,
grazie ai legami H tra le basi com-
plementari.
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Flgura 1.6 » La replicazione del DNA. | due filamenti nella molecola parentale sono orientati secondo due direzioni
opposte {frecce). Questi filamenti si separano e i nuovi filamenti sono sintetizzati usando i filamenti parentali come
stampo. A replicazione completata, si ottengono due molecole di DNA a doppio filamento identiche tra loro.
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Oltre al modello di replicazione semiconservativa erano plausibili altri due modelli: il modello di
replicazione conserva-
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completamente nuova e una “vecchia”. Il modello di replicazione dispersiva, prevede invece
una frammentazione della doppia elica in tanti pezzetti di doppia elica. Ciascuno di questi
pezzetti di doppia elica funge da stampo per la sintesi di pezzetti di doppia elica uguali e alla fine
si riassemblano costituendo dei mosaici, ovvero delle molecole di DNA a mosaico che conter-
ranno pezzetti di doppia elica completamente nuovi e pezzetti di doppia elica completamente
vecchi. Dopo un secondo ciclo di replicazione le doppie eliche che si formeranno conterranno
una quantita inferiore di pezzetti di doppia elica della molecola originale.

Esperimento di Meselson e Stahl

| due scienziati utilizzarono Escherichia Coli come organismo modello. Questo batterio riesce a
crescere in terreni molto semplici con sale, amminoacidi a 37°C. Meselson e Stahl fecero
crescere il ceppo in un terreno contenente azoto leggero (** N), dopo molte generazioni le
lisavano con la tecnica di ultracentrifgazione in gradiente di densita di cloruro di cesio. Questa
tecnica prevede velocita molto elevate e a seconda della sostanza utilizzata si pud creare un
gradiente di densita; cioé stratificare nella provetta la soluzione che & stata inserita, secondo
una densita che va da un valore piu alto verso il fondo della provetta ad una densita piu bassa
verso la parte superiore della provetta. Se inseriamo in provetta una macromolecola assieme al
cloruro di cesio e facciamo un’ultracentrifugata, dopo la formazione del gradiente di densita la
macromolecola si andra a disporre nel punto della provetta corrispondente alla propria densita.
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Quando Meselson e Stahl fecero I'ultracentrifugata del lisato batterico, di batteri cresciuti in un
terreno contenente azoto leggero, osservarono la presenza del DNA disposto in una banda nella
parte apicale della provetta. A questo punto i due scienziati sfruttarono I'isotopo *N per prepara-
re il terreno di coltura. Fecero crescere E. Coli per molte generazioni in questo terreno conte-
nente azoto pesante perché volevano essere sicuri che tutto il DNA di E. Coli contenesse esclu-
sivamente azoto pesante. Dopo molte generazioni lisarono alcuni batteri e fecero
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(passaggio 2). A questo punto possiamo escludere che la replicazione avvenga in modo con-
servativo perché, dopo un ciclo di replicazione in azoto pesante, se la replicazione del DNA fos-
se stata conservativa avremmo dovuto aspettarci due bande di cui una leggera e l'altra interme-
dia. Il modello dispersivo pero resta ancora in piedi. Meselson e Stahl fecero un secondo ciclo di
replicazione in azoto leggero; presero le colonie, le lisarono, fecero l'ultracentrifugata e notarono
una banda di densita intermedia e una di densita leggera (passaggio 3): questo risultato fece
escludere lipotesi che la replicazione avvenisse in maniera dispersiva. Se fosse stata dispersi-
va, dopo il secondo ciclo di replicazione ci saremmo aspettati una banda ancora piu leggera ri-
spetto a quella intermedia al passaggio 2, perché di ciclo in ciclo di replicazione, la quantita di
pezzettini del DNA originale sara sempre piu diluita e sarebbero gli unici pezzetti marcati in azo-
to pesante, per cui dovremmo avere sempre bande intermedie e sempre piu leggere in progres-
sione. Invece, secondo I'esperimento, di replicazione in replicazione la banda intermedia pre-
senta sempre la stessa altezza, ma densita inferiore rispetto al passaggio 2 via via che procede
la replicazione. Con altri cicli di replicazione la banda leggera avra intensita maggiore rispetto al
passaggio 3 perché aumentera la quantita di doppie eliche che conterranno solo azoto leggero.

Il flusso dell’informazione genetica

L’informazione che si deve estrinsecare viene trasmessa dal DNA al’lRNA. Questo processo
nelle cellule eucaristiche avviene nel nucleo. L'RNA messaggero & un veicolatore
dellinformazione dal nucleo al citoplasma, dove questa informazione si pu0 estrinsecare attra-
verso la traduzione. Questa informazione viene cosi tradotta in un alfabeto di amminoacidi per
formare le proteine. Attraverso la trascrittasi inversa, enzima virale, si pud passare dal’RNA alla
sintesi di DNA, cDNA (DNA copia). Un cromosoma appare come una sorte di crocetta, costitui-
ta da due cromatidi fratelli uniti a una strozzatura, il centromero. A seconda della posizione del



centromero classifichiamo i cromosomi in: metacentrici se il centromero divide il cromosoma in
due meta uguali; submetacentrici se divide il cromosoma in una parte piu grande ed una piu
piccola; telocentrici se € posizionato verso un’estremita; acrocentrici se il cromosoma é ridotto
ad una “pallina” come il cromosoma Y dei mammiferi.

Mitosi e Meiosi

Le cellule somatiche attraverso la mitosi si replicano e i prodotti del processo mitotico sono
identici alla cellula madre. La cellula madre & diploide (2n): quando troviamo 2n=1 vuol dire che
1 € il numero di cromosomi presenti in quella specie nello stato diploide. Una cellula diploide
possiede un assetto cromosomico costituito da coppie di cromosomi omologhi. | cromosomi
omologhi dal punto di vista morfologico sono simili tra loro, hanno le stesse dimensioni, la
stessa successione genica pur non essendo identici. Il nostro cariotipo & costituito da 22 coppie

di autosomi piu due cromosomi sessuali.
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aploide; “2¢c” come assetto diploide. Perché
una cellula possa dividersi, sia mitoticamente
che meioticamente, deve necessariamente
replicare il suo DNA. Dopo la replicazione del
DNA la cellula presentera un contenuto dop-
pio di DNA e come prodotto mitotico da que-
sta cellula (con contenuto raddoppiato di
DNA) si avranno due cellule, ciascuna della

Sintesi di DNA

Celule fighe quali avra contenuto di DNA identico a quella
Aionds ey idangichis - di partenza e numero cromosomico identico.
& @ ‘ Le cellule germinali non fanno mitosi, bensi
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Cabde a9koid 07 non deniche meiosi. Loglcamen’ge .Ia meiosi e carattgrlstlca
delle specie che si riproducono per via ses-
Figura 2.9 » Confronto tra mitosi e meiosi; ¢ indica il contenuto suale. 1l prodotto della meiosi & Il gamete:

spermatozoo nella linea maschile e cellula
uovo in quella femminile. La meiosi consta di
due fasi di divisioni successive, per cui si par-
la di meiosi 1 e meiosi 2. Dopo la replicazio-
ne del DNA, il contenuto 2n=2c raddoppia a
4c e inizia la prima divisione meiotica che
porta alla formazione di due cellule, ciascuna
delle quali ha un contenuto di DNA pari a 2c.
Da ciascuna di queste cellule, dopo una seconda divisione meiotica, si formeranno 2 cellule, per
un totale di 4 cellule, ciascuna con un contenuto di DNA dimezzato rispetto alla cellula di
partenza e con un assetto cromosomico dimezzato. Per cui non avremo piu un assetto diploide,
ma aploide. Nel caso di una cellula umana (spermatozoo o cellula uovo) a questo punto avra un
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Se partiamo da una cellula diploide che
2 diploid cells
DNA replication

contiene solo 2 cromosomi omologhi (vedi
@ W

figura), quindi 2n=2c; prima di fare mitosi la
MITOSIS

aploide di DNA nel genoma.
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cellula deve replicare il suo DNA, per cui
ciascun cromosoma diventa doppio. A questo
punto ciascun omologo & costituito da 2
cromatidi fratelli. Si forma quindi il fuso
mitotico che consente la corretta separazione
dei cromatidi fratelli. | cromatidi fratelli devono andare uno verso un polo e un altro verso il polo
opposto. | cromosomi costituiti da coppie di cromosomi fratelli prendono contatto col fuso
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mitotico attraverso il centromero. Avviene successivamente la citodieresi e si formeranno due
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cellule diploidi, ciascuna con 2n=2c.

In quest’altra immagine partiamo da
una cellula diploide che come prima
possiede due cromosomi omologhi
2n=2c e che replica il proprio DNA
prima di cominciare la meiosi. Anche
in questo caso, dopo la replicazione
ogni omologo risulta costituito da due
cromatidi fratelli, uniti dal centromero.
Adesso pud cominciare la prima divi-
sione meiotica. | cromosomi omologhi
si respingono con la formazione del
fuso meiotico, si formano le tetradi,
strutture formate da coppie di cromo-
somi omologhi replicate che tra loro
sono molto vicine, € pud avvenire il
crossing-over, ovvero uno scambio
fisico di pezzi di DNA tra cromatidi

non fratelli di cromosomi omologhi. Avvenuto lo scambio, ciascuna coppia di omologhi si allon-
tana verso i poli. Al termine della prima divisione meiotica un omologo andra in una cellula e
I'altro in un’altra cellula. Pud partire la seconda divisione meiotica in cui si separano i cromatidi
fratelli, ognuno verso un polo della cellula e alla fine otterremo 4 cellule, ognuna contenente la
meta del numero di cromosomi della cellula di partenza (aploidi). Devono essere aploidi proprio
perche dall’unione del gamete femminile con quello maschile si forma lo zigote, che ricostituisce
I'assetto diploide della specie in esame. Contando i chiasmi al microscopio elettronico, si pos-
sono contare il numero di scambi che sono avvenuti tra coppie di cromosomi omologhi (tra cro-
matidi non fratelli). Il crossing-over & quindi il momento meiotico in cui avviene la variabilita ge-

netica.
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5 trasmissione dei caratteri
I Le leggi di Mendel

Che cosa ¢ la Genetica?

» Alla fine del XVII secolo si

» La GENETICA e la branca
della Biologia che studia
I'ereditarieta.

» LEREDITARIETA’ e ... il
trasferimento di una
caratteristica dai genitori alla
progenie.

riteneva che gii
spermatozoi contenessero
un individuo adulto in
miniatura (homunculus).
All’epoca si riteneva che
gli spermatozoi
contenessero tutti gli

elementi necessari alla

» Un CARATTERE ereditario € una
CARATTERISTICA ereditabile,
cioe trasmissibile dai genitori ai
figli.

La genetica nella sua definizione piu ampia possibile € un
ramo della scienza che studia la trasmissione dei caratteri,
ovvero in che modo da una generazione a quella successiva
vengono tramandate (trasmesse) le caratteristiche di tutti gl
organismi viventi. Prima di Mendel c’erano teorie piu 0 meno
fantasiose che venivano ritenute valide: per esempio la teoria
del cosiddetto Homunculus che aveva credito nel XVII secolo,
sosteneva che all’interno
della  cellula  gametica
maschile (spermatozoo nei

»  Trail XVIIl e il XIX secolo la teoria maggiormente
diffusa deii’ereditarieta era ia mescoianza dei

caratteri: le qualita dei genitori si mescolano per

formazione di un adulto e
che le cellule uovo
servissero semplicemente
da incubatori.

» | caratteri sono determinati
da unita discrete che
vengono trasmesse intatte da
una generazione a quella
successiva (1865).

» Riscoperta delle leggi di
Mendel tra il 1898 e il 1902
(Bateson — De Vries —
Correns —Von Tschermak).

determinare le qualita dei figli.

» Ad esempio, un genitore alto e un genitore basso

produrranno un figlio di media statura.

» | gameti contengono “essenze” provenienti da diverse
parti del corpo del genitore. Queste essenze si

mescolano per formare il nuovo organismo.

» Questa teoria non spiega molte situazioni,ad esempio:

»  Due genitori con occhi marroni che generano un

figlio con occhi azzurri.

mammiferi) fosse contenuto

una sorta di piccolo * Il termine gene fu coniato
organismo gia formato  nel 1909 da Johannsen.
contenente tutte le

caratteristiche necessarie allo sviluppo dell’organismo adulto,
e che il contributo materno fosse solamente quello di
“‘incubare” il piccolo organismo, compito fondamentale al
corretto sviluppo dell’individuo. Dopo labbandono di tale
teoria, presero il sopravvento varie teorie che sostenevano la
mescolanza dei caratteri, ovvero, non si credeva che i vari
caratteri ereditabili fossero determinati da caratteristiche
discrete (cioé elementi fisici presenti all’interno della cellula),

piuttosto si parlava di essenze che da contributo paterno e da contributo materno si mescolasse-
ro tra loro per determinare poi la formazione del nuovo individuo nella generazione successiva.
Con Mendel quindi si giunse ad una rivoluzione enorme dal punto di vista dell'idea della trasmis-
sione dei caratteri perché lui fu il primo a sostenere che la trasmissione ereditaria avvenisse
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attraverso il passaggio (prima nella produzione delle cellule che servono alla fecondazione e poi
nella fecondazione) di fattori che erano degli elementi fisici, discreti, entita vere e proprie, che
noi oggi indichiamo come cromosomi; e che su questi elementi si trovassero le informazioni che
determinano la manifestazione delle nostre caratteristiche fenotipiche. Quindi, quando parliamo
di fenotipo indichiamo la manifestazione di un carattere ereditario in un individuo; quando par-
liamo invece di genotipo indichiamo la costituzione genetica, ovvero come e fatto quel determi-
nato individuo dal punto di vista del DNA. Nel 1865 nessuno degli scienziati lesse le pubblica-
zioni di Mendel dandogli importanza, solo agli inizi del 1900, circa 50 anni dopo vennero rivaluta-
te e riscoperte da una serie di scienziati e segui la nascita effettiva della genetica. Il termine ge-
ne fu coniato da Johannsen
. : . ; ' nel 1909. Mendel era un frate
Mendel e gli esperimenti con Pisum sativum Eopassionato Gels.  natore
che, nellorticello del suo
convento penso di effettuare degli esperimenti perché era interessato alla trasmissione dei ca-
ratteri ereditari. Scelse come organismo per condurre i suoi studi una pianta molto comune, dif-
fusa e di facile crescita, il Pisum Sativum, il cui fiore puo essere bianco oppure di colore porpora:
quest’alternativa fenotipica & stata una delle caratteristiche analizzate da Mendel. E una pianta
che ben si presta ad esperimenti di incroci controllati perché € a fiore e come tale presenta (nel
fiore) sia le strutture riproduttive maschili che femminili, inoltre & molto semplice tagliare via da
un fiore le strutture maschili (sostanzialmente le antere) che portano i granuli di polline e quindi
impedire che in quel fiore avvenga autoimpollinazione. E altrettanto facile prendere da una pian-
ta un po’ di polline con un pennellino e impollinare manualmente le strutture femminili di un’altra
pianta, quindi molto semplice stabilire quale incorcio si vuole fare. Una volta avvenuta la fecon-
dazione si sviluppa il baccello che contiene i nuovi semi (si sviluppa dall’ovaio fecondato). Men-
del osservava nelle piante di pisello che normalmente coltivava nel suo orto delle caratteristiche
alternative tra loro: il colore del fiore pu0 essere bianco o porpora; il baccello liscio o settato. I
suo obiettivo era capire se si potesse formulare un principio che regolasse la trasmissione dei
caratteri. | semi potevano
essere verdi oppure gialli Gli esperimenti di Mendel
lisci oppure rugosi. Mendel
studid 7 caratteristiche della » Lauto-impollinazione e le linee pure:
pianta e riusci a formulare i
suoi principi. La prima cosa ,
che si propose di fare fu Lauto-fecondazione di piante per numerose generazioni
quella di ottenere delle piante  porta alla stabilizzazione del carattere.Tali linee vengono
che manifestassero  definite PURE.
stabilmente un determinato
carattere, cioé incrociandole tra loro di generazione in generazione il carattere rimaneva sempre
lo stesso: piante a fiori bianchi che incrociate con piante a fiori bianchi dessero sempre piante a
fiori bianchi; piante a fiori rossi che incrociate con piante a fiori rossi dessero sempre piante a
fiori rossi). Lascid che avvenisse quindi 'autofecondazione per molte generazioni di piante che
avevano una certa caratteristica: quindi piante a fiori bianchi, autofecondate per molte genera-
zioni, in modo tale da essere sicuro che incrociando tra loro piante a fiori bianchi ottenesse
sempre piante a fiori bianchi. Poi piante a fiori rossi autofecondate per molte generazioni che
dessero piante a fiori rossi

» Mendel prelevo il polline dalle antere di una pianta appartenente a una Che a loro \./O|’Fa 'nchClate con
linea pura a fiori bianchi e lo pose sul pistillo di una pianta appartenente  piante a fiori rossi dessero
a una linea pura a fiori porpora dalla quale aveva rimosso le antere. sempre piante a fiori rossi
> I risultati furono... Queste linee di piante che

avevano un determinato fenotipo stabilizzato vengono definite linee pure. Una volta ottenute
queste linee pure comincio ad incrociare tra loro linee pure con caratteristiche diverse: in parti-
colare taglio le antere da una linea pura di piante a fiori porpora e prendeva il polline con un
pennellino dalle antere di piante a fiori bianchi di una linea pura e lo traslocava sulle strutture



riproduttive femminili della linea pura di piante a fiori porpora: quindi esegui un incrocio tra una
linea pura a fiori bianchi ed una linea pura a fiori porpora. Fece anche lincrocio inverso: la

» Prima Generazione Filiale (FI) pianta a fiori porpora fungeva da ma-
» Porpora x Bianco = Porpora schio e quella a fiori bianchi da fem-
(Parentali) (Progenie F)) mina. In entrampl gli incroci | risultati

! erano sempre gli stessi. P & la gene-

S . . m razione parental_e e gli individgi C.h.e Ia}

(true-broecing - compongono si chiamano individui

parents) Purple | White parentali: dall'incrocio bianco x porpo-

(NS ra ottenne una progenie che viene

2 anche definita prima generazione filia-

F, Generation , le (0 F1), in quanto comprende i figli

(hybride) Al plants had di un primo incrocio, tutti a fiori porpo-

purple flowers

ra; nemmeno una pianta era a fiori
bianchi! La F1 quando é& frutto
dellincrocio tra due linee pure & an-
che chiamata generazione ibrida. A questo punto dell’esperimento Mendel non poteva dedurre
ancora nulla, perché questi risultati non ci dicono molto. Cosi pensd di prendere le piante
ottenute alla F1 e di incrociarle tra » Seconda Generazione Filiale (F2)

Poi incrocio tra loro le piante della Fl e il risultato fu...

loro, (o] meglio ne consenti » F, (Porpora) x F, (Porpora) = Porpora e bianco
l'autofecondazione per andare ad (Parentali) (Progenie F,)
osservare cosa accadeva nella

seconda generazione filiale (o F2), i rev e

figli della generazione F1. (Se e

prendiamo gli individui della F1 e i Fyganaratin

incrociamo tra loro, oppure, se la N X o

specie presa in esame ce lo consente napue  haduhis

li autofecondiamo, i flg|l che ottenia- » CONTA DEI RISULTATI:
mo andranno a costituire la F2, 0, 929 fiori: 705 porpora, 224 bianchi

seconda generazione filiale, facendo 705:929=X:100 X=705x100/929=75,89% (porpora)
riferimento al primo incrocio di » 224:929=X:100 X=224x100/929=24,1 1% (bianco)
partenza). Cosa ottenne Mendel alla » Il rapporto porpora/bianco € circa 3:1 (3/4 : 1/4)!

F2? Ottenne la ricomparsa del fiore

bianco; o meglio di piante che presentavano il fiore bianco; quindi questa F2 era costituita sia da
piante a fiori bianchi che da piante a fiori porpora. Questa osservazione perd era gia stata fatta
in precendenza: era noto che facendo determinati tipi di incroci si riuscissero ad ottenere,
dall’incrocio tra piante che non presentavano un certo fenotipo (in questo caso stiamo incrocian-
do piante con fiori rossi tra loro) piante con quel fenotipo mancante nei genitori. L’operazione
innovativa attuata da Mendel fu la conta delle piante a fiori bianchi e delle piante a fiori porpora
ottenute alla F2, per capire se ci fosse un razionale matematico, una logica nei risultati ottenuti,
oppure se i risultati fossero casuali e variabili. Nella fattispecie I'esperimento mendeliano
presenta una F2 costituita da circa 1000 piante (929 piante) di cui 705 con fiori porpora e 224
con fiori bianchi. Che tipo di rapporto & 705 a 224? 705 & circa il 75% di 929, mentre 224 ¢ circa
il 25% di 929; quindi Mendel osservava in F2, innanzitutto la ricomparsa del carattere scompar-
so in F1 (fiore bianco), ma il rapporto tra le piante a fiore porpora e quelle a fiore bianco era
allincirca 75% a 25%, cioé i % delle piante avevano fiori rossi, mentre % delle piante avevano
fiori bianchi, il famoso rapporto 3:1; che corrisponde a 3:%. Stiamo analizzando un esperimento
fatto su circa 1000 piante, non su 10! Se avessimo analizzato solo 10 piante della progenie
sarebbe stato estremamente improbabile individuare questo tipo di rapporto perché un campio-
ne di 10 piante non consente di effettuare un’analisi statisticamente significativa (non & possibile
osservare un rapporto 3:1 su una progenie di 4 figli! Non & statisticamente plausibile!) Mendel
ripeté gli stessi esperimenti per altri sei caratteristiche per verificare se cio che aveva osservato
fosse un comportamento peculiare (per il colore del fiore), o se coinvolgesse anche altri caratte-
ri. Anche per tutti gli altri sei caratteri analizzati da Mendel, furono ottenuti sempre gli stessi
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risultati: prendendo delle linee pure con caratteristiche opposte (piante alte e piante nane) e in-

crociandole tra loro otteneva una F1 costituita interamente
da piante alte; scompariva anche in questo caso una delle
due caratteristiche presenti in una linea parentale (il carat-
tere basso); ma incrociando (autofecondando) le piante del-
la F1 otteneva alla F2 la ricomparsa del carattere parentale
che era scomparso alla F1 (carattere basso); e contando i
risultati notd che anche in questo caso il rapporto piante al-
te:piante nane era di circa 3:1 (3 : ). In conclusione,
Mendel verificd che questi 7 caratteri che aveva analizzato,
caratteri che si presentavano con caratteristiche alternative
tra di loro e facilmente discriminabili (colore del seme giallo
o verde; colore del fiore bianco o porpora) si comportavano
nella stessa maniera (utilizzando lo stratagemma di partire
da linee pure). A tale punto Mendel doveva proporre una
regola che potesse descrivere il comportamento omogeneo
di tutti i 7 caratteri esaminati di generazione in generazione,

» TABELLA 3.1
Risultati degli incroci di Mendel tra monoibridi

Linee parentali Progenie F, Rapporto
Piante alte X piante nane 787 alte, 277 nane 2,841
Semi lisci X semi rugosi 5.474 lisdi, 1.850 rugosi 2,96:1
Semi gialli X semi verdi 6.022 gialli, 2.001 verdi 3,01:1
Fiori viola X fiori bianchi 705 viola, 224 bianchi 3,15:1
Baccelli larghi X baccelli stretti 882 larghi, 299 stretti 2,95:1
Baccelli verdi X baccelli gialli 428 verdi, 152 gialli 2,82:1
Fiori assiali X fiori terminali 651 assiali, 207 terminali 3,14:1

Snustad, Simmons
Principi di Genetica, IV Ed.
EdiSES

» Mendel noto che nella Fl si manifesta

solo il carattere porpora.
» Osservo che il carattere bianco

assente in Fl ricompare in F2 con una

assente P nur

precisa proporzione.
» Dedusse che l'informazione per il
e nella

. \
carattara hianco @ nrag
Ca < P

ol
M

ant, |
1atCr CianCo TCSCNC 1 Ty

anche se & “mascherata”
dall'informazione per il carattere
porpora.

» Defini ibrida la progenie Fl in quanto
contiene le informazioni per entrambi i
caratteri, ereditate da ciascuno dei due
parentali.

» Condusse gli stessi tipi di incroci per
altri 6 caratteri, ottenendo gli stessi
risultati.

quindi un principio che potesse
spiegare questi risultati, ovvero in-
terpretarli nella maniera piu scienti-
fica possibile. Ovviamente la de-
scrizione dei risultati deve essere
attenta, accurata, onesta e
'esperimento deve essere costrui-
to in maniera logica e riproducibile,
anche a distanza di anni:
'esperimento & valido soltanto se i
risultati ottenuti la prima volta sono
saranno esattamente gli stessi che
si otterranno in futuro. Il primo
principio che formuld Mendel, fu

quello che noi oggi definiamo come principio della dominanza: il comportamento dei caratteri
mendeliani del tipo linea pura a fiori bianchi-linea pura a fiori porpora, F1 solo fiori porpora, F2
fiori porpora e bianchi, fece pensare che gli individui della F1 avessero anche I'informazione del
colore bianco, ma questa informazione era mascherata dalla presenza (contemporanea)

dellinformazione per il colore

porpora QUIndI v “Dani ArcanicmaAa n D) fattnri cha rAanfrallana Fincriin
|’|nformaz|one (que”a Che 4 VSIII Wi aliiiIiv 1i1a o« ,uu.u” CIIC WUl viialiv Giaouwulili
Mendel chiamava fattore), il ~ carattere” (oggi i fattori si chiamano allelj, cioé
fattore che determina il fiore  forme alternative di un gene).

porpora domina il fattore che » Carattere dominante

determina il fiore bianco, per

cui, nelle linee parentali por- » Un carattere che domina (maschera/copre) quello recessivo;
pora €& presente solo si indica con una lettera maiuscola

IlnformazuK/lne cE)elr i fIOtrI por- s Carattere recessivo

pora, e Mendel sosteneva

che fosse in doppia copia; » Non si manifesta se € presente anche un carattere

nelle piante a fiori bianchi e dominante; si indica con una lettera minuscola.

presente solo linformazione
per il fiore bianco: essendo
quindi presente solo
linformazione per quel carat-

» Fiore porpora, fenotipo dominante = P
» Fiore bianco, fenotipo recessivo = p

tere (in doppia copia nel porpora e in doppia copia nel bianco) cid che poteva venire fuori era



solo fiore porpora e fiore bianco. Questi fattori sono contenuti in doppia copia perché attraverso
la riproduzione sessuale, la pianta a fiori porpora dava la meta della sua informazione (porpora)
alla F1 e la pianta a fiori bianchi dava la meta della sua informazione (bianco) alla F1: le piante

alla F1 si trovavano ad avere

L 5 e D AllAl sia linformazione per i fiori
Vy =1 OVIIV 4 allCill . . . .
porpora, sia quella per i fiori
A Ll allala viama amadicsasa dal camicsama famasmntonn I-I‘. e~ Al . .
y UIl dlICIC VICIIC CI CUildlO Udi SCIIILUIC ICIIIIIIIIId_, daill O Udli blanChl
maschio. Una di queste due copie €
v Ohindi 'informazione colore porpora,
| 4 \<UIII\.II ) 1
altra colore bianco: quello
A CiAava mAarmAamra = DD = linnan miirma AAamiinan . . .
» rioi'eé porpora — rr — lin€a puia uunllllalu.c: Che afferma || prInCIpIO de"a
» GENOTIPO OMOZIGOTE DOMINANTE dominanza €& che quando so-
[ Figre bianco = DP = |inea_ Pv_ra recessiva no pl’esentl ContempOl’anea-
» GENOTIPO OMOZIGOTE RECESSIVO mente questi due fattori
) allinterno di un individuo, ce
» E I fiori porpora Pp? n'@ uno che domina sullaltro;
» GENOTIPO ETEROZIGOTE in questo caso porpora domi-

na su bianco, di conseguenza
il fenotipo sara porpora (il fe-
notipo del fattore dominante).
L’altro fenotipo (fiore bianco) sara definito recessivo. Come si stabilisce un fenotipo dominante e
un fenotipo recessivo? Prendendo de linee pure con fenotipo opposto, incrociandole tra loro e
osservando il fenotipo della F1. Questi fattori discreti, responsabili della manifestazione di un
certo carattere sono quindi presenti in doppia copia in ogni organismo e vengono trasmessi uno
per volta (da ciascun genitore) alla progenie. Il carattere dominante viene indicato con lettera
maiuscola, quello recessivo con lettera minuscola. Quando incontriamo un genotipo costituito da
due lettere maiuscole stiamo osservando il genotipo di una linea pura (omozigote dominante),
quindi contiene entrambe le
informazioni per un certo
carattere identiche. Stessa
cosa un genotipo caratteriz-
zato da due lettere minuscole
appartiene ad una linea pura, I’espressione di altri (alieli recessivi).
che perd contiene entrambe

le informazioni per il carattere

» “lbridi”; portatori

» Il Principio della Dominanza afferma che alcuni

[<V]

ﬁ
=
o~
(o)
3

—
0
0
o
3
5
[$V]
o}
(=)

~—

D
[AS (R R AR F : i i

receSSIVO QueStI due Al Dwetsnmtontom dlalla CAacencaamm: e ~ -"-" [ RN
genotlpl sono Chlamatl yF inrri |L|!J|U uciia chlﬁgaLIUllc Cillla CIIC
omozigoti; in  particolare  cja5eyn fattore (allele), contenuto in doppia copia in
omozigote dominante,

omozigote recessivo. Qualora  un organismo diploide, si separa dall’altro durante la
invece ci troviamo dinanzi a

un genotipo costituito da una formazione de
lettera maiuscola ed una

minuscola allora stiamo parlando di un genotipo ibrido perché contiene un’informazione per il
carattere dominante ed una per quello recessivo, e secondo il principio della dominanza questo
individuo ibrido che si chiama anche eterozigote, avra un fenotipo dominante: quindi gli omozi-
goti dominanti e gli eterozigoti presentano lo stesso fenotipo (dominante). A volte i genotipi
eterozigoti oltre ad essere definiti ibridi posso essere anche definiti portatori: portatori
dell’informazione recessiva, che non si vede nel loro fenotipo, ma c¢’@ comunque nel loro genoti-
po. Nella slide abbiamo I'esempio riferito al colore porpora o al colore bianco del fiore: la linea
porpora ha un genotipo PP (omozigote dominante), la linea pura a fiore bianco un genotipo
omozigote recessivo dd. L’eterozigote Pp presentera fenotipo dominante, ma nel suo genotipo
contiene anche l'informazione recessiva. Perché? Perché in F2 veniva fuori nuovamente il
fenotipo recessivo; perché ogni genitore fornisce la meta della sua informazione alla progenie?
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Perché Mendel ha pensato di spiegarsi in che modo potesse venir fuori il rapporto 3 dominan-
te:% recessivo nella sua F2. Questi sono i primi due principi di Mendel. Quello che Mendel chia-
mava fattore noi oggi lo chiamiamo allele, cioé forma alternativa di un gene: durante la forma-
zione dei gameti, questi due fattori (due alleli) segregano (si separano) I'uno dall’altro in maniera
del tutto indi-
pendente e sta-
tisticamente ca-
suale. Abbiamo

nella slide 1a g.icazione del DNA A 4 2 4
meiosi di una

linea pura di P"P PNP P“P P“P
piante a fiori

porpora: @ | Divisione meiotica " < %« » «

schematizzata

una sola coppia

di cromosomi,

ma pisum sati- !l Divisione meiotica " 4 > | [ 4 > |
vum non ha una

sola coppia di Gamed

cromosomi, per

semplicita ne

abbiamo indicato solo una in modo tale da guardare solo i cromosomi su cui si trovano i fattori
(gli alleli) per il colore del fiore. Partiamo da una pianta, quindi una linea pura omozigote che
contiene entrambi i fattori dello stesso tipo (in questo caso porpora): allele P su un cromosoma e
P sull’altro cromosoma (2 cromosomi omologhi). Prima di fare divisione cellulare, la cellula deve
necessariamente replicare il DNA, per cui dopo la replicazione, ciascun cromosoma sara costi-
tuito da 2 molecole di DNA che chiamiamo cromatidi fratelli tenuti insieme da una struttura
chiamata centromero, la quale prende contatto con le fibre del fuso e assicurera poi la corretta
segregazione degli omologhi e dei cromatidi poi. Questo € un punto cruciale della meiosi. Prima
della prima divisione meiotica i cromosomi omologhi si appaiano, formano le tetrodi, se € il caso
avviene il crossing-over; dopodiché un omologo mira verso un polo del fuso l'altro omologo al
polo opposto; non possono andare tutti e due dalla stessa parte; guai se avvenisse una cosa del
genere. Le due cellule figlie, dopo la prima divisione meiotica devono subire la seconda divisio-
ne, che prevede la formazione del fuso mitotico, i cromosomi si dispongono a livello equatoriale,
e a questo punto i cromatidi

»
[ 4
L 2
[

fratelli si separano e migrano I
uno verso un polo e laltro ver- G| |\
so l'altro polo. Questo accade | IP
per entrambe le cellule prodot- AL
te dalla prima divisione meioti-  Replicazione del DNA '!
ca e alla fine avremo 4 gameti

aploidi ciascuno contenente in P"P P“P

questo caso un cromosoma (.

(perché siamo partiti da una | pivisione meiotica » &«

cellula diploide con 2 cromo- ah T
somi) e questi gameti sono del- ( P“P\ ( P"P »
lo stesso tipo, ovvero conten- ] N
gono tutti linformazione P, | Divisione meiotica * o * «
perché la cellula di partenza

conteneva solo l'allele P. Spe-

cularmente € quello che acca- Gamet

de anche nella meiosi di un

omozigote recessivo pp, il
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quale alla fine produrra 4 gameti contenenti esclusivamente I'informazione p. La F1 si forma
dallunione di un gamete prodotto dalla pianta omozigote dominante al gamete prodotto dalla
pianta omozigote recessiva; quindi da un gamete P e da un gamete p; per cui lo zigote che si
forma sara Pp: avra su un omologo il fatto P e sull'altro il fattore p. Nell’eterozigote che cosa
accade durante la meiosi? La stessa cosa: avviene la replicazione del DNA, parte la prima
divisione meiotica, un omologo migra verso un polo e l'altro verso il polo opposto; dopo la prima
divisione le cellule figlie conterranno una I'informazione P e I'altra I'informazione p; in seconda
divisione meiotica I'informazione P di una cellula e l'informazione p dell’altra cellula verranno
ripartite nelle cellule figlie da loro prodotte. Il prodotto della meiosi di un monoibrido (perché
stiamo considerando un solo carattere, Pp) non € piu un solo tipo di gamete come nel caso
dellomozigote (sia esso dominante o recessivo), ma ben due tipi di gameti: sia gameti conte-
nenti P che gameti contenenti p (50% gameti P e 50% gameti p) perché da ogni singola meiosi
di un individuo eterozigote vengono fuori due

gameti P e due gameti p; quindi la meta P e la

meta p. Nellincrocio tra piante alte e piante na-

p» ne, il carattere per I'altezza e indicato con la lette-

omozigote Naso ra D: le piante con genotipo DD sono fenotipica-

produce un tipo . ..

o gameti. h4 V mente alte, quelle con genotipo dd sono fenotipi-
® @ camente nane. La pianta di linea pura alta produ-

8

Ao
Q°°Ciascun genitore P

z
g

ce un solo tipo di gamete D, quella di linea pura

AS,
W;ﬁ%%%:‘jgﬂ F, il nana splo un ti_po _di gamete d perché sono le u-
ROPOIONS, IR niche informazioni contenute da queste piante.
Gameti (D @ Nella formazione della F1 un gamete (D) si uni-
s [ Autolecondazione —— sce con un gamete (d) e quindi queste piante sa-
Gietarozigot P, F, @ @ ranno eterozigoti e avranno fenotipo alto per il
prodiconoprogenie g, | DD b principio della dominanza. Queste piante della F1
in rapporto 3:1. - ~ monoibride (eterozigoti) e producono due tipi di
D o | N gameti (D e d) con un mezzo di probabilita per un
B, Foctpl  Genotpi  gaipto iorcone tipo (D) e un mezzo di probabilita per laltro tipo
Alto ) 1 3 (d). cosa accade se autofecondiamo le piante e-
— 2 c terozigoti della F1? Schematizziamo [lincrocio

) e o ~ con il quadrato di Punnett sui cui lati scriviamo i
foura 3.2y g;z';gegfgzgg,';;?e simbolica dellincrocio tra varieta tipi gametici prodotti da ciascuno dei due .genit_ori:.

i genitori (F1) produce entrambi i gameti, quindi
da un lato del quadrato scriviamo D e d, e
dallaltro lato del quadrato D e d. Andiamo a

riempire i 4 sottoquadrati con il risultato
| o1 i Genetica, TV Ed. dell'incrocio di quei due tipi di gameti. Nel primo
IR EdiSES quadrato in alto a sinistra scriviamo DD perché

deriva dalla fusione di un gamete contenente
l'allele D e un altro gamete contenente un altro allele D; nel primo in alto a destra e nel secondo
in basso a sinistra inseriamo Dd perché derivano dalla fusione di un gamete contenente l'allele
D e un altro gamete contenente l'allele d; nel secondo quadrato in basso a destra inseriamo dd
che deriva dalla fusione di un gamete contenente un allele d e un gamete contenente anch’esso
lallele d. Per il genotipo DD avremo quindi fenotipo alto cosi come per Dd, e per il genotipo dd
un fenotipo basso: & un rapporto fenotipico del tipo 3:1. Quindi possiamo affermare che ogni
organismo possiede due informazioni che vengono ripartite in maniera indipendente durante la
meiosi. La spiegazione di questo modello perd non &€ completa ancora. Le piante della F2
potevano avere fenotipo dominante per 3 e fenotipo recessivo per %. Mendel prese le piante
della F2 con fenotipo recessivo, le autofecondava e otteneva sempre piante con fenotipo
recessivo; se autofecondava le piante della F2 con fenotipo dominante (i %) non otteneva
sempre lo stesso risultato: un certo numero di piante a fiori rossi della F2 se autofecondate
davano sempre piante a fiori rossi (1/3), mentre gli altri 2/3 di piante a fiori rossi della F2, se
autofecondate davano nuovamente una progenie costituita da piante a fiori rossi, e piante con

12



fiori bianchi. Questo perché i 3 delle piante dominanti della F2 non sono omogenee dal punto di
vista genotipico: 1/3 di queste piante ha genotipo omozigote dominante e quindi autofecondato
dara sempre pante con fenotipo dominante, mentre 2/3 di queste piante sono eterozigoti e quin-
di autofecondate si comporteranno come l'incrocio della F1; daranno quindi sia piante con feno-

tipo dominante che piante con fenotipo recessivo in rapporto
3:1. Quindi, solo dopo aver analizzato la progenie anche il
questo modo il principio della dominanza e il principio della
segregazione potevano essere validi per spiegare il compor-
tamento dei caratteri. Se abbiamo detto che la probabilita che
venga fuori un gamete D (T) & %2 e che venga fuori un gamete
d (t) € Y2 nella meiosi di un eterozigote (T sta per tall, ma pos-
siamo utilizzare anche la lettera D come nellesempio prece-
dente), ovviamente la probabilita che si formi un individuo con
genotipo omozigote dominante DD (TT) € 2, cosi come la
probabilita che si formi un individuo con genotipo omozigote
recessivo dd (tt) € 2, mentre invece la probabilita che si formi
un individuo con genotipo eterozigote € % piu %, cioe Y2 per-
ché i genotipi eterozigoti che vengono fuori dal quadrato di

»

»

w

Costruiamo un quadrato di

D
runnett.

Scriviamo i tipi di gameti
prodottl da ciascun parentale
sui due lati esterni del
quadrato

incicta cit

Nao
\JSIII SQIIICLC iNnSiSte su un

sotto-quadrato differente.

Questo € un incrocio tra due
MONOIBRIDI, cioé tra
due ETEROZIGOTI per UN
SOLO CARATTERE.

Punnett sono sia quelli in cui il gamete maschile porta l'allele D (T) e quello femminile l'allele d
(t), sia quelli in cui avviene il contario; quindi in due tipi di unioni gametiche si forma il genotipo
eterozigote, ciascuno di questi due tipi di unioni gametiche ha

» Genotipo:TT, Tt, tt

frequenza %, quindi la somma di queste due probabilita mi da

Y2. Quindi, oltre a dare una descrizione della distribuzione fe-

» Fenotipo:T (TT e Tt) e t (tt) notipica in F2 (% e

14), possiamo anche dare la descrizione

genotipica che e (%4, Y2, %), ovvero ' la probabilita che si for-

» Rapporto genotipico
b 1/4:1/2:1/4
» TT:Tete

» Rapporto fenotipico
y 3/4:1/4

C

.':l
ct

A
| 4

mi un individuo con genotipo omozigote dominante DD (TT),
2 che si formi con genotipo eterozigote Dd (Tt), %4 che si formi
con genotipo omozigote recessivo dd (it). Mendel provo anche
a considerare il comportamento di due caratteri per volta nei
suoi esperimenti: si costrui quindi delle linee pure omozigoti
dominanti per due caratteri e linee pure omozigoti recessive
e per due caratteri, in questo caso una linea pura a semi gialli e
lisci e una linea pura a semi verdi e rugosi. | genotipi erano

GGWW per la linea pura dominante a semi lisci e gialli, e
ggww per la linea pura recessiva a semi verdi e rugosi: incrociando tra loro queste due linee pu-
re, la F1 era costituita da fenotipi dominanti per entrambi i caratteri (tutte piante con semi gialli e
lisci); quindi sostanzialmente non cambiava molto rispetto alle osservazioni sui singoli caratteri

perché in F1 notava la scomparsa di uno dei due carat-

teri parentali (in particolare scompariva sempre il caratte- » Come fece Mendel
al > 1 [

re recessivo). Autofecondando le piante della F1, alla
F2 osservava 4 tipi di fenotipi: sia piante con semi gialli e
lisci (315), sia piante con semi gialli e rugosi (101), sia
piante con semi verdi e lisci (108), sia piante con semi
verdi e rugosi (32). Venivano fuori tutte le possibili com-
binazioni fenotipiche. Guardando i risultati proviamo a
capire in che rapporti stanno tra di loro: ad esempio, 315
piante a semi gialli e lisci che frazione & del totale delle
piante ottenute alla generazione F2? Rappresenta circa i
9/16: quindi in F2 le piante fenotipicamente dominanti
per entrambi i caratteri avevano una frequenza di 9/16;
le piante verde-liscio o giallo-rugoso numericamente
rappresentavano gli stessi valori (101 e 108) ovvero i

Er

v

a

e

.

I~

Q. -

(o]

[0

Utjlizzo Pincrocio
reincrocio).

i prova (o test-cross o

Viene utilizzato Per stabilire il genotipo ignoto di
uno dei parentali

Consiste nell’incrocio del parentale con genotipo
|gnoﬁo X parentale omozigote recessivo (linea

Dura

1/3 della progenie F2 con fenotipo porpora
(dominante), incrociato con una linea pura pp
dava tutta progenie porpora.

2/3 della progenie F2 con fenotipo porpora,
incrociato con pp dava 50% di progenie porpora
e 50% bianca.

3/16. C’erano quindi 3/16 di piante fenotipicamente dominanti per un carattere e recessive per
I'altro, e altri 3/16 di piante fenotipicamente dominanti per un carattere e recessive per I'altro;
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nella fattispecie verde-liscio= 3/16; giallo-rugoso= 3/16. Infine erano presenti anche piante con
fenotipo recessivo per entrambi i caratteri che rappresentavano all'incirca 1/16 della progenie.
Sostanzialmente in questa F2 Mendel os-

» Mendel esamino poi due caratteri per volta.

servava delle combinazioni in rapporto

9:3:3:1 (dove intendiamo 9/16 di piante fe-

» Ad esempio, linea pura a semi gialli, lisci (GG WW) x linea
pura a semi verdi, rugosi (gg ww).

» FI tutta a semi gialli, lisci (Gg Ww) DIIBRIDI
(ETEROZIGOTI PER DUE CARATTERI)
» Giallo € dominante su verde
» Seme liscio &€ dominante su seme rugoso

» Quanti fenotipi e quali frequenze ci aspettiamo nella F2
prodotta dall’'incrocio Gg Ww x Gg Ww!

notipicamente dominanti per entrambi i ca-
ratteri; 3/16 dominanti per un carattere e
recessivo per laltro e viceversa; 1/16 di
piante recessive per entrambi i caratteri).
Ma da dove viene fuori questo 9:3:3:1?
Questo rapporto e “figlio” del rapporto 3:1;
cioé se in questi numeri andiamo ad ana-
lizzare separatamente il fenotipo dei singo-

li caratteri, ovvero quante piante a semi
gialli e quante a semi verdi ci sono nella progenie (315 gialli + 101 gialli) e (108 verdi + 32 verdi),
in che rapporto sono? Esattamente in rapporto 3:1 (3/4:1/4). Di conseguenza questo 9/16 viene

fuori dal prodotto di 34 per 3, cioe 3 di piante a seme
giallo e % di piante a seme liscio (che ci aspettiamo
analizzando separatamente i due caratteri); il 3/16 viene
fuori dal prodotto della probabilita fenotipica verde '
perché & recessivo per la probabilita che sia liscio %
perché & dominante (% x 3 = 3/16); 3/16 dal prodotto
giallo 3 dominante per rugoso % recessivo = 3/16; 1/16
dal prodotto verde % recessivo per % rugoso recessivo.
Per cui quando li analizziamo contemporaneamente, i
caratteri mendeliani assortiscono in maniera indipenden-
te, ovvero non si influenzano. Il terzo principio di Mendel
e il principio dell’assortimento indipendente e cioe,
nel momento in cui si considerano due o piu caratteri
posti su cromosomi differenti, essi si comportano in
maniera assolutamente indipendente l'uno dallaltro

Giallo, liscio.  Verde, nigoso

° o - @
N

Giallo, liscio

Autofecond
£ L s

Giallo, iscio  Verde, iscio  Gialo, nigoso  Verde, nigoso

@ 4 4 g
!

315 108 101
[}

A
Rapporto approssimativo 9:3:3:1

Figura 3.3 » Incrod condotti da Mende] tra piante di pisetlo. ¢on
semi gialli lisci e piante con sémi verdi rugosi.

durante la formazione dei gameti. Nell’esperimento di prima siamo partiti dall’incrocio di due
linee pure: GGWW (semi gialli e lisci) e ggww (semi verdi e rugosi); nella F1 otteniamo degli
individui ibridi per due caratteri (individui diibridi) GgWg, perché le linee pure omozigoti GGWW
produrranno un solo tipo di gamete (GW) e le linee pure omozigoti ggww produrranno un solo

tipo di gamete (gw): incrociando queste due linee pure tra loro

-

GG (giallo) x gg (verde)

o (il )

Us \s|d||U)
GG Gg g8
/4 12 14

G- 88
3/4 1/4

n
N -

giallo verde

P WW (liscio) x ww (rugoso)
Fl Ww (liscio)
F2 ww Ww ww
1/4 12 1/4
W- ww
3/4 1/4
liscio rugoso

stiamo unendo i due tipi di gameti (GW x gw) ed & per questo
che la F1 € GgWw. Un individuo eterozigote per due caratteri
produce 4 tipi di gameti e la probabilita con cui produce ciascun
tipo gametico € la stessa: dei quattro tipi gametici, in riferimento
all’esempio, che sono GW, gw, Gw, gW, ciascuno ha il 25% di
probabilita di essere prodotto, ovvero una probabilita di %4 (sono
equiprobabili). Analizziamo quindi la meiosi di un individuo diibri-
do, con i geni posizionati su cromosomi differenti: le due coppie
di cromosomi omologhi sono rappresentati in figura con due di-
mensioni differenti. Il carattere che determina il colore del seme

(G) e posto su una coppia di omologhi di dimensioni maggiori ri-
spetto a quella che porta il carattere per la forma del seme (W) che ha dimensioni minori. Poiché
individuo € diibrido su un cromosoma portera l'informazione di carattere dominante e sul
cromosoma omologo portera I'informazione di carattere recessivo: G su un cromosoma, g sul
cromosoma omologo. Allo stesso modo l'informazione per la forma del seme sara W su un
cromosoma € w sul cromosoma omologo. Questo rappresenta il genotipo di una pianta F1
derivante dall’incrocio di due linee pure che differiscono per il genotipo. Quindi, prima che parta
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la meiosi, le cellule germinali dell'individuo diibrido devono replicare il DNA:ciascun cromosoma

risultera costituito da due cromatidi fratelli

(GHG; gllg; WIIW; wllw). Segue la prima di-
visione meiotica: gli omologhi si appaiano e
poi migrano ciascuno verso poli opposti; cio
significa che se G migra verso un polo allo-

giallo, liscio 3/4 G-, 3/4W- 9/16 & il prodotto di 3/4 x 3/4
verde, liscio 1/4 gg, 3/4W- 3/16 & il prodotto di 1/4 x 3/4
giallo, rugoso 3/4 G-, I1/4ww  3/16 ¢ il prodotto di 3/4 x |/4

PP P
VEraeg, rugoso

Vit ool 1IA . 1A
iioei proaouo UI 4a X s

1/4 gg, 1/4 ww

» Il Principio dell’Assortimento Indipendente

ra g migrera verso il polo opposto. Come

afferma che durante la formazione dei gameti gli alleli
di geni differenti assortiscono (si separano gli uni dagli ti che sono equiprobabili:
altri) in modo casuale, indipendentemente gli uni dagli

altri.

» Vediamo praticamente cosa accade durante la meiosi....

polo di ww. Que-
sta situazione é
equiprobabile a
quella in cui GG
migra allo stesso
polo d ww, e
quindi gg migre-
ra allo stesso po-
lo di WW: cio si-
gnifica che in
ogni prima divi-
sione  meiotica
pud accadere la
prima situazione
o la seconda. In
seconda divisio-
ne meiotica si
separano i cro-

Replicazione del DNA

probabilita 50%

25% (1/4)
GW

Il Divisione meiotica

Gameti

w
| Divisione meiotica — assortimento GG WW e gg ww

Q}.::

25% (1/4)

si comporteranno gli altri due cromosomi?
Possiamo avere due segregazioni differen-
nell’'immagine
abbiamo una situazione in cui 'omologo
che contiene WW va verso lo stesso polo
in cui & andato 'omologo con GG, di con-
seguenza gg sara andato verso lo stesso

2
I ol

| Divisione meiotica — assortimento GG ww e gg WW

probabilita 50%

25% (1/4)
Gw

C}‘

25% (1/4)

gw W

matidi fratelli. Poiché queste due situazioni avvengono con la stessa probabilita (o avviene una o
I'altra); su cento meiosi 50 faranno una segregazione e 50 I'altra; alla fine otterremo che su 100
meiosi i prodotti meiotici saranno di 4 tipi differenti: GW gw Gw gW con la stessa probabilita

» La regola del prodotto: la probabilita di un evento il
cui accadimento dipende da due eventi tra loro
indipendenti che devono verificarsi contemporaneamente
e pari al PRODOTTO delle singole probabilita.

» La regola della somma: la probabilita di un evento il
cui accadimento dipende da due eventi mutualmente
esclusivi e pari alla SOMMA delle singole probabilita.

ta nel rapporto 9:3:3:1 (nel fenotipo dominante
stazione del fenotipo dominante di un caratter

(25% ciascuno, frequenza di 4, rapporto
1:1:1:1). Nella discussione del rapporto
9:3:3:1 abbiamo implicitamente descritto una
regola statistica, ovvero la regola del prodotto.
La regola del prodotto la applichiamo quando
vogliamo conoscere la probabilita di un evento
che si verifica nel momento in cui due eventi
tra loro indipendenti, di cui conosciamo la pro-
babilita, devono accadere contemporanea-
mente: € la stessa situazione che si € verifica-
per entrambi i caratteri & necessaria la manife-
e e per l'altro carattere contemporaneamente: i

due eventi tra di loro sono indipendenti e ciascuno ha probabilita % di accadere, si devono veri-
ficare contemporaneamente, quindi la probabilita dell’evento finale & 34 per 3% = 9/16). Un’altra

la regola della somma che si applica quando

si tratta di eventi indipendenti ma che tra loro si

escludono vicendevolmente; in questo caso le probabilita dei singoli eventi si sommano. Eserci-

zio per casa: Cosa accade se vogliamo fare g
non due, ma ben tre caratteri? Stabiliamo quind

li esperimenti di Mendel considerando non uno,
i un incrocio tra due linee pure, una dominante
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per i tre caratteri ed una recessiva per i tre caratteri, cosa ci aspettiamo alla F1 con relativa
meiosi del parentale omozigote dominante e del parentale omozigote recessivo; cosa ci aspet-
tiamo in F2 dal punto di vista

ESEROES [ el sgl\m fenptipico dellg progenie, e
. - T - . indichiamo quindi anche la
ot : RB DD i T
P ITY: e meiosi del triibrido.
4. BbOAY x AaBbDA
L # 1i R 3
by, [)
AR
RN NP #
Abdl | T1F
L B [\
A |
/
Fenolx B2, Tendbio |F: Fenatigo k2 _Fropar] obibiche |
| pen pra , igee, alia ~|Fa
o 3/4 - /64 A-lp+ D~
3 B=| T J
3JaA- 1 ] ani
v | 3/4 D- 9/64 | A- |bb D
/4 bb | <
N
4] 364 |AF bbld
3/4 D- 4/64 94 8 -DF
L1
34| B- \‘*4 i
p 4 36 -
T < 9 Bt dd
y [3/40- 364 D+
bbb < i
e 4/4 4/é64 | aalb
‘Pﬁp A% 19:9:3:9:B:3¢

» La regola del prodotto: la probabilita di un evento il
cui accadimento dipende da due eventi tra loro
indipendenti che devono verificarsi contemporaneamente

NN ATT /N L_ L

e pari al PRODOTTO delle singole probabilita.

» La regola della somma: la probabilita di un evento il
cui accadimento dipende da due eventi mutuaimente
1 ] ot * 1" (Y IV 111 . 1 1 [ Y EPuY
esciusivi € pari aila SOMMA deiie singole probabiiita.
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Figura 3.8 = Incrocio che illustra il metodo deila probabiiita nel-
I'ambito del quadrato di Punnett. La frequenza di ciascun genotipo
si ricava dalle frequenze all'interno del quadrato di Punnett che
song, a loro volta, ottenute moltiplicando le frequenze dei due tipi
di gameti prodotti dai genitori eterozigoti.
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Figura 3.9 = Applicazione del metodo della probabilita a un incro-
cio the coinvolge due geni, In queste incrocio, ciascun gene se-
grega in un fenctipc dominante e uno recessivo, <on probabilita
3/4 e 174, rispetti Poiché le segregazioni avvengono indi-
pendentemente, le frequenze fenotipiche combinate all'interno
del quadrato si ottengono moltiplicando le probabilita marginali.
La frequenza di progenie con fenotipo recessive per 2lmeno uno
dei geni si ottiene sommando le frequenze delle celle in marrone.
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LEZIONE 3 (10/03/2015)

DISCUSSIONE DELL’ESERCIZIO PER CASA

Partendo dalla logica mendeliana costruiamo delle linee pure, una delle quali presenta tre carat-
teri stabilizzati nella forma dominante (omozigoti dominanti per tre caratteri) AABBDD, l'altra li-
nea presenta tre caratteri stabilizzati nella forma recessiva (omozigoti recessivi per i tre caratteri)
aabbdd. Domanda: incrociando queste due linee pure, quanti e quali fenotipi ci aspettiamo nella
F1? Ci aspettiamo una sola classe di progenie fenotipicamente dominante per tutti e tre i carat-
teri: quindi se stiamo considerando l'altezza della pianta (A), la consistenza del seme (B), € il co-
lore del seme (D) ci aspetteremo figli (F1) tutta fenotipicamente dominante per i tre caratteri, e
genotipicamente eterozigote (AaBbDd). Perché la F1 viene fuori tutta eterozigote? La risposta &
tutta nella meiosi. Ricordiamo che ogni gamete deve necessariamente contenere I'informazione
per tutti i caratteri che stiamo considerando, quindi I'informazione per l'altezza della pianta, della
consistenza del seme e del colore del seme. La linea pura AABBDD parentale fa un solo tipo di
gameti (ABD), I'altra linea pura aabbdd parentale fa un solo tipo di gameti (abd), questo perché
sono le uniche informazioni presenti nel loro genotipo. Lo zigote che si formera dall’'unione di
questi due tipi di gameti avra genotipo AaBbDd e fenotipo ABD; che viene fuori grazie al princi-
pio della dominanza di Mendel: dall’incorcio di linee pure che portano una l'informazione domi-
nante e l'altra quella recessiva, I'informazione che si manifestera nell'ibrido sara dominante,
mentre quella recessiva € mascherata da quella dominante. A questo punto Mendel avrebbe co-
struito una F2 autofecondando le piante della F1 (metteva un cappuccio sulla pianta in modo ta-
le da consentire I'autofecondazione e impedire la fecondazione con polline proveniente da altre
piante). |l triibrido AaBbDd quanti tipi di gameti fa? Secondo il principio della segregazione indi-
pendente, il triibrido presenta 6 tipi di alleli che vanno combinati tre a tre per un totale di 8 com-
binazioni (8 tipi di gameti): ABD, abd, ABd, abD, Abd, aBD, AbD, aBd. Qual ¢ la probabilita che
un individuo triibrido produca ciascuna di queste classi gametiche? Queste 8 classi gametiche
hanno la stessa probabilita di essere prodotte. Quindi, nella meiosi del triibrido AaBbDd, la cellu-
la di partenza prima della replicazione del DNA ha un contenuto di DNA di 2n=6C. Dopo la repli-
cazione del DNA il contenuto sara 4n=12C: ora i cromosomi sono costituiti da due cromatidi fra-
telli attaccati dal centromero (AHA; BHB; DHD; aHa, bHb; dHd). Ora i cromosomi omologhi si
appaiano (i cromosomi AHA si appaieranno con i cromosomi aHa; BHB con bHb; DHD con dHd)
e queste strutture di omologhi appaiati (tetradi) prendono contatto tra loro e possono scambiare
pezzi di DNA tra cromatidi non fratelli di cromosomi omologhi: crossing-over o ricombinazione.
Sono visibili i chiasmi al microscopio. Avvenuto il crossing-over pud avvenire la migrazione degli
omologhi attraverso il contatto che i centromeri prendono con le fibre del fuso meiotico: gli omo-
loghi migrano ai poli (se AHA migra verso un polo, aHa migrera al polo opposto rispetto ad A-
HA). Ora 'omologo BHB pu® migrare sia verso il polo dove & migrato AHA, sia verso il polo dove
€ migrato aHa, sono due possibilita egualmente probabili: quando consideriamo un triibrido gia
in prima divisione meiotica le segregazioni di assortimento possibili sono piu di 2 rispetto al dii-
brido, perché abbiamo considerato 3 differenti geni e quindi dobbiamo considerare tutte le pos-
sibili migrazioni alternative e poi a seconda del tipo di segregazione avvenuta, in seconda divi-
sione meiotica si ha la segregazione dei cromatidi arrivando alla produzione di 8 tipi di gameti.
Ora 8 tipi di gameti li produce la femmina, e 8 li produce il maschio, di conseguenza la progenie
possibile, che viene fuori dall’autofecondazione di questo triibrido (0 anche inincrocio di un trii-
brido) dipende dal numero di geni che si trovano in eterozigoti, ed esiste una regola per calcola-
re il numero dei tipi gametici che possono essere prodotti: 2" dove n € il numero di geni in etero-
zigosi in un determinato genotipo. Nel triibrido abbiamo 3 geni in eterozigoti, quindi 22 =8 tipi di
gameti; in un tetraibrido abbiamo 4 geni in eterozigoti, quindi 24= 16 tipi di gameti. Ovviamente,
poiché parliamo di geni posizionati su cromosomi diversi, la probabilita di produzione di ciascuna
di queste classi gametiche sara sempre la stessa. Ritornando al triibrido, le classi gametiche a-
vranno tutte la stessa probabilita di essere prodotte cioe 1/8 essendo 8 classi, oppure 12,5% di
frequenza, oppure il rapporto € 1:1:1:1:1:1:1:1. E perché? Per il principio della segregazione
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indipendente! Quindi ritornando all’esercizio del triibrido alla F1 abbiamo ottenuto progenie
interamente con genotipo AaBbDd: autofecondiamo la progenie F1 (AaBbDd x AaBbDd).
Quante classi fenotipiche ci aspettiamo nella progenie F2? Esattamente 8 classi fenotipiche, che
in realta possiamo dedurre dalle classi gametiche prodotte dagli individui della F1; ma la simbo-
logia che utilizziamo si riferisce al fenotipo e al genotipo presentato da una determinata classe
gametica: nella progenie avremo sicuramente una classe che sara fenotipicamente dominante
per tutti e tre i caratteri, quindi indichiamo questo fenotipo ABD, ma, per il principio della domi-
nanza il fenotipo dominante pu0d essere manifestato sia dal genotipo omozigote dominante
AABBDD, sia dal genotipo eterozigote AaBbDd. Per questo motivo non indichiamo il secondo
allele (non sapendo se si tratta di un allele dominante o recessivo) ma inseriamo un trattino per
indicare l'incertezza del secondo allele: A-B-D-. con che frequenza viene fuori questo tipo di
progenie? Mendel ci ha detto che i fattori per i differenti caratteri durante la meiosi non si
influenzano tra di loro, ma si comportano in maniera indipendente; quindi possiamo considerare
indipendentemente 'uno dall’altro questi tre caratteri e poi mettere insieme le varie probabilita.
Considerando quindi un unico carattere tipo Aa x Aa, la probabilita di avere A- & di 3, dove
includiamo in questo valore la probabilita % di avere progenie dominante omozigote AA e 12 la
probabilita di avere progenie eterozigote Aa: stesso discorso vale per il carattere Bb e per il
carattere Dd. La regola del prodotto ci dice che se conosciamo la probabilita di accadimento di
eventi fra loro indipendenti ma che si devono verificare contemporaneamente, allora possiamo
conoscere la probabilita di quell’evento complessivo semplicemente moltiplicando le probabilita
dei singoli eventi; quindi moltiplichiamo 34 (probabilita A-) x 34 (probabilita B-) x 34 (probabilita D-)
= 27/64 di frequenza incrociando due triibridi. Osserviamo anche classi fenotipiche che mostra-
no due caratteri dominanti e uno recessivo: usando sempre la regola del prodotto A-B-dd,
avremo % (probabilita A-) x 3 (probabilita B-) x % (probabilita dd)= 9/64 di frequenza incrocian-
do due triibridi. E cosi procediamo per le altre classi fenotipiche. Possiamo fare anche delle
previsioni genotipiche: i differenti genotipi possibili sono parecchi facendo un incrocio tra
triibridi. Se volessimo conoscere la probabilita che da questo incrocio venga fuori un figlio
genotipicamente eterozigote per tutti e tre i caratteri (AaBbDd) utilizziamo sempre la regola del
prodotto: quindi, ragionando con un carattere per volta (da Aa x Aa la probabilita di avere un
figlio Aa e ¥2) moltiplichiamo il valore per le probabilita degli altri caratteri (Bb x Bb= 2 probabilita
di avere un figlio Bb; Dd x Dd= %2 probabilita di avere un figlio Dd)= 2 Aa x 2 Bb x %2 Dd= 1/8 di
probabilita di avere un

figio con genotipo

AaBbDd. Un altro

metOdO u'[I|I22a'[O é Increcte: O Gg W B Od Gg Ww

auello dla biforcazio- Sopsrmans Symosions Sopmiemons  Foto ool

ne, che ClI aluta a ) het — 27 alti, giall, lisci

ficavare tutti i fenotipi: san < - o T S el

nellesempio in figura e = > 3o verd rugos

abbiamo un incrocio tra Figura 3.6 Il metodo della biforca- 3 gialli 8 ™ 9nani gl lisci

due tr||br|d| (DngWW zione per prevedere il risultato di un in- 4 nano  naoso: ORI SESL niae
crocio che coinvolga tre geni ad assorti- 3isei P 3 nani, verdi, lisci

X DngWW) Scompo- mento indipendente nelle piante di 1verde 1rugose. = 1 nano, verde. rugoso

. pisello.
niamo sempre

Fincrocio in tre iNCroCi - suucsq, simmons

monoibridi (Dd x Dd; Princloi di génetica, IV Ed.

Gg x Gg; Ww x Ww).

Rispetto all’incrocio Dd x Dd ci aspettiamo 3 di progenie fenotipicamente dominante e % di
progenie fenotipicamente recessiva: quindi 3% D- e % dd. Ciascuno di questi fenotipi dominanti
per il primo carattere D- potra segregare con fenotipo giallo o verde (fenotipo dominante G- per il
secondo carattere e fenotipo recessivo gg per il secondo carattere), allo stesso modo il fenotipo
recessivo dd per il primo carattere potra segregare con % di fenotipo giallo G- e con % di
fenotipo verde gg, e ciascuna di queste combinazioni potra segregare con % di fenotipo liscio
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W- e con % di fenotipo rugoso ww. Quindi per ciascun punto ci sara una biforcazione che ci por-

tera alla costituzione del fenotipo. Nell’altra immagine vediamo rappresentato un incrocio tra un

triibrido
(DdGgWw) e un
triplo omozigote

Incrocio:  Dd Gg Ww X

Segregazione del gene  Segregazione del gene  Segregazione del gene

dd gg ww

Fenotipi combinati

recessivo per laltezza della pianta  per il colore del seme  per la forma del seme: dei tre geni
(ddggww): ;
. . 1 lisclo 1 alto, giallo, liscio
. . 1giallo ===z
1.rugoso 1 alto, giallo, rugoso
questo tipo di in- { aito * seie e
H H H 1 lisclo 1 alto, verde, liscio
crocio si chiama 1 verde 1 rugoso 1 alto, verde, rugoso
reincrocio, o In- Figura 3.7 Il metodo della biforca- 1 giallo 1 liscio 1 nano, giallo, liscio
H i zione per prevedere il risultato di un 1 rugoso 1 nano, giallo, rugese
crocio dl prova o reincrocio che coinvolga tre geni ad as- 1 nano Liisci ; de. lisci
. . . - - H . Iscio nano, verde, liIscio
anche test_cross’ sortimento indipendente nelle piante di 1 verde -{ 1 rugoso 1 nano, verde, rugoso

perché incrociare
un individuo di
qualsivoglia feno-

pisello.

Snustad, Simmons

Principi di Genetica, IV Ed.
EdISES

tipo o genotipo
ignoto con un
omozigote recessivo (che fornisce un solo tipo di gamete dgw) produrra una progenie che riflet-
tera in maniera precisa le meiosi dell'individuo con genotipo ignoto e quindi sull’analisi dei nume-
ri della progenie possiamo risalire al genotipo. In questa immagine perd conosciamo il genotipo
che viene reincrociato con 'omozigote recessivo; quindi le classi fenotipiche attese nella proge-
nie sono sempre le stesse che abbiamo osservato nell’incrocio tra due triibridi, ma osserviamo
un rapporto fenotipico che riflette la meiosi del triibrido, cioeé le 8 classi fenotipiche saranno equi-
probabili, avranno tutte la stessa probabilita di essere prodotte (ciascuna 1/8 o 12,5%);
'omozigote recessivo invece produrra un solo tipo gametico (dgw) e quindi andra a fecondare
uno degli 8 tipi equiprobabili di gameti differenti prodotti dal triibrido, generando una progenie
costituita da 8 possibili classi fenotipiche, ciascuna con la stessa probabilita di tutte le altre di
essere prodotta. Quindi facendo un incrocio Dd x dd ci aspettiamo meta progenie Dd, quindi fe-
notipicamente dominante, e meta progenie dd fenotipicamente recessiva; e ciascuno di questi
fenotipi pud segregare con giallo e verde sempre equiprobabili tra loro, quindi alto pud segrega-
re con giallo e verde, nano puo segregare con giallo e verde, e ciascuna di queste combinazioni
pud segregare con liscio e rugoso che sono due alternative equiprobabili tra loro. Quindi otte-
niamo %2 x %2 x ¥2= 1/8 di probabilita di ottenere ciascuno degli otto fenotipi possibili.

Le previsioni, gli osservati e gli
attesi:

I Il test del Chi-quadro. Alcuni esempi.

Quando abbiamo descritto gli esperimenti di Mendel, abbiamo accettato in maniera passiva che
i numeri osservati da Mendel nella progenie F2 erano allincirca in un rapporto 3:1, allo stesso
modo nel caso del diibrido il rapporto 9:3:3:1 osservato nella F2. Proprio nell’analisi dell'incrocio
di due diibridi, i 315 giallo-liscio osservati alla F2 rappresentano piu o meno i 9/16 dell’intera pro-
genie di 556: il problema e questo piu 0 meno perché non & un rapporto numericamente esatto,
e c’e bisogno di stabilire un range entro il quale i valori osservati che si discostano dal numero
atteso, siano statisticamente insignificanti e oltre il quale invece siano da considerare significati-
vi. Facciamo un esempio osservando i numeri osservati nella progenie ottenuto dall'incrocio tra
due diibridi: utilizzando i caratteri Mendeliani colore del seme e forma del seme, autofecondando
la F1 fenotipicamente gialla e liscia, ottenuta dall’incrocio di due linee parentali pure, si ottengo-
no nella progenie quattro classi fenotipiche differenti con una distribuzione di 315 piante con
seme giallo e liscio, 108 verde e liscio, 101giallo e rugoso, 32 verde e rugoso; su un totale di
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556 piante. Abbiamo detto che ipotizziamo che questi numeri siano in un rapporto 9:3:3:1, ma
quale sarebbe la reale distribuzione numerica se questo fosse un esatto rapporto 9:3:3:1? Su
556 piante per avere un rapporto esatto 9:3:3:1 quante piante dovrebbero avere seme giallo e
liscio, verde e liscio,
giallo e rugoso,

Fenotipo Fz Numero Numero (Osservato - Atteso)? verde e rugoso?

_ Atteso Possiamo calcolarlo

Giallo, liscio ‘ 315 313 0,01 in  maniera molto

semplice perché

hcrocio tra Verde, liscio @ 108 104 0,15 conosciamo il totale

brid delle piante ottenu-
I Mendael .

Giallo, rugoso ) 101 104 0,09 te (556) e ci calco-

liamo i 9/16 di 556

Verde, rugoso L 32 35 0,26 (312,75); i 3/16 di

- Totale: 556 556 0,51 =42 556 (104,25), 1/16

di 556 (34,75).

Questi numeri rap-
presentano i valori attesi da un rapporto 9:3:3:1. Esiste un test statistico che ci consente di
confrontare i valori osservati e quelli attesi e stabilire la significativita degli scostamenti che
osserviamo, ed ¢ il test del Chi-quadro. Il Chi-quadro & la sommatoria del quadrato della diffe-
renza degli osservati meno gli attesi fratto gli attesi; quindi se volessimo applicare questo test ai
numeri che abbiamo osservato nel diibrido, dovremmo calcolare {[(315-313)%)/313+[(108-104)2
1/104+[(101-104)3)/104+[(32-35)2]/35}, in questo modo otteniamo un valore del Chi-quadro pari a
0,51. Ora dobbiamo fare

riferimento alla tabella dei  fomuyla del chiquadro statistico per saggiare Faccordo tra i numeri osservati e quelli attesi:

valori critici del Chi-quadro. 2
Nell’esempio abbiamo a che 2= z ‘o’”"::.;om“]

fare con 4 classi fenotipihe
differenti, e in questo sistema ci sono 3 gradi di liberta: questi gradi di liberta rappresentano il
numero di variabili che bisogna conoscere in un sistema, per comprendere tutte le vaiabili del
sistema. In questo caso siamo capaci di conoscere i valori di tutte le variabili del sistema solo se
ne conosciamo almeno tre, dalle quali possiamo poi ricavarci la quarta. Generalmente il numero
di gradi di liberta & ottenuto dal numero di classi che stia-
mo considerando, meno uno. Nel nostro esempio allora

ol tol £aiort articl chi-quadro (x2) al 5%¢ dobbiamo fare riferimento alla riga dei 3 gradi di liberta
Gradi di liberta Valore critico al 5% presenti nella tabella: allinterno di questa tabella & rap-
1 3,841 presentato il valore critico al 5%, che significa che, se il

2 rors valore del chi quadro che abbiamo trovato per quel grado

: l‘:;gg di Iibertél_ supera i valore critico, dobbiamo rifiut_are !’ipotesi

p 12,592 che abbiamo fatto; ovvero, lo scostamento tra i dati osser-

: :‘5‘:‘5’3; vati e quelli attesi € troppo grande e quindi statisticamente

9 16,919 significativo, e quindi rifiutare che sia un rapporto 9:3:3:1.

10 breedd Nel nostro esempio il valore 0,51 & molto inferiore rispetto

n g al yalprg critico per 3 gra_di di liberta c.he e mag_giore di 7;

30 8BIB quindi siamo certi che gli scostamenti che abbiamo otte-

“Da R. A. Fisher and Yauss, 1943, Swainical Tt for Bivkgiat Agrio- | MU0 tra i dati osservati e quelli attesi siano degli scosta-
sural, and Medical Research. Oliver and Boyd, London, . . . . g .. .
menti casuali, non statisticamente significativi e quindi

quello che stiamo osservando € un reale rapporto 9:3:3:1.

soustad, Smmons In. altre parole f'abbiamo una probabilita infer.iore al 5% phe

y Principidi Genetica, IV Ed. gli scostamenti osservati nel nostro caso siano statistica-

mente significativi. Riassumendo: Nel nostro esercizio

calcoliamo il valore del Chi-quadro; poi calcoliamo i gradi di liberta del sistema: poiché abbiamo

a che fare con 4 classi fenotipiche il numero di gradi di liberta corrispondera a numero di classi
fenotipiche -1, quindi 3 gradi di liberta; che poi corrispondono al numero di variabili del sistema
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che bisogna conoscere per poter comprendere tutte e quattro le variabili. Abbiamo stabilito in

maniera certa che i numeri osservati sono realmente in un rapporto 9:3:3:1. Se il valore di Chi-

quadro fosse stato superiore al valore cri-

tico avremmo dovuto rifiutare l'ipotesi del Quanti tipi di gameti differenti sono prodotti

rapporto 9:3:3:1. Nell'altro esercizio in fi- da ciascuno di questi genotipi?

gura, abbiamo 3 genotipi indicati: il primo T

e Rr Yy, un genotipo di un individuo diibri-

do; il secondo & Aa Bb CC Dd, il terzo & * RrYY

Mm Nn Oo PP QQ Rr ss Tt Bb. Quanti tipi * Aa Bb CC Dd

di gameti differenti sono prodotti da geno- » Mm Nn Oo PP QQ Rr ss Tt Qq

tipi?

Il primo & semplice: 4 tipi di gameti diffe- N B. numero di tipi gametici = 2" (n corrisponde al

renti; il secondo non & un tetraibrido per-  pumero di coppie alleliche in eterozigosi)

ché anche se stiamo considerando 4 geni,

ma il termine ibrido fa riferimento al numero di geni in eterozigoti, quindi solo 3 sono in eterozi-
goti, quindi € un triibrido che pud produrre 8 tipi di game-

Risposta ti; il terzo genotipo & un esaibrido e pu6 produrre 2°tipi di
-------------------------------------------------------------------------- gameti.
» RrYy

» 2" =22 = 4 tipi di gameti Problema 1

» RY Ry rY ry

» La sensibilita al gusto amaro della feniltiocarbammide (PTC)
nel’uomo & determinata da un singolo gene biallelico la cui

» Aa Bb CC Dd forma .aIIeIica’fiomin.ar.\t.e‘(T) conft?r'isce la sensib.ilitejl e q'ueIIa
recessiva (t) I'insensibilita. Supponiamo che due individui
» 2" =23 = 8 tipi di gameti sensibili eterozigoti Tt si sposino.
» ABCD ABCd AbCD AbCd
» abCd abCD aBCd aBCD » A) Quali sono le frequenze attese di figli sensibili e non sensibili?

» B) Qual & la probabilita che il loro primo figlio sia sensibile? E che il

» Mm Nn Oo PP QQ RrssTt Qq loro quarto figlio sia sensibile?
» 2" =26 =64 tipi di gameti

» C) Qual ¢ la probabilita che | loro primi tre figli non siano sensibili?

Soluzione 1
» A) Quali sono le frequenze attese di figli sensibili e non
sensibili?
» TtxTt (Parentali)
» TT (1/4) Tt (1/2) te (1/4) (Rapporti genotipici)
» T- =Y+ 2= %4 (sensibili) tt 4 (non sensibili)

v DY Mial Xl meablabilier Al il Jaea midian o fiolin oia camail

|4 D) \Judl € ia Pl Lvdavliita Clic 11 1010 Pl nno IIsIIU Sld STINIV

che il loro quarto figlio sia sensibile?

» ¥4 & la probabilita che il loro primo figlio sia sensibile.

» %4 é la probabilita che il loro quarto figlio sia sensibile (ogni nascita &
un evento indipendente)

» C) Qual ¢ la probabilita che I loro primi tre figli non siano

sensibili?
» Va(tt) x Va (tt) x Va (tt) = 1/64
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Soluzione 2

» A) Qual ¢ la probabilita che generino un figlio con
fenotipo dominante per i cinque geni?

» Yax YaxVaxVax¥s=243/1024

» B) Qual ¢ la probabilita che generino un figlio con
genotipo AABbDDeeFf?

» VaxVax VaxVax 2= 1/256

» Una linea pura di piante con fiore rosso e foglie allungate viene incrociata
con una linea pura a fiore bianco e foglie tonde. La FI & costituita da tutte
piante a fiore rosso e foglie allungate. Autofecondando gli individui della FI
si ottengono 381 piante, cosi distribuite:

216 Fiore rosso, foglie lunghe
79 Fiore rosso, foglie tonde
65 Fiore bianco, foglie lunghe

21| Fiore bianco, foglie tonde

Proponi una spiegazione genetica di questi risultati e verificala

statisticamente.

Soluzione 3

» Parentali RR LL (fiore rosso, foglia allungata) x rr Il (fiore bianco, foglia tonda)
» FI Rr LI (fiore rosso, foglia allungata)
» F2 R- L- (fiore rosso, foglia allungata) 9/16

R- 1l (fiore rosso, foglia tonda) 3/16

rrL- (fiore bianco, foglia allungata) 316

rrll (fiore bianco, foglia tonda) 1116

» Calcolo osservati e attesi

(©-AyIA

fiore rosso, foglia allungata
fiore rosso, foglia tonda
fiore bianco, foglia allungata
fiore bianco, foglia tonda
totale

gradi di liberta

24

216
79
65
21

381

381 x9/16=214

381 x3/16=71

381 x3/16=7I

381 x 1/16 =24
381

(216-214)%/214=0,019
(79-71)271=0,901
(65-71)%71=0,507
(21-24)2/24=0,375
1,80 (Chi-quadro)

3



LEZIONE 4 (13/03/2015)

La teoria cromosomica
dell’ereditarieta

I I caratteri legati al sesso

Abbiamo in qualche modo dato per scontato che i fattori di Mendel (quelli che noi chiamiamo
geni) si trovano sui cromosomi perché durante lo studio del mendelismo abbiamo in parallelo
osservato come si comportano i geni durante la produzione dei gameti (meiosi). All'inizio del
1900, durante la rivalutazione del lavoro di Mendel, venne formulata la teoria cromosomica
dell’ereditarieta, secondo a quale, i fattori di cui aveva parlato Mendel si trovano sui cromoso-
mi. Ma non basta solo formulare una

teoria affinché essa abbia un valore La teoria cromosomica dell’ereditarieta dei caratteri—

scientifico, € necessaria una dimo-

strazione. La dimostrazione di tale te- | fattori che determinano i caratteri sono localizzati sui cromosomi
oria si & avuta nel 1910 grazie al lavo- (Walter Sutton, Theodor Boveri, 1902-1903)

ro di due scienziati, Morgan e Bri-

dges, i quali lavoravano con Droso-

phila, e da questo momento questo Dimostrazione—

moscerino diventa I'organismo model- 1. La trasmissione di specifici caratteri deve essere identica alla

lo per la genetica e per |ungo tempo e trasmissione di specifici cromosomi

stato il principale organismo modello. Thomas Hunt Morgan, 1910

Gli espe”ment! di Mo,rgan & Bridges ;. |alterazione della segregazione di specifici cromosomi deve alterare
sono importanti perché, se é vero che la trasmissione di specifici caratteri

i geni si trovano sui cromosomi, la
segregazione di geni che si trovano
su cromosomi particolari deve seguire
esattamente la segregazione di quei cromosomi particolari, e allo stesso tempo, se avviene una
segregazione anomala durante la meiosi, allo stesso modo si deve verificare una segregazione
anomala dei geni che stanno su quei cromosomi. Negli esperimenti di Bridges, in entrambi i casi
'organismo modello & rappresentato da Drosophila e in entrambi i casi i cromosomi presi i con-
siderazione sono i cromosomi sessuali di Drosophila. Nell’esperimento di Morgan veniva fatto
Esperimenti di Morgan: il colore dell’occhio di Drosophila ;Jrg "n':: rgﬁ:g
di Drosophila con colore dell’occhio differente: abbiamo visto che il colore dell’occhio selvatico di
Drosophila & rosso e questo colore € dominante rispetto al colore occhio bianco, che viene defi-
occhio rosso occhio bianco nito mutante. In questo incrocio Morgan prendeva delle linee pure
SR . o 7& @ di femm'ine. di Drosophila con occhio selvgtico rosso (il simbolo_di
S ﬁ 9 & Venere indica la femmina, quello di Marte il maschio) e le incrocia-
va con linee pure di maschi mutanti con occhio bianco. La proge-
K K .. nie che veniva fuori da questo incrocio aveva occhi rossi e questo
B B e dimostra che il colore dell’occhio selvatico rosso & dominante sul
colore bianco mutato. Incrociando tra loro le femmine e i maschi
s della prima generazione filiale F1, si otteneva alla F2 una progenie
costituita da femmine tutte con occhi rossi e maschi che per meta
avevano occhi rossi e per meta occhi bianchi. Quindi siamo gia di
o} Eiﬁ fronte ad un risultato un po’ strano perché nel sesso femminile del-
A2rosso 112 bianco la progenie F2 non compare il carattere recessivo che dovrebbe

Calvin Bridges
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ricomparire, ma compare nei maschi e viene fuori nel 50% dei maschi, mentre l'altro 50% ha
occhi rossi. Morgan effettud un incrocio reciproco, costrui quindi una linea pura di femmine
con occhio bianco mutato e lo incrocid con una linea pura di maschi con

Inerocio reciproco occhio rosso selvatico. Quale fu il risultato? Gia in prima generazione F1

s MO« K noto un risultato differente dall’incrocio precedente, e ciog, in prima gene-
t? - t razione questa volta venivano fuori tutte femmine con occhio rosso e tutti

| maschi con occhio bianco. Questo tipo di comportamento € la prima ec-

Q ﬁ t ol cezione ai principi di Mendel che incontriamo. In sostanza non € poi

blance un’eccezione, perché la logica proposta da Mendel viene comunque ri-

| spettata. Qual & I'eccezione? La non equivalenza dell’incrocio reci-

ﬁ t i ﬁ proco. A questo punto Morgan si costrui una F2 incrociando gli individui
’ della F1, e otteneva una progenie costituita da femmine sia con occhio

1T 1 1

10 selvatico che con occhio mutato e maschi sia con occhio selvatico che
X ; ),' occhio mutato esattamente nelle stesse proporzioni, ovvero; otteneva il
¥ 50% di femmine con occhio rosso e 50% di femmine con occhio bianco;

e 50% di maschi con occhio rosso e 50% di maschi con occhio bianco: una progenie in cui il
colore dell’occhio era rappresentato al 50% come selvatico e al 50% come mutato. Perché
questi due incroci reciproci tra loro non danno lo stesso risultato? Quale pud essere la causa
che determina l'eccezione? L’ipotesi di Morgan fu che il fattore che determina il colore
dell’occhio in Drosophila € posizionato su dei cromosomi particolari: questa ipotesi fu proposta
da Morgan sulla base della

teoria cromosomica L’ipotesi di Morgan...

dell’ereditarieta, secondo cui
i fattori sono localizzati sui ge il gene per il colore dellocchio si trova sul cromosoma X:
cromosomi.  Nellimmagine
notiamo il cariotipo di una

- Le femmine dovrebbero averne due copie

Drosophila femmina e una - I maschi dovrebbero averne solo una copia—emizigoti per il gene
Drosophila maschio: Droso- del colore dell’occhio, se l'allele recessivo € presente viene espresso
' autosomi

p_hll‘a ha un Carloppo .dl 2n=8, cromosomi di
cioe ha 4 coppie di cromo- Drosophila

somi, ma queste 4 coppie di ”/,/L\ /{\Q\

cromosomi sono suddivise in  cromosomi Sewm ¥—— auestigeninon )
cnrnqno pr‘ﬂeﬂr\u!

3 coppie di autosomi e una o Seret e
} . . sul cromosoma 'Y
coppia di cromosomi sessua-

li, che nel sesso maschile e w* (o solo “+") = allele per il colore normale, selvatico, rosso + =X
n?' Sesso femm'_n”e sono w = allele recessivo per il fenotipo occhio bianco — w ="
diverse. Le femmine hanno

=Y

due cromosomi sessuali —
uguali tra loro, che noi

chiamiamo cromosomi X, per cui esse sono XX; i maschi hanno invece una particolarita, ovvero
il cromosoma X nel maschio ha un omologo, ma questo non & uguale per morfologia e dimen-
sioni al cromosoma X per cui si chiama cromosoma Y: i maschi sono cariologicamente XY.
Cosa comporta il fatto che il cromosoma X e quello Y siano diversi? La maggior parte dei geni
che si trovano sul cromosoma X non si trovano sul cromosoma Y, quindi i maschi (XY) per i geni
presenti sul cromosoma X vengono definiti emizigoti perché, anziché avere due copie alleliche
per un determinato gene presente sul cromosoma X ne avranno solo una, a causa dell’assenza
dell’altro cromosoma X. In realta non & del tutto vero che i geni presenti sul cromosoma X siano
assenti sul cromosoma Y, perché ci sono delle regioni che vengono chiamate pseudoautoso-
miche, che sono comuni al cromosoma X e al cromosoma Y, per le qual viene rispettata la
condizione di diploidia. Ora analizziamo i geni presenti sul cromosoma X e assenti su quello Y.
Una femmina (XX) avra due copie alleliche per un gene posto sul cromosoma X, rispettivamente
un allele su un cromosoma X e laltro allele sull'altro cromosomaX; un maschio avra solo un
cromosoma X e quindi solo una copia all’elica per un certo gene. L’ipotesi di Morgan fu che, il
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fattore che determina il colore dell’occhio in Drosophila (il gene) e localizzato proprio sul cromo-
soma X. Poiché in inglese “bianco” si dice “white”, l'iniziale del fenotipo mutante (w) viene utiliz-
zata per indicare il gene che determina il colore bianco; per indicare la forma selvatica dominan-
te (rosso) si utilizza la simbologia w*, o anche solo +. Se volessimo schematizzare un cromo-
soma X sul quale € presente un allele selvatico disegneremmo un cromosoma e collochiamo il
simbolo + sopra; se volessimo schematizzare un cromosoma X con l'allele mutante, disegne-
remmo un cromosoma e collochiamo su di esso il simbolo w; se volessimo rappresentare un
cromosoma Y disegnerem-

MmO un cromosoma piU corto Spiegazione del primo incrocio di Morgan

di quello X con una codina.
Nel primo incorcio di Mor- occhio rosso bianco ol

gan avevamo una linea pura o
di femmine con occhio rosso: + ﬁ Q x ﬁ_,—w

+O

-
!
-

+

linea pura perché si tratta di
individui con genotipo omo-
zigote per quel carattere,
quindi queste femmine prese
da Morgan per fare I'incrocio,
secondo la sua ipotesi, do-
vrebbero avere su ciascun
cromosoma X l'allele selvati-
co. Queste femmine erano
incrociate con maschi aventi
occhio bianco: per avere |l
colore dellocchio bianco, 12rossi  1/2 bianchi Q o
questi maschi dovevano ave-

re l'allele recessivo w sul cromosoma X e non sull’altro cromosoma sessuale (Y). Quindi questi
maschi sono emizigoti per il gene w e ovviamente manifestano il fenotipo determinato da
quellunico allele che presentano: hanno quindi fenotipo occhio bianco perché hanno un unico
allele per il colore dell’occhio, oltretutto recessivo. Per capire cosa accadeva alla F1, costruiamo
un quadrato di Punnett (gia presente dellimmagine) utilizzando i gameti prodotti dalla femmina e
i gameti prodotti dal maschio. La femmina produrra un solo tipo di gamete in quanto € omozigote
per l'allele selvatico, ovvero un gamete che contiene un cromosoma X con l'allele selvatico. I
maschio produrra due tipi di gameti: il 50% dei gameti conterranno il cromosoma X e il 50% con-
terranno il cromosoma Y (X ed Y sono cromosomi omologhi e quindi durante la meiosi si com-
portano come cromosomi omologhi, ovvero in prima divisione meiotica il cromosoma X duplicato
sotto forma di due cromatidi fratelli migra verso un polo, e il cromosoma Y duplicato sotto forma
di due cromatidi fratelli migra verso il polo opposto a quello dove &€ migrato X; di conseguenza
dalla seconda divisione meiotica verranno fuori due gameti che contengono il cromosoma X e
due gameti che contengono il cromosoma Y). Nei gameti del maschio che contengono il cromo-
soma X, questo cromosoma porta lallele recessivo w, perché € I'unico allele per il colore
dell’occhio presente in questi maschi che hanno occhio bianco. Ora se una cellula uovo di Dro-
sophila viene fecondata da uno spermatozoo che contiene il cromosoma X si formera una fem-
mina eterozigote, con occhio selvatico rosso; se invece una cellula uovo viene fecondata da uno
spermatozoo che contiene il cromosoma Y si formera un maschio con occhi rossi (selvatico): il
maschio riceve quindi il suo cromosoma X dalla madre, che & l'unico genitore che possiede un
cromosoma X che pud donare; perché l'altro genitore per forza deve dargli la Y altrimenti non
sarebbe maschio. Le femmine ricevono invece un cromosoma X dal padre e un cromosoma X
dalla madre. Quindi ci siamo spiegati fino a questo punto con lipotesi di Morgan i risultati ottenu-
ti, cioé tutti i figli con occhi rossi sia maschi che femmine. Nel momento in cui andiamo ad incro-
ciare tra loro gli individui della F1, dobbiamo tenere presente che la femmina (della F1) & etero-
zigote per il gene del colore dell’'occhio, quindi avra un cromosoma X con l'allele selvatico e un
cromosoma X con I'allele mutato, quindi, quanti tipi di gameti fara questa femmina? Due tipi; il

—
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50% di essi conterra il cromosoma X con l'allele selvatico, il 50% il cromosoma X con l'allele
mutato. Il maschio della F1, quanti tipi di gameti fara? Sempre 2 tipi, il 50% di essi conterranno il
cromosoma X (con lallele selvatico perché mortano occhio selvatico) e il 50% conterranno il
cromosoma Y, senza alcun allele. Ricostruendo un altro quadrato di Punnett in cui siano presen-
ti i due tipi di gameti sia della femmina che del maschio ed effettuando l'incrocio, possono venire
fuori femmine omozigoti dominanti (per l'allele selvatico) se lo spermatozoo prodotto dal ma-
schio contiene il cromosoma X va a fecondare la cellula uovo contenente il cromosoma X con
l'allele selvatico; oppure questo stesso tipo di spermatozoo puo fecondare una cellula uovo che
contiene il cromosoma X con l'allele mutato e quindi viene fuori una femmina con genotipo
eterozigote (ma con fenotipo rosso perché lallele selvatico € dominante su quello mutato). Uno
spermatozoo contenente un cromosoma Y che feconda una cellula uovo contenente un cromo-
soma X con allele mutato dara una progenie di maschi con fenotipo mutato (occhio bianco); uno
spermatozoo contenente un cromosoma Y che feconda una cellula uovo contenente un cromo-
soma X con lallele selvatico dara una progenie di maschi con fenotipo selvatico (occhio rosso).

Quindi si otterra una progenie ma-
Spiegazione dell'incrocio reciproco schile del 50% con occhio selvatico
e del 50% con occhio mutato.
+ Quindi per il primo tipo di incrocio

J
" ﬁg - I o F oy effettuato da Morgan, Fipotesi del
w l / x4 w

incrocio reciproco

=N

|
X
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E

s|s
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gene per il colore dell’occhio di Dro-
sophila sul cromosoma X &
9 of un’ipotesi che spiega in maniera
Q ﬁﬁ d l completa ed esaustiva i fenotipi da
rosse @ blenee lui osservati. Non bastava fermarsi a
l d _w - questo punto dell’esperimento. Veri-
ﬁ ﬁ g . fichiamo cosa accade nell'incrocio
ﬁ @ = @ reciproco: la femmina in questo in-
o4 t —Wﬁ crocio ha occhio bianco, quindi e
. . . 1 1 wWWw
= 9m02|gotfa recessiva (XWX™), mentre
o il maschio é selv,atlco con occhio
9 o rosso (X*Y) perché ha lallele selva-
tico + sul suo unico cromosoma X. | gameti prodotti da questa femmina saranno di un solo tipo
(X¥), mentre quelli prodotti dal maschio saranno di due tipi (X*) e (Y). Dallunione di questi
gameti otteniamo femmine eterozigoti con occhio rosso (X*X") e maschi emizigoti per l'allele
recessivo con occhi bianchi (X*Y). Incrociando tra loro questi individui cosa avremo nella F2? Le
femmine eterozigoti della F1 produrranno due tipi di gameti, il 50% X" e il 50% X*; i maschi
produrranno due tipi di gameti, il 50% X" e il 50% Y. Sviluppando un quadrato di Punnett con
questi gameti otterremo: possiamo osservare femmine eterozigoti con fenotipo selvatico, o
femmine omozigoti recessive con occhio mutato bianco; i maschi potranno essere emizigoti per
lallele selvatico e quindi fenotipica-
mente con occhio rosso, 0 emizigoti Conclusione
per l'allele mutato e quindi con occhio
bianco. Ci ritroviamo esattamente col
risultato dell’incrocio reciproco
osservato da Morgan. L’ipotesi fatta cromosoma X. I geni si trovano sui cromosomi.
da Morgan spiega perfettamente il
comportamento del fenotipo del
colore dell'occhio in Drosophila. |l v 1l gene white di Drosophila & stato il primo gene ad essere “mappato”!
gene white & stato il primo gene
attribuito ad uno specifico cromoso-
ma. Per i pochissimi geni attribuiti al v Unulteriore prova della teoria cromosomica dell‘ereditarieta viene dagli
cromosoma Y si ha una trasmissione esperimenti di Calvin Bridges sulla “progenie eccezionale” di Drosophila.
oloandrica, cioé quel carattere
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presente solo nei maschi, e viene trasmesso solo ai figli maschi, mentre per i caratteri attribuiti al
cromosoma X bisogna valutare i

gen_Otipi (_jei geniTori € Qellla Pro-  Gli esperimenti di Bridges: la “progenie eccezionale”
genie e si parla di trasmissione X-

linked. Una ulteriore conferma ? d

della presenza dei geni sui cro- YOYW % iy *xw

mosomi, e quindi dgllg teoria cro- b7 @

mosomica dell’ereditarieta, & stata l

ottenuta con una serie di esperi-

menti sul colore dell’locchio di Atteso: X+Xw w'XWY — 99,95% delle volte
Drosophila da un altro scienziato, O @

Bridges, il quale dimostro che in

presenza di segregazioni anomale e x O ocehio bianco, erle
dei cromosomi sessuali (segrega-

2|or3| abgrraqtl), il fenqtlpo colqre 0.05% delle volte—

dellocchio di Drosophila seguiva

lo stesso andamento ﬁ d occhio rosso, sterile

dell’aberrazione cromosomica.
Dunque, se incrociamo una fem- aberrante ——‘(mge“ie eccem@
mina omozigote recessiva per il T
colore dell’'occhio bianco (X*X") con un maschio selvatico (X*Y), il risultato atteso & una proge-
nie costituita da tutte femmine con occhio rosso e tutti maschi con occhio bianco, perché tutte le
femmine riceveranno un cromosoma X con l'allele mutato dalla madre e un cromosoma X con
I'allele dominante selvatico dal padre; mentre i maschi riceveranno l'unica X con allele recessivo
dalla madre e la Y dal padre. In realta Bridges analizzando grandi numeri di progenie, si accorse
che questo risultato € il piu comune ma in alcuni casi puo venir fuori un risultato diverso. Nel piu
del 99,9% dei casi il risultato osservato da Bridges era quello descritto. Nello 0,05% dei casi os-
servava un risultato anomalo, la cosiddetta progenie eccezionale: venivano fuori femmine con
occhio bianco fertili e maschi con occhio rosso sterili. Progenie eccezionale in questo caso vuol
dire progenie aberrante. Bridges cerco di trovare una spiegazione ai risultati. La stragrande
maggioranza dei risultati era in perfetto accordo con l'ipotesi di Morgan, e quindi anche il risulta-
to aberrante doveva essere sicuramente in accordo con essa, perché se i geni si trovano sui
cromosomi, si troveranno sempre sui cromosomi € basta; quindi era necessaria una spiegazione
cromosomica.
L'ipotesi di Bridges: meiosi aberrante — uova XX Nellimmagine vediamo la
meiosi di una femmina di
Drosophila omozigote re-

Meiosi normale iiii . ii ii o cessiva per il colore
dellocchio: questi sono
o XX XV cromosomi segsuall X gia
) \ duplicati (ovviamente in
X L . ognuna di queste cellule

Non-disgiunzione S ¢©7 ™ N i i Ali
nella | divisione ii ii -> ii ii - ii ii 1@ \060 0‘((\7’ sono presenti tutti gli auto-
meiotica @ o somi, ma scriviamo solo
X XXX O O D quelli se'ssu.ali perché fac-.
o®<\0“"" Y ciamo riferimento a geni
«\aéa\ o o J presenti su cromosomi
et i i -
00(\‘\ + "~ Maschio occhio SeSS.uaII)- QueStI . Crc.)mo
ﬁ spermatgaoi diun | X" | XXX @ rosso somi sessuali duplicati so-
maschio con . g 'R
occhio rosso v <@XE Yo no costituiti da cromatidi

Femmina occhio bianco . H

fratelli legati dal centrome-

ro, in prima divisione meio-
tica un cromosoma X va verso un polo l'altro cromosoma X va verso l'altro polo, e in seconda
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divisione meiotica ciascun cromatidio si separa dal fratello e andranno a finire nelle cellule finali
che saranno 4 gameti dello stesso tipo (4 gameti contenenti il cromosoma X con I'allele recessi-
vo w). Puo accadere durante la meiosi un errore di segregazione (gli errori di segregazione non
sono eventi rari; accadono anche nelle meiosi che facciamo noi, il vantaggio & che la maggior
parte delle meiosi avvengono correttamente). Se questo errore di segregazione avviene a carico
dei cromosomi sessuali per molte specie € compatibile con la vita; se invece avviene a carico
degli autosomi difficilmente & compatibile con la vita. Riguardo I'esperimento di Bridges accade
una non corretta segregazione degli omologhi: i due omologhi migrano verso lo stesso polo, per
cui dopo la prima divisione meiotica ci sara una cellula che contiene ancora entrambi gli omolo-
ghi X, mentre nell’altra cellula ci saranno solo gli autosomi, perché dei cromosomi sessuali X
non ce ne sta nemmeno uno. E quindi dalla seconda divisione meiotica della cellula che contie-
ne entrambi gli omologhi verranno fuori due cellule gametiche che contengono ciascuna due
cromosomi X con l'allele w e dall’altra cellula che contiene solo gli autosomi verranno fuori due
cellule anch’esse senza i cromosomi X: saranno cellule O rispetto ai cromosomi X. Sostanzial-
mente vengono fuori gameti che definiamo aneuploidi, cioeé che non hanno la ploidia corretta
per un gamete (un tipo di gamete avra un assetto aploide per gli autosomi tranne che per
lassetto sessuale, perché avra due copie di cromosomi sessuali anziché una; mentre un altro
tipo di gamete anch’esso aneuploide, non avra neppure una copia dei cromosomi sessuali ma
solo I'assetto aploide degli autosomi). Cosa viene fuori se una femmina che ha fatto meiosi
aberrante di questo tipo si incrocia con un maschio selvatico? Il maschio selvatico produrra il
50% dei gameti contenente cromosoma X* selvatico e il 50% dei gameti contenente il cromoso-
ma Y. Invece la femmina ha prodotto il 50% di gameti ciascuno contenente due copie del
cromosoma X con lallele w (mutato), e il
50% di gameti aneuploidi, contenenti 0 co-
pie di cromosoma X. Dal quadrato di Pun-
nett dove incrociamo i gameti ottenuti dalla
meiosi aberrante e i gameti del maschio sel-
vatico, otterremo X*0 (maschio con occhio
rosso) e X*X"Y (femmina con occhio bian-
co0), quindi ci spieghiamo il risultato osserva-
to da Bridges, e ciog, nello 0.05% dei casi
evidentemente nelle femmine di Drosophila avviene una meiosi aberrante: in prima divisione
meiotica, i due omologhi anziché separarsi, vanno allo stesso polo e si formeranno gameti con
due cromosomi X e gameti privi di cromosomi X; andando ad essere poi fecondati da gameti
selvatici prodotti quindi dal maschio con occhio rosso, il risultato che viene fuori € maschio con
occhio rosso e femmina con occhi bianchi. Abbiamo spiegato dal punto di vista genetico che
'eccezione alla segregazione cromo-
somica corrisponde ad un’eccezione
nella segregazione del fenotipo colore
dellocchio. Abbiamo detto che i
cromosomi sessuali sono presenti nel
maschio e nella femmina con due
assetti di tipo differenti e cioe, la
femmina presenta due cromosomi X,
il maschio presenta un cromosoma X
ed uno Y: questo & vero per molte

Conclusioni:

¢ I determinanti genetici co-segregano con i cromosomi

¢ La segregazione aberrante di cromosomi determina un profilo
alterato di trasmissione dei caratteri

= I geni si trovano sui cromosomi

La determinazione del sesso

Possibilita:
- La presenza di due cromosomi X determina il sesso femminile

(ipdinnnrlnn_h:rn_enfn dalla nresenza del cromosoma Y)

pChuCinRSn W Lana prCStinilia UG Lruiniusuina V)

oppure

- La presenza del cromosoma Y determina il sesso maschile (indipendentemente
dal numero di cromosomi X presenti)

specie, ma non per tutte, ad esempio
negli uccelli il sesso eterogametico (il
sesso che ha due cromosomi sessuali
diversi) € quello femminile; ci sono
specie che non hanno cromosomi
sessuali eteromorfici, ma sono identici
tra loro, ma contengono geni che
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In Drosophila:

XXY = femmina .
La presenza del cromosoma Y non &
sufficiente a determinare il sesso
maschile

XO = maschio

Ipotesi: un cromosoma X = maschio

due cromosomi X = femmina



determinano un fenotipo maschile e un fenotipo femminile. Anche la determinazione del sesso &
un fenomeno che nel corso dell’evoluzione ha adottato vie differenti, ovvero, non in tutte le spe-
cie per le quali esiste un sesso maschile e un sesso femminile la determinazione del sesso av-
venga allo stesso modo. Volendo schematizzare delle possibilita potremmo dire che il sesso
femminile & caratterizzato dalla presenza di due cromosomi X indipendentemente dal fatto che
ci sia 0 meno un cromosoma Y e la presenza del cromosoma Y determini lo sviluppo del sesso
maschile: queste possibilita sono vere entrambe! Nei mammiferi infatti la presenza del cromo-
soma Y determina lo sviluppo del sesso maschile. In Drosophila non €& cosi! Non & sufficiente la
presenza del cromosoma Y nel cariotipo perché si sviluppi il sesso maschile: infatti in Drosophila
XXY & una femmina; XO e un maschio, abbiamo quindi una Y presente in un cariotipo femminile
e abbiamo I'assenza di Y in un cario-
tipo maschile. L’ipotesi fatta da Bri-
dges sulla determinazione del sesso
di Drosophila, fu che il sesso di Dro-

Proseguimento degli esperimenti di Bridges

Assetti autosomici

rapporto x./ Fenotipo

Cromosomi sessuali #diX # di assetti autosomici

sophila non dipende dalla presenza xx 2 2 1,0 Femmina
Qel cromosoma X ma o!al rapporto tra 1 5 05 Maschio
il numero di cromosomi X e il numero ,

di autosomi presenti nelle cellule; in X 3 2 15 Metafemmina
particolare il rapporto X:A cioé cro- XX 2 3 0,67 Intersesso
mosomi X assenti:autosomici. In par- XY 1 3 0,33 Metamaschio

ticolare, se sono presenti due cromo-
somi X e un assetto autosomico nor-
male, cioé 2, abbiamo un rapporto
X:A=1, abbiamo lo sviluppo del sesso
femminile. Se invece abbiamo un so-
lo cromosoma X a fronte di un asset-
to autosomico normale, il rapporto X:A=0,5, in questo caso si ha sviluppo in senso maschile. Nel
caso in cui i cromosomi X siano 3 e gli autosomi sono in assetto diploide, 2, il rapporto X:A=1,5
e si ha sviluppo di un individuo metafemmina. Nel caso abbiamo due cromosomi X e 3 assetti
autosomici, il rapporto X:A= 0,67 e ci da un intersesso; infine una coppia XY in presenza di 3
assetti autosomici, il rapporto X:A=0,33, e ci da un individuo metamaschio. In Drosophila quindi
la determinazione del sesso non dipende dalla presenza del cromosoma X ma dal rapporto tra
numero di cromosomi X e assetti autosomici. Nei mammiferi le osservazioni di alcuni tipi di a-
neuploidie, ci danno un’idea: le aneuploidie compatibili con la vita sono quelle che riguardano i
cromosomi sessuali. Per esempio la sindrome di Klinefelter, (individui XXY) che ha una frequen-
za elevata; o la sindrome di Turner (individui X0) piu rara: nel primo caso abbiamo due XX e un
cromosoma Y, fenotipicamente l'individuo € maschio; nell’X0, cioé in presenza di un cromosoma
X e nessun cromosoma Y, si sviluppa e vive una femmina. Nei mammiferi infatti la determina-

zione del sesso dipende strettamente dalla

Conclusione: in Drosophila, il sesso € determinato dal rapporto tra il numero di
cromosomi X e il numero di assetti autosomici (autosoma = cromosoma non
sessuale)

E nei mammiferi?

Determinazione del sesso nell’'uomo

Suggerimenti ¢all'aneuploidia assetto cromosomico alterato

individui XXY (sindrome di Klinefelter; 1/1000)...
individui XO (sindrome di Turner; 1/2500)...

maschio

femmina

Conclusione:

Nell'uomo (e negli altri mammiferi), la presenza del cromosoma Y
determina lo sviluppo maschile

Questo comportamento non € universale...
Uccelli: il sesso eterogametico € quello femminile, WZ; i maschi sono ZZ
Api: uova non fecondate (aploidi) — maschio

uova fecondate (diploidi) — femmina

presenza del cromosoma Y. Nei mammiferi il
cromosoma Y contiene diversi geni anche se
pochi, e tra questi compare il gene che deter-
mina la mascolinizzazione, la determinazione
del sesso; invece sul cromosoma X sono pre-
senti alcuni geni coinvolti nella determinazione
del sesso e altri geni che non hanno nulla a
che vedere con la determinazione del sesso.
Nel sesso omogametico (nelle femmine XX) ci
sara il prodotto di due coppie geniche, mentre
nei maschi ce ne sara la meta perché possie-
dono un solo cromosoma X, e questo crea un
problema in termini di dosaggio; e ciog, in
qualche modo si deve uniformare il livello di
messaggio e di prodotto di qui geni presenti
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sui cromosomi X, perché altrimenti i maschi ne avrebbero la meta e le femmine il doppio. Anche
in questo caso ci sono delle strategie di compensazione di dosaggio: il Corpo di Barr ad esem-
pio, altro non € che uno dei due cromosomi X fortemente condensato e reso quasi completa-
mente trascrizionalmente inattivo, in modo tale da mantenere attiva solo una copia e avere
quindi un eguale prodotto dei geni presenti su quel cromosoma sia nei maschi che nelle femmi-
ne. In altre specie, ad esempio Drosophila, si ha l'iperattivazione dei geni presenti sul cromoso-
ma X del maschio per controbilanciare il dosaggio delle femmine (in Drosophila quindi non
avviene la lyonizzazione). Ricordiamo che allinterno dei gameti oltre ai cromosomi sessuali
troviamo anche gli autosomi, e nella formazione dei gameti & essenziale che vada a finire il
corretto assetto cromosomico sia per la frazione autosomiale che per quella sessuale, e per per
quanto riguarda gli autosomi ogni coppia di omologo presente all’interno di una cellula proviene
da un genitore diverso; cioé una copia di un omologo viene data dal padre e una copia di un
omologo viene data dalla madre e se questo non viene rispettato si hanno alterazioni che, a
seconda del cromosoma a cui fac-

Motatase | Anatass | Tolotass | Tolofass I ciamo riferimento, possono avere

effetti deleteri. Nellimmagine se

indichiamo i cromosomi materni e

- e paterni, dopo la replicazione ab-
e biamo i cromatidi fratelli sia per

quanto riguarda 'omologo eredita-

to dal padre (cromosoma che por-
— ? — e ta l'allele a), sia per quanto riguar-
~ = da 'omologo ereditato dalla madre

r Cromosoma ereditato dalla madre

1y

L Cromosoma ereditato dal padre

(cromosoma che porta l'allele A),
dopo la replicazione, la migrazione

| cromosomi replicati che si sono | cromosomi matemie | cromosomi e gli alleli Ognuno degli alleli & d eg | | omo I Og h | | n q u eSTO caso av-
appaiati migrano verso la piastra patemi si separano e gli risultano separati in presente nella meta dei .

equatoriale della cellula, alleli A ed a segregano, cellle differenti. prodotti meiotici. viene co rrett ame nte , un omo | ogo

va verso un polo e l'altro al polo

Searogezions dealallh corrisponde ol sopeazions drante anoass el prima dwilone melotc, opposto, segue la formazione del-

del cromosomi appalatt le due cellule figlie che contengo-

no una un cromosoma che é stato
dato dalla madre, e Tlaltra un cromosoma che €& stato dato dal padre.

Cromosomi ereditati dalla madre

Cromosomi ereditati dal padre

Figura 5.8 » || principio dell’assortimento indipendente di Mendel e il compor dei c i alla
meiosi. Gli alleli su differenti coppie di cromosomi assortiscono in modo indipendente durante |‘anafase
della prima divisione meiotica, perché i cromosomi ereditati per via materna e paterna si allineano in modo
casuale sulla linea equatoriale della cellula.
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LEZIONE 5 (17/03/2015)

Nella lezione precedente abbiamo detto che per molte specie, anche se non per tutte, il sesso
maschile e il sesso femminile hanno dei cromosomi sessuali morfologicamente differente e an-
che dal punto di vista del contenuto genico sono diversi. Abbiamo fatto a tal proposito 'esempio
degli esperimenti di Morgan e Bridges su Drosophila, che presenta un sesso omogametico per il
sesso femminile (omogametico perché produce, rispetto ai cromosomi sessuali, gameti che con-
tengono lo stesso tipo di cromosomi) mentre il sesso eterogametico € il sesso maschile (etero-
gametico perché produce, rispetto ai cromosomi sessuali, due tipi differenti di gameti; 50% di
gameti conterrano il cromosoma X e 50% di gameti conterranno il cromosoma Y). Stessa situa-
zione nei mammiferi, anche se abbiamo visto che la determinazione del sesso in Drosophila e
nei mammiferi avviene con meccanismi profondamente differenti: nei mammiferi la presenzadel
cromosoma Y € necessaria per lo sviluppo del sesso maschile; in Drosophila non € la presenza
del cromosoma Y a determinare lo sviluppo del sesso maschile, ma il rapporto tra il numero di
cromosomi X e l'assetto autosomico. Il problema che viene fuori per tutte le specie con sessi
separati e con cromosomi sessuali differenti, € quello della compensazione del dosaggio perché,
abbiamo specificato che il contenuto genico tra cromosomi X e cromosomi Y € profondamente
differente dato che il cromosoma X € molto grande rispetto a quello Y; nelle femmine il cromo-
soma X e presente in 2 copie, mentre nei maschi in una sola copia (sono emizigoti XY, perché
possiedono una sola copia del cromosoma X). Come e possibile che nelle femmine ci sia una
doppia espressione dei geni che sono sul cromosoma X e i maschi possono fare le stesse cose
con la meta del prodotto di quei geni? Sul cromosoma X non ci sono solo geni coinvolti nella de-
terminazione del sesso, ma anche geni responsabili di altre manifestazioni fenotipiche che col
sesso non c’entrano un piffero e quindi tutte le specie hanno il problema della compensazione
del livello dell’espressione dei geni presenti sul cromosoma X tra maschi e femmine. Facciamo
riferimento a cid che accade nei mammiferi: nei mammiferi avviene un fenomeno che si chiama
inattivazione del cromosoma X, che porta alla formazione di strutture citologicamente visibili
all'interno del nucleo, che sono chiamati corpi di Barr. Un corpo di Barr altro non € che un cro-
mosoma X estremamente condensato che diventa eterocromatico e che dal punto di vista tra-
scrizionale (ovvero dell’espressione genica) non & piu attivo, o quasi completamente inattivo. Di
conseguenza nelle femmine si esprimeranno solo i geni presenti sul cromosoma X che non &
stato inattivato, ovvero quello che resta eucromatico. In linea generale I'eterocromatina € una
cromatina molto condensata, estremamente spiralizzata, che tende a non essere trascrizional-
mente attiva; quando invece parliamo di eucromatina ci riferiamo a una cromatina lassa e che é
trascrizionalmente piu attiva rispetto all’eterozromatina. C’e da dire che nelle cellule delle fem-
mine dei mammiferi, I'inattivazione del cromosoma X & del tutto casuale; avviene nelle fasi
molto precoci dello sviluppo femminile e quindi ci saranno gruppi di cellule che inattivano il cro-
mosoma X ereditato dalla madre, altri gruppi di cellule che inattivano il cromosoma X ereditato
dal padre: nello sviluppo dell’organismo femminile, in alcune cellule viene inattivata la X mater-
na, in altre cellule quella paterna. Dal punto di vista genetico & importante perché nel caso di
una femmina eterozigote, essa avra sul cromosoma X ereditato dalla madre una forma all’elica
per un certo gene, su quello ereditato dal padre un’altra forma allelica: siccome l'inattivazione &
casuale, nelle cellule si esprimera solo una delle due forme alleliche, che potra essere o la for-
ma allelica ereditata dal padre o quella ereditata dalla madre a seconda di quale dei due cromo-
somi X viene inattivato e se le due forme alleliche sono differenti si esprimera un allele differen-
te. Se per esempio su un cromosoma X € presente l'allele A, sull’altro cromosoma X l'allele a,
nelle cellule in cui viene inattivata la X con l'allele a si esprimera solo la X con lallele A; vicever-
sa nelle cellule in cui viene inattivata la X con l'allele A si esprimera solo la X con l'allele a. Que-
sta situazione porta alla formazione di mosaici dal punto di vista fenotipico per I'espressione di
quei geni. Cosa intendiamo per mosaici? Che ci saranno dei tessuti derivati da quel gruppo di
cellule in cui inizialmente € avvenuta l'inattivazione del cromosoma X materno ad esempio, in
cui si esprimera solo I'allele paterno; altri gruppi di cellule che daranno origine ad altri tessuti o
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ad altre zone dello stesso tessuto che invece esprimeranno l'altro allele se hanno inattivato
l'altro cromosoma X. Quindi le femmine di mammiferi, rispetto ai geni presenti sui cromosomi
X sono dei mosaici. Questo mosaicismo pud essere esplicato in tanti esempi, di cui uno molto
evidente riguarda un fenotipo dei gatti, il fenotipo italico, in cui il colore del mantello & a
macchie nere e macchie arancioni su un fondo bianco: questo € il risultato dell’inattivazione
dell’uno o dell’altro cromosoma X in una situazione di eterozigosi. Facciamo riferimento ad un
gene che presenta due forme alleliche alternative, una che determina la colorazione arancione
del mantello e una la colorazione nera del mantello e questo gene si trova proprio sul cromoso-
ma X. Se osserviamo il fenotipo dei gatti maschi ci accorgiamo che hanno o il mantello nero o il
mantello arancione; mentre le femmine possono presentare il fenotipo a macchie nere e aran-
cioni proprio perché sono dei mosaici per quanto riguarda I'espressione di questo gene presente
sul cromosoma X. | corpi di Barr sono le strutture che ci consentono di visualizzare anche
citologicamente linattivazione del cromosoma X e in cellule con un numero di cromosomi X
maggiori di 2 nelle femmine osserviamo un numero di corpi di Barr superiore a 1 e sempre
inferiore di un’unita rispetto al numero di cromosomi X presenti all’interno di una cellula: in un
individuo XXX mammifero, anziché osservare un solo corpo di Barr come si osserva nelle
femmine XX, osserveremo 2 corpi di Barr; vengono quindi inattivati 2 dei 3 cromosomi X presen-
ti in quellindividuo. In Drosophila la compensazione del dosaggio avviene in maniera comple-
tamente diversa: l'inattivazione del cromosoma X non avviene, ma avviene l'ipertrascrizione
dei geni presenti sul cromosoma X del maschio, per compensare I'espressione doppia della
femmina. Si chiama compensazione trascrizionale.

ALBERI GENEALOGICI

L’eredita legata al sesso rappresenta da un certo punto di vista un’eccezione al mendelismo in
quanto per i caratteri legati al sesso non vale I'’equivalenza degli incroci reciproci, che invece
vale per i caratteri studiati da Mendel. Al di l1a del fatto che I'eredita dei caratteri X-linked segue
la trasmissione dei cromosomi X, e quindi la segregazione a livello meiotico dei cromosomi X e
dei cromosomi Y, la logica di manifestazione del carattere non cozza con cio che ci ha insegnato
Mendel nelle femmine; mentre nei maschi la situazione cambia in quanto essi sono emizigoti,
possono avere solo due genotipi alternativi: emizigote per l'allele dominante o emizigote per
l'allele recessivo. Possiamo applicare i principi mendeliani per analizzare la trasmissione dei
caratteri di generazioni in generazione allinterno delle famiglie, e questo approccio viene
chiamato studio degli alberi genealogici o pedigree. Lo studio degli alberi genealogici ci
consente di capire se un carattere che stiamo analizzando € dominante o recessivo, se & un
carattere autosomico o un carattere legato al cromosoma X; ci consente di fare non solo delle
previsioni sui genotipi degli individui che appartengono all’albero, ma anche la previsione dei
genotipi e fenotipi della progenie di specifici incroci allinterno dell’albero genealogico. Ha
grandissimi risvolti nella consulenza genetica, in particolar modo se i caratteri che si analizzano
riflettono su patologie. Non sempre € possibile affermare con certezza la modalita di trasmissio-
ne di un carattere e dipende dallampiezza dell’albero genealogico in esame. Molto spesso
quanto piu piccolo e l'albero genealogico minori sono le informazioni a nostra disposizione; per
cui, se abbiamo la fortuna in un albero molto piccolo di osservare incroci informativi, allora
riusciamo a formulare delle ipotesi che possono diventare certezze al termine dell’analisi. In altri
casi non riusciamo a discriminare neanche tra la dominanza e la recessivita; ci sono delle
situazioni che sono compatibili sia con la trasmissione dominante che con quella recessiva; cio
non significa che il carattere che stiamo analizzando €& sia dominante che recessivo; ma significa
che l'albero che stiamo analizzando non ci da l'informazione sufficiente per discriminare tra
dominanza e recessivita. Ci sarebbe quindi bisogno di risalire ad un numero di informazioni
maggiori in quella famiglia rispetto al carattere in questione, oppure di analizzare lo stesso
carattere in altre famiglie, magari piu ampie, cercando di risalire, di capire ed affermare con
certezza quale possa essere la modalita di trasmissione di quel carattere. Gli alberi genealogici
sono delle rappresentazioni grafiche per cui & necessario utilizzare una simbologia univoca. Il
maschio viene indicato con un quadrato, la femmina con un cerchio; l'individuo di sesso non
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specificato € un rombo; quando vediamo una freccia che indica un individuo di un carattere
quellindividuo € il probando, cioé é l'individuo per il quale vogliamo sapere determinate infor-
mazioni. Indicare un maschio con il simbolo quadrato vuoto non colorato, vuol dire dare
un’informazione sul fenotipo di questo maschio; cioé non manifesta fenotipicamente il carattere
che stiamo analizzando, cosi come la femmina vuota non manifesta il carattere in analisi. Indica-
re la femmina o il maschio col simbolo pieno, nero, significa dire che quella femmina o quel ma-
schio manifestano quel fenotipo di quel carattere in esame. In altri casi possiamo avere maschi
o femmine colorati per meta: € un’informazione sia fenotipica che genotipica perché indica che
quel maschio o quella femmina sono portatori. Dal punto di vista genotipico € un sinonimo di e-
terozigosi, quindi quegli individui sono eterozigoti per il carattere autosomico che stiamo ana-
lizzando: se il carattere lo chiamiamo A, quel maschio o quella femmina quando sono rappre-
sentati col simboletto mezzo pieno e mezzo vuoto hanno genotipo Aa; e quindi, se stiamo par-
lando di un carattere recessivo, questi individui non manifesteranno fenotipicamente quel carat-
tere, perd hanno l'allele recessivo nel loro genotipo. Mentre per le femmine eterozigoti per geni
legati al sesso la femmina portatrice si indica con un pallino nero all’interno del cerchietto che
rappresenta il simbolo femminile; e vale lo stesso discorso: & eterozigote per un locus X-linked;
quindi sara genotipicamente XAX?, fenotipicamente non manifesta il carattere recessivo. Quando
invece i simboli hanno un segno diagonale sopra, vuol dire che quegli individui non sono piu in
vita. Una linea orizzontale che collega un maschio e una femmina significa che tra quel ma-
schio e quella femmina c’e stato o ci potrebbe essere un accoppiamento; se c’€ un tratto che in-
terrompe questa linea indica un divorzio. Quando invece un maschio e una femmina sono colle-
gato da una linea orizzontale doppia vuol dire che i due individui coinvolti nell'incrocio sono
consanguinei, cioe appartengono alla stessa famiglia e si stanno accoppiando. L’individuo con
una sorta di parentesi attorno indica che e stato adottato, mentre i parti gemellari non presen-
tano una linea verticale, ma una biforcazione che include gemelli che possono essere monozi-
gotici quando presentano oltre alla biforcazione anche un tratto lineare che li collega, o dizigo-
tici senza la linea orizzontale tra di loro, oppure con punto interrogativo se non si sa se siano
monozigotici o dizigotici.

Caratteri recessivi

Possiamo cogliere dei comportamenti caratteristici dei caratteri recessivi? Certo, esistono delle
caratteristiche che ce lo consentono e la principale ci viene fornita da Mendel: se abbiamo due
genitori che entrambi non presentano il carattere, ma hanno figli che presentano il carattere, ne-
cessariamente il carattere in questione & recessivo. Negli esperimenti di Mendel lo abbiamo
capito dal principio della dominanza; ovvero, un incrocio tra individui che fenotipicamente sono
dominanti entrambi danno figli allinterno dei quali compare il fenotipo dei genitori e anche I'altro,
quello che era scomparso in prima generazione. Quindi per definire un carattere recessivo con
certezza, dobbiamo andare a cercare gli incroci informativi che si riflettano in una situazione del
genere. Figli che presentano un carattere recessivo possono sia avere entrambi i genitori che
non lo presentano, ma anche che lo presentano! Un genitore o entrambi i genitori. Se entrambi i
genitori manifestano un carattere recessivo, ovviamente tutti i figli di quei genitori dovranno ma-
nifestare quel carattere, perché, dal punto di vista genotipico quei genitori sono omozigoti reces-
sivi per poter manifestare il carattere; per cui incrociando due individui omozigoti recessivi si a-
vra una progenie interamente omozigote recessiva.

Albero genealogico 1

Ogni generazione viene indicata con i numeri romani, e allinterno di ogni generazione gli indivi-
dui vengono indicati con i numeri arabi partendo da sinistra verso destra. Abbiamo due individui
(maschio e femmina) che non manifestano il carattere. Fanno 4 figli, quelli che sono collegati ai
genitori secondo I'immagine. Di questi figli possiamo descrivere il fenotipo perché lo vediamo.
Se il carattere in questione fosse una patologia allora potremmo dire che i genitori sono sani e
dei 4 figli 3 sono sani e uno presenta la malattia. La figlia che quindi manifesta il carattere &
I'individuo II-2: essa sposa un individuo esterno all’albero (individuo II-1); di questo individuo non
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abbiamo alcuna informazione se non quella fenotipica, ma non sappiamo i suoi genitori, fratelli
che fenotipo hanno rispetto al carattere in esame; allo stesso modo non abbiamo alcuna infor-
mazione oltre che quella fenotipica dell’individuo 1I-7 che sposa I'individuo 1I-6. Nella generazio-
D ne successiva notiamo 3 figli che non manifestano
BN il carattere (individui IlI-1; 111-2; 111-3), e due figli di
ALBEZO GENEA

4 p cui uno manifesta in carattere (l11-9). Cosa possia-

C mo dire rispetto alla dominanza o recessivita di

questo carattere? E chiaro che si tratta di un carat-

=) A 0 tere recessivo; e rispetto a tutti gli incroci presenti

nell'albero, l'incrocio che ci conferma l'ipotesi del
carattere recessivo € gia il primo incrocio: perché
| abbiamo due genitori che non manifestano il carat-

tere, ma nella loro progenie hanno un figlio che
presenta il carattere, di conseguenza € un carattere recessivo. L'incrocio tra gli individui 1l-1 e II-
2 ci mostra che lindividuo II-2 manifesta il carattere (ha genotipo recessivo), I'individuo Il-1 non
manifesta il carattere e nemmeno i tre figli di questo incrocio. Anche l'incrocio tra gli individui Il1-6
e II-7 ci conferma che il carattere € recessivo in quanto loro due non manifestano il carattere ma
una delle due figlie si. Possiamo fare anche dei ragionamenti riguardo i genotipi degli individui in
questione: stabilito che il carattere € recessivo, € molto semplice dedurre il genotipo degli
individui che lo manifestano; ovvero tutti gli individui col simboletto pieno in questo albero,
ammettendo che il carattere si chiami A, avranno genotipo aa. Possiamo stabilire con certezza il
genotipo di tutti gli individui? No, ma di alcuni si. Sicuramente possiamo stabilire il genotipo dei
genitori dell’albero, proprio perché hanno fatto una figlia omozigote recessiva, quindi in ciascuno
dei due genotipi deve essere presente l'allele recessivo, e necessariamente questi individui
devono essere eterozigoti! Il genotipo di entrambi i genitori I-1 e |I-2 & Aa. Pensiamo al genotipo
dell’individuo II-6: possiamo stabilirlo con certezza o no? Si. Perché questo individuo sposandosi
con la donna Il-7 esterna allalbero ha una figlia 11I-9 che presenta il carattere. Né lui né la
moglie presentano il carattere, ma il fatto che sia nata una figlia che manfesta il carattere e che
quindi deve necessariamente avere un genotipo aa, automaticamente ci da la certezza anche
sul loro genotipo; entrambi devono essere eterozigoti, per cui entrambi saranno Aa secondo la
famosa legge di Mendel. Qual € la probabilita che l'individuo II-3 sia omozigote dominante AA o
eterozigote Aa? Di sicuro non potra essere omozigote recessiva perché non manifesta il caratte-
re, per cui escludendo la probabilita %4 del genotipo aa derivante dall'incrocio dei due genitori
entrambi eterozigoti, automaticamente restano 1/3 di genotipo omozigote dominante AA e 2/3 di
genotipo eterozigote Aa. Guardiamo l'incrocio tra I'individuo Il-1 e l'individuo II-2: abbiamo una
femmina omozigote recessiva aa (individuo II-2) e un maschio esterno all’albero (lI-1) che non
manifesta il carattere; da questo incrocio nascono tre figli che non manifestano il carattere. Non
possiamo fare delle affermazioni certe sul genotipo dell'individuo 1l-1, in quanto non abbiamo
alcuna informazione sulla sua discendenza; ma qualora vorremmo sapere quale sia la probabili-
ta che dall’incrocio tra 1I-1 e 1l-2 nasca un figlio che manifesti il carattere fenotipicamente, a
questo livello delle nostre conoscenze dovremmo fare un’assunzione sul genotipo dell’individuo
lI-1 di cui non sappiamo altro se non che non manifesta il carattere: lo assumiamo omozigote
dominante nonostante sia un errore perché nessuno ci dice che non possa essere omozigote;
ma poiché non riusciamo a risalire in nessun modo alle informazioni sul carattere relative alla
sua famiglia e non conosciamo nemmeno la popolazione da cui proviene, dobbiamo necessa-
riamente considerarlo omozigote dominante per il carattere in questione. A questo punto
possiamo rispondere alla domanda dicendo che la probabilita che nascano figli che manifestino
il carattere dall’incrocio tra I'individuo II-1 e 1I-2 & pari a 0.

i
L~y

Caratteri dominanti

Sicuramente se un carattere € dominante e viene manifestato da un individuo della progenie,
almeno uno dei genitori deve presentare il carattere. Se abbiamo due genitori che presentano
entrambi il carattere dominante, nella progenie possiamo avere sia figli che presentano il
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carattere, sia figli che non presentano il carattere: questo € uno degli errori che gli studenti
commettono nell’analisi di alberi genealogici con trasmissione dominante. La regola & valida per
i caratteri recessivi!! Se un carattere dominante & presente in una progenie almeno uno dei geni-
tori deve manifestare il carattere.

Albero genealogico 2

Nell’'albero genealogico in figura, l'incrocio tra gli individui I-1 e I-2 & quello informativo, perché
entrambi i genitori manifestano in carattere: se il carattere fosse recessivo tutti i figli di questo in-
crocio dovrebbero manifestare il carattere; invece abbiamo sia figli che lo manifestano, sia figli
che non lo manifestano; di conseguenza il carattere non potra essere recessivo. Possiamo dire
qualcosa sul genotipo di questi individui? Si: i geni-

tori sono eterozigoti Aa perché fanno figli che non | i R S O B B o

b —

manifestano il carattere che quindi hanno genitipo ALBERD GENEALOG
aa (omozigote recessivo); per nascere un individuo - i
con genotipo recessivo da due genitori che hanno R
fenotipo dominante, implica che i genitori debbano ; * A ENE
essere eterozigoti, altrimenti non potrebbe formarsi |

un genotipo aa. A questo punto tutti gli individui 1 Ioll ‘L omo
che non manifestano il carattere nell’albero genea- H lH’I |

logico avranno genotipo recessivo aa. L’individuo

[I-2 ha genotipo eterozigote Aa perché dal suo incrocio con l'individuo II-1 che manifesta genoti-
po e fenotipo aa dovrebbero nascono sia figli che manifestano il carattere, sia figli che non lo
manifestano: se Il-2 fosse stata omozigote dominante AA allora tutti i figli ottenuti dall’incrocio
con ll-1 dovevano manifestare il carattere, in quanto da un incrocio AA x aa si ottengono tutti
genotipi Aa e fenotipi A.

€O 2

Eredita legata al sesso

Il carattere che vogliamo esaminare, oltre ad essere dominante o recessivo, pud essere auto-
somico (come negli esempi precedenti) o legato ai cromosomi sessuali. Possiamo dall’analisi di
un albero genealogico stabilire anche se la trasmissione di un carattere € legata al sesso o me-
no. Nelle specie col sesso maschile eterogametico e col sesso femminile omogametico i maschi
producono due tipi di gameti (il 50% dei gameti conterra il cromosoma X e il 50% dei gameti
conterra il cromosoma Y), mentre le femmine produrranno gameti contenenti il cromosoma X;
quindi la probabilita ad ogni incrocio di ottenere un figlio maschio o femmina & il 50%. Andiamo
ad osservare se possiamo trarre delle conclusioni sul comportamento di un carattere dominante
presente sul cromosoma X. In base a quanto detto, se un carattere dominante & legato al cro-
mosoma X, tutti i maschi che presentano il carattere, e che quindi sono genotipicamente XY,
emizigoti per I'allele dominante, genereranno figlie femmine che presentano il carattere, perché i
padri danno la loro unica X alle figlie femmine. Poiché la X paterna possiede I'allele dominante
A, indipendentemente dall’allele presente sulla X materna, le figlie femmine avranno tutte fenoti-
po dominante, cioé manifesteranno il carattere.

Albero genealogico X-linked dominante
Assumiamo per I'albero genealogico in figura che il carattere sia dominante. La trasmissione del
| SN carattere pu0 essere legata al cromosoma X (X-
: AL éﬁ% NN ' |1 linked)? Ci sono dei maschi che presentano il ca-
T 1 rattere (I1-3),| quindi poiché il carattere & dominan-
L] o te, il genotipo di quei maschi sara emizigote domi-
i ’ nante (XY). In questo caso tutte le figlie femmine
= q | = = di quel maschio dovranno presentare quel caratte-
' ' ‘ i re (llI-4; 11-6; IlI-7; 111-8). Verifichiamo per tutto
O L elle0®M 'é‘j lalbero se il carattere & legato al sesso. La femmi-
- S T O na |-2 deve essere eterozigote (X*X?) perché dal

P11
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suo incrocio con il maschio I-1 che non presenta il carattere (X2Y) vengono fuori una figlia che
manifesta il carattere (lI-6) e una che non lo manifesta (11-2); un maschio che presenta il caratte-
re (II-3) e uno che non lo manifesta (II-5). La femmina 1lI-2 che non manifesta il carattere, e
quindi con genotipo X2X2, sposa un uomo llI-1 che non manifesta il carattere, che quindi ha
genotipo (X2Y); dalla loro unione nasceranno tutti figli maschi e femmine che non presentano il
carattere, perché entrambi i genitori hanno i cromosomi X con l'allele recessivo. La femmina II-6
deve avere genotipo (XAX?) e il suo sposo II-7 genotipo (X2Y) e dalla loro unione nascono sia figli
maschi che presentano il carattere (IlI-10) che figli maschi che non lo manifestano (llI-9); sia
figlie femmine che manifestano il carattere (lll-11) che figlie femmine che non lo manifestano (llI-
12).

Albero genealogico X-linked recessivo

Anche in questo caso possiamo dire che i figli maschi di femmine che manifestano quel caratte-
re manifesteranno tutti quel carattere perché, se stiamo parlando di un carattere recessivo posto
sul cromosoma X, la donna affetta deve essere omozigote recessiva (X2X?), tutti i figli maschi di
questa femmina (indipendentemente dal genotipo del padre) riceveranno la X dalla madre, che
sara solo ed esclusivamente X2| | figli saranno tutti

,;L! L GLENéA | ‘C‘O! 4 | (XaY).. NeII’immggine, pqssiamo capire che il garat-
™ tere in esame & recessivo in quanto lo possiamo

={CHERN dedurre dall'incrocio tra gli individui (1-6 e 1I-7), i

Il TT T quali non manifestano il carattere, ma dalla loro u-
jul nione nascono sia figli che manifestano il carattere,

IR , | sia figli che non lo manifestano. Verifichiamo la

Fj.l P;# O i compatibilita con I'eredita legata al sesso. Se fosse

— un carattere presente sul cromosoma X, il maschio
I-1 dovrebbe essere emizigote recessivo (X2Y), e la moglie -2 eterozigote (X*X?), dato che nella
progenie ci sono sia figli che presentano carattere che figli che non lo presentano. E possibile da
questo incrocio avere una figlia che presenti il carattere? Si. Se la mamma & eterozigote perché
presenta una X? nel suo genotipo, pud dare questo cromosoma alla figlia 11-2, la quale ricevera
dal padre la sua unica Xcon l'allele a. Pud venir fuori un figlio maschio che non presenti il
carattere? Si. Quello che ha ereditato dalla madre la X con lallele A: quindi i figli II-3; II-4; 11-5.
La femmina 11-6 deve essere eterozigote (XAX?) perché eredita dal padre la X con l'allele a, e
della madre la X con l'allele A.

Trasmissione oloandrica (Y-linked)

E la trasmissione di un carattere legato al cromosoma Y, presenta un andamento faciimente
riconoscibile, perché & presente solo nei maschi e viene trasmesso solo ai figli maschi. Esiste
una banca dati che comprende tutti i caratteri mendeliani e legati al sesso nelluomo; oggi
presenta circa 10.000 caratteri.

Calcolo della probabilita negli alberi genealogici
Nell’albero genealogico nellimmagine abbiamo una coppia di genitori che hanno tre figli, uno dei
due genitori (I-1) presenta il carattere, I'altro no (I-2); nella progenie solo una figlia femmina
presenta il carattere (II-3): il carattere come viene tra-
| n smesso?| E dominante o recessivo? E recessivo e lo ca-
E ENEALO& 2 piamo dall'incrocio tra I'individuo I1-4 e Findividuo II-5, che
- non manifestano il carattere ma hanno una figlia Ill-4 che
7 lo manifesta: cido implica che i genitori siano eterozigoti
|+ affinché la figlia sia omozigote recessiva; se i due indivi-
I dui avessero avuto genotipo omozigote recessivo, non
[») : avrebbero potuto generare una figlia con fenotipo e ge-
notipo diverso dal loro. Anche l'incrocio tra gli individui |l-
1 e lI-2 dimostrano la recessivita del carattere. La tra-

o[~
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smissione non puo essere legata al cromosoma sessuale X perché, se cosi fosse, la madre I-1
avrebbe genotipo (X2X?), il padre I-2 genotipo (XY), e poiché il padre dara alle figlie femmine
sempre il cromosoma X con lallele A, la figlia 1I-3 non manifesterebbe il carattere, in quanto
I'allele A sul cromosoma X ricevuto dal padre dominerebbe sull’allele a presente sul cromosoma
X ricevuto dalla madre; per lo stesso principio tutti i figli maschi dovrebbero manifestare il carat-
tere perché riceverebbero dalla madre la X con l'allele a. Di conseguenza si tratta di un carattere
recessivo autosomico. Ora vogliamo conoscere la probabilita che dall'incrocio tra gli individui Ill-
2 e lllI-3 nasca un figlio che presenti il carattere. Innanzitutto dobbiamo attribuire i genotipi a tutti
gli individui dell’albero. Dall'incrocio dei genitori I-1 e 1-2 nasce un figlio 1I-4 con genotipo etero-
zigote Aa poiche il padre € eterozigote e la madre omozigote recessiva. Procedendo con tutti i
vari genotipi possiamo dire che l'individuo IlI-2 puo essere per 2/3 eterozigote Aa e per 1/3 omo-
zigote dominante AA; stessa cosa dicasi per l'individuo IlI-3. Quindi, affinché dal loro incrocio
possa nascere un figlio con genotipo omozigote recessivo aa, &€ necessario che entrambi gli in-
dividui (I1I-2 e 111-3) siano eterozigoti e che entrambi diano un gamete che contenga I'allele a. Di
conseguenza, la probabilita che nasca un figlio che manifesti il carattere e: (2/3 che la mamma
[lI-2 sia Aa x %2 che dia il gamete contenente l'allele a x 2/3 che il padre IlI-3 sia Aa x ¥ che dia il
gamete contenente lallele a)= 1/9. E perché? Dobbiamo applicare la regola del prodotto, in
quanto eventi tra loro indipendenti devono verificarsi contemporaneamente affinché si verifichi
'evento in esame, e cioe che nasca un figlio omozigote recessivo. Quindi moltiplichiamo la pro-
babilita che la madre abbia genotipo eterozigote per la probabilita che dia I'allele a al figlio per la
probabilita che anche il padre possa essere eterozigote per la probabilita che dia anche lui
lallele a: sono quindi eventi tra loro indipendenti ma che devono tassativamente verificarsi con-
temporaneamente affinché il figlio possa avere genotipo aa e quindi manifestare il carattere.

L'ANALIST DEGLT ALBERT GENEALOGICI (DISPENSA PROF. ACETO)

Lo studio di un albero genealogico & volto a determinare, quando possibile, le modalita di
trasmissione di un carattere fenotipico in una famiglia. Cié significa stabilire, nel caso in cui
il carattere sia determinato da un singolo gene, se esso sia DOMINANTE o RECESSIVO,
AUTOSOMICO o legato a un CROMOSOMA SESSUALE. Una volta chiarita la modalita di
trasmissione, & possibile attribuire i genotipi (e la loro probabilita) ai membri della famiglia
analizzata.

LA SIMBOLOGIA

Maschio L]

Femmina O

Presenza del carattere . .
Aborto @

Sesso ignhoto <>

Accoppiamento tra consanguinei

Eterozigoti JZ @
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Gemelli monozigoti

O

Gemelli dizigoti

Probando D —

Eterozigoti ) A

I circoletti rappresentano le femmine e i quadratini rappresentano i maschi.

I simboli completamente pieni rappresentano individui che manifestano il carattere in
analisi.

I simboli pieni a meta rappresentano gli eterozigoti.

I numeri romani (I, IT, ITI, ..) designano le generazioni, i numeri arabi (1, 2, 3, ...) specifica-
no gli individui in una particolare generazione.

Una linea orizzontale che congiunge il simbolo di un maschio e il simbolo di una femmina
indica un accoppiamento. Una doppia linea orizzontale indica un accoppiamento tra consan-
guinei.

Tutti i discendenti con almeno un genitore in comune formano una fratria.

I membri di una fratria sono disposti in ordine di nascita discendente, con il membro pit
anziano a sinistra.

Una linea diagonale tracciata attraverso un simbolo indica che il particolare individuo era
deceduto al momento in cui si e costruito I'albero genealogico.

Quando nhon si conosce il sesso di un individuo, si usa un simbolo a forma di rombo.

I gemelli monozigoti sono indicati da una linea biforcata condotta a ciascun simbolo da una
linea di un singolo individuo e con una linea orizzontale congiungente i due rami della linea

biforcata.
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I gemelli di zigoti sono indicati con una linea biforcata condotta a ciascun simbolo da una li-
nea di un singolo individuo.

I simboli di dimensioni ridotte indicano che l'individuo & morto durante la gestazione, nel
periodo neonatale o nella prima infanzia.

Una freccia indica l'individuo (probando) che & stato la causa iniziale della costruzione
dell'albero genealogico.

L'analisi di un albero genealogico deve sempre essere condotta partendo dall'osservazione

dell'albero e prendendo in considerazione tutte le ipotesi possibili.

ESEMPIO I

[ O

0 O

OSSERVAZIONE DELL'ALBERO:
I genitori non presentano il carattere. Tra i figli, solo una femmina presenta il carattere.

DOMANDA:
Il carattere in questione e dominante o recessivo?

RAGIONAMENTO:
Se il carattere fosse dominante, entrambi i genitori non dovrebbero avere alleli dominanti
per il locus in questione (altrimenti manifesterebbero il carattere), quindi non potrebbero
trasmettere alleli dominanti alla progenie. Si puo escludere che il carattere sia dominante,
quindi & recessivo.

DOMANDA:
Il carattere € autosomico o legato ad un cromosoma sessuale?

Stabiliamo ora se la trasmissione di questo carattere recessivo sia legata ad un cromosoma
sessuale o a un autosoma. Si puo escludere con certezza un'ereditarieta oloandrica (Y-
linked), in quanto non si osserva una trasmissione del carattere dal padre ai figli maschi. Si
potrebbe trattare di un carattere X-linked? Se cosi fosse, il padre dovrebbe avere genoti-
po emizigote dominante (ad esempio X*Y). Poiché il padre trasmette il cromosoma X alle fi-
glie femmine, futte le figlie dovrebbero avere almeno un allele dominante per il locus in que-
stione. Non sarabbe possibile, quindi, avere una figlia con il carattere.
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CONCLUSIONE:
Il carattere, di conseguenza, deve essere autosomico recessivo (ignorando spiegazioni pill
complesse).

ATTRIBUZIONE DEI GENOTIPI:

Attribuiamo ora i genotipi ai membri di questo albero genealogico. I genitori devono neces-
sariamente essere eterozigoti (Aa x Aa), in quanto, per avere una figlia con il carattere,
devono entrambi avere l'allele recessivo da poterle trasmettere. La figlia che presenta il
carattere & omozigote recessiva (aa). Gli altri due figli potrebbero essere omozigoti
dominanti (AA) oppure eterozigoti (Aa). E' possibile esprimere quale sia la probabilita che
ciascuno sia AA oppure Aa. L'unica certezza é che questi due figli non presentano il carat-
tere in questione (non sono aa). Escludendo la probabilita di ottenere progenie aa, qual & la
probabilitd di ottenere progenie AA da un incrocio tra due eterozigoti per un locus? La
risposta & 1/3. E qual ¢ la probabilita di ottenere progenie Aa da un incrocio tra due etero-
zigoti? La risposta & 2/3.

ESEMPIO II | Emmm

OSSERVAZIONE DELL'ALBERO:
In questo esempio, entrambi i genitori presentano il carattere, mentre nessuno dei figli lo
presenta.

DOMANDA:
Il carattere & dominante o recessivo?

RAGIONAMENTO:

Se il carattere fosse recessivo, i genitori dovrebbero avere entrambi gli alleli recessivi, ma,
in tal caso, li frasmetterebbero alla progenie che dovrebbe quindi presentare il carattere.
E', dunque, un carattere dominante.

DOMANDA:
Il carattere e autosomico o legato ad un cromosoma sessuale?
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RAGIONAMENTO:

Non & evidentemente Y-linked. Potrebbe essere X-linked? Se cosi fosse, il padre dovrebbe
essere XY e trasmetterebbe lallele dominante a tutte le figlie femmine (che dovrebbero
manifestare il carattere).

CONCLUSIONE:
Sulla base di quanto discusso, si tratta di un carattere autosomico dominante.

ATTRIBUZIONE DEI GENOTIPI:
Entrambi i genitori sono eterozigoti (Aa), mentre tutta la progenie e omozigote recessiva

(aa).
ESEMPIO III [ O

OO0 m m [

OSSERVAZIONE DELL'ALBERO:
I genitori non presentano il carattere. Nella progenie, due figli maschi presentano il carat-
tere, un maschio e le tre femmine non lo presentano.

DOMANDA:
Il carattere & dominante o recessivo?

RAGIONAMENTO:
Sulla base di quanto detto analizzando I'albero genealogico dellESEMPIO I, il carattere &
recessivo.

DOMANDA:
IL carattere e autosomico o legato ad un cromosoma sessuale?

RAGIONAMENTO:
In questo caso l'ipotesi di ereditarieta legata al cromosoma X & valida.

ATTRIBUZIONE DEI GENOTIPT:

La madre potrebbe essere eterozigote X*X?, il padre X*Y. Le figlie femmine potrebbero
essere X*X* (1/2 di probabilitd) oppure X*X* (1/2 di probabilitd); il figlio maschio che non
presenta il carattere dovrebbe essere X*Y; i figli maschi con il carattere dovrebbero esse-
re X°Y.

CONCLUSIONE:

Perché dobbiamo usare il condizionale? Perché l'ipotesi di carattere autosomico & comunque
valida, con i genitori eterozigoti e i figli che presentano il carattere omozigoti recessivi.
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Poiché i figli affetti sono maschi, mentre le femmine non presentano il carattere, & proba-
bile che si tratti di un carattere X-linked.

ESEMPIO IV B0

00 [ [

OSSERVAZIONE DELL'ALBERO:
I genitori presentano il carattere e, nella progenie, le tre figlie femmine lo presentano, i
tre maschi non lo presentano.

DOMANDA:
Il carattere & dominante o recessivo?

RAGIONAMENTO:
Sulla base di quanto detto analizzando l'albero genealogico dellESEMPIO II, il carattere e
dominante.

DOMANDA:
Il carattere e autosomico o legato a un cromosoma sessuale?

RAGIONAMENTO E ATTRIBUZIONE DEI GENOTIPT:

Potrebbe essere un carattere X-linked, con il padre X*Y, la madre X*X?, i figli maschi X°Y e
le figlie femmine X*X* (1/2 di probabilitd) oppure X*X® (1/2 di probabilita). E' plausibile
anche l'ipotesi di carattere autosomico dominante, con genitori eterozigoti, figlie omozigoti
dominanti o eterozigoti e figli omozigoti recessivi.

CONCLUSIONE:

Poiché solo le figlie presentano il carattere (e lo presentano tutte), & probabile che si tratti
di un carattere X-linked.
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LEZIONE 6 (20/03/2015)

Nell’albero in figura partiamo da un maschio che non presenta il carattere e una femmina che
invece lo manifesta; questi due hanno dei figli: 'individuo II-2
non manifesta il carattere, 1I-3 lo manifesta e |lI-4 non lo ma- | EEEEEEEN
nifesta. L’individuo 11-2 si incrocia con una femmina esterna LBERO & 16 &
che non manifesta il carattere, hanno una figlia che manife- [ ]
sta il carattere e un figlio che non lo manifesta; dall’altra parte :
la femmine 1l-4 sposa un individuo che non manifesta il carat- ' -
tere, hanno un figlio che lo manifesta e una figlia che non
manifesta il carattere. Per prima cosa dobbiamo cercare di
stabilire con quale modalita il carattere viene trasmesso di
generazione in generazione. L’incrocio che ci fa capire la ; [
modalita di trasmissione € quello tra l'individuo II-4 e II-5: se

il carattere fosse dominante, i due individui sarebbero genotipicamente omozigoti recessivi, e da
due omozigoti recessivi non potra mai nascere un individuo che manifesti il carattere dominante;
poiché da questa unione nascono due figli di cui il maschio 111-4 manifesta il carattere allora sara
un carattere recessivo. Stessa riflessione per l'incrocio tra gli individui lI-1 e 1l-2. Dobbiamo an-
dare a vedere se questa trasmissione pu0 essere compatibile anche con una X-linked. Non puo
essere legato al cromosoma X questo carattere perché, essendo il carattere recessivo, se fosse
legato al cromosoma X, la femmina 1-2 dovrebbe essere omozigote recessiva (X2X?) mentre il
maschio I-1 dovrebbe essere emizigote per I'allele dominante (X2Y). Abbiamo imparato che una
femmina con questo genotipo avra tutti figli maschi che presentano il carattere, perché l'unica X
nei figli maschi viene ereditata dalla madre. Poiché I'individuo 1l-2 non presenta il carattere, allo-
ra non puo essere X-linked. Oltretutto, da un padre (I-1) che non presenta il carattere (X2Y), non
puo nascere nessuna femmina che manifesti il carattere, perché erediterebbero una X con
I'allele recessivo dalla madre e una con l'allele dominante dal padre, e quest’ultimo dominerebbe
su quello recessivo. Possiamo escludere allora che il carattere sia legato al cromosoma X, quin-
di il carattere sara autosomico. Tutti gli individui che manifestano il carattere dovranno avere un
genotipo omozigote recessivo (aa). Il maschio 1I-2, poiché ha avuto una figlia che manifesta il
carattere recessivo, dovra essere tassativamente eterozigote Aa, cosi come la sua compagna II-
1. Per gli individui 1l1I-2 e 11I-3 non siamo in grado di attribuire con certezza il genotipo, sappiamo
solo che fenotipicamente non manifestano il carattere. Entrambi questi individui provengono da
un incrocio tra due genitori eterozigoti Aa, per cui avranno 1/3 di probabilita di essere omozigoti
dominanti AA e 2/3 di probabilita di essere eterozigoti Aa. (dobbiamo ragionare in probabilita di
terzi e non di quarti in quanto essendo escluso il genotipo omozigote recessivo a causa del fe-
notipo dominante, dobbiamo considerare solo le possibilita che possano essere AA ed Aa, ciog i
3 quadranti che restano dal quadrato i Punnett escludendo aa). Se a questo punto volessimo
conoscere la probabilita che da questo incrocio nasca un figlio che presenti il carattere dovrem-
mo applicare la regola del prodotto, moltiplicando quindi le singole probabilita per ciascuno dei
due individui coinvolti, perché questi eventi indipendenti tra loro devono verificarsi contempora-
neamente. Per cui la probabilita sara: (2/3 x 2 x 2/3 x 12), ovvero 1/9.

—

% V-

Il calcolo binomiale
Nel momento in cui gli eventi di cui vogliamo conoscere la probabilita non sono cosi netti come
SEEEEEEREEE N ngll’gsgmpio precedente dob'biamo.effettugre delle considerg-.
T T — zioni differenti. Guardando I'immagine notiamo che entrambi i
ALBERD | GEnEALOGICO [F genitori manifestano il carattere e hanno avuto tre figli, di cui
una femmina manifesta il carattere e l'altro maschio e Il'altra
] femmina non lo manifestano. Dall’analisi di questo albero sta-
L biliamo che il carattere & dominante, perché se fosse stato un
carattere recessivo, tutti e tre i figli ottenuti dall’incrocio avreb-
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bero tassativamente dovuto manifestare il carattere. | due genitori sono eterozigoti, i figli che
non manifestano il carattere sono omozigoti recessivi, i figli che manifestano il carattere possono
essere omozigoti dominanti o eterozigoti. Potrebbe essere un carattere legato al sesso? No,
perché qualora fosse X-linked, il papa I-2 avrebbe genotipo XAY e darebbe a tutte le figlie il suo
cromosoma X con l'allele dominante, di conseguenza tutte le figlie dovrebbero manifestare il
carattere. Il carattere € quindi dominante e autosomico. Immaginiamo ora che questa coppia I-
1 e I-2 voglia avere altri 3 figli, e immaginiamo di voler calcolare tutte le possibilita fenotipiche
che possiamo avere rispetto alla nascita di questi altri tre figli. Stiamo quindi parlando di possibi-
lita fenotipiche, quindi ci riferiamo esclusivamente al fenotipo dominante oppure al fenotipo
recessivo. Quali sono le possibili situazioni su tre nascite? Una prima possibilita &€ che questi
altri tre figli siano fenotipicamente recessivi; un’altra possibilita (indicata come possibilita 4) &
che abbiamo tutti e tre fenotipo dominante. Abbiamo altre due possibilita: 2) due figli abbiano
fenotipo recessivo e l'altro dominante; 3) un figlio abbia fenotipo recessivo e gli altri due domi-
nante. Abbiamo esaurito tute le possibili combinazioni fenotipiche. Stiamo esaminando eventi
alternativi; cioe il fenotipo del figlio o € dominante o & recessivo, non c’é altra possibilita; sono
eventi tra loro alternativi. Per ciascuno di questi eventi conosciamo la probabilita di accadimento
perché abbiamo stabilito che il carattere & autosomico dominante e la probabilita che nasca un
figlio fenotipicamente dominante & %, mentre la possibilita che nasca un figlio fenotipicamente
recessivo € %. Nell’albero genealogico abbiamo definito il gene “B”, poiché i genitori sono
eterozigoti Bb, la probabilita che nasca un (B-) & 3, mentre la possibilita che nasca un (bb) & Y.
Per la possibilita 1 e per la possibilita 4, rapidamente possiamo calcolarci la probabilita di
accadimento utilizzando la regola del prodotto. Nel caso 1 la probabilita che vengano fuori tre
figli tutti e tre fenotipicamente recessivi € (% x % x %)= 1/64. Nel caso 4 la possibilita che
vengano fuori tre figli tutti e tre fenotipicamente dominanti & (34 x 3 x 3)= 27/64. Analizziamo la
situazione 2: & un po’ piu complessa. Questa situazione si puo verificare con ordini di nascita
differenti: i primi 2 figli abbiano fenotipo recessivo e il terzo dominante; oppure, il primo figlio
recessivo, il secondo dominante e il terzo recessivo; oppure ancora, il primo figlio dominante
mentre il secondo e il terzo recessivi. Quindi, in questa situazione possiamo avere tre sottosi-
tuazioni, tre ordini di nascita differenti. Per ciascuno di questi ordini la probabilita di accadimento
e sempre (% x % x %)= 3/64. Ma dobbiamo tenere conto di tutti e tre gli ordini possibili, che
sono ordini che tra loro si escludono vicendevolmente, perché se si verifica uno di essi non
potranno verificarsi gli altri due. Di conseguenza, per poter rispondere alla domanda “qual € la
probabilita che nascano due figli recessivi e uno dominante?” dobbiamo sommare le probabilita
di ciascuno di questi tre ordini; e quindi (3/64 + 3/64 + 3/64)= 9/64. Per la situazione 3 avevamo
la possibilita che un figlio fosse fenotipicamente recessivo e gli altri due fenotipo dominante:
anche in questo caso abbiamo tre possibili ordini di nascite differenti, cioe; un primo figlio
recessivo, secondo e terzo dominante, oppure primo dominante, secondo recessivo e terzo
dominante; oppure i primi due figli dominati e il terzo recessivo. Facendo lo stesso ragionamento
fatto per la situazione 2, questa probabilita (tenendo conto dei 3 ordini possibili) sara di (4 x 3% x
lllll %)= 9/64 x 3= 27/64. Ci viene in aiuto il calcolo binomiale, in
[T 7] particolar modo il calcolo fattoriale (n!). ricordiamo che per
definizione, 0!=1 Immaginiamo di dover calcolare la probabili-
n. ¢y ta su n nascite di 2 eventi tra loro alternativi che si devono ve-
S TN rificare uno x volte e uno y volte; cioe, su n nascite, x devono
essere in un modo e y in un altro. Ovviamente questi due modi
diversi (x e y) sono due eventi tra loro alternativi di cui cono-
sciamo la probabilita di accadimento rispettivamente p e q. Pos-
siamo calcolare le probabilita di accadimento applicando la formula Al
nellimmagine. Riferendoci sempre all'incrocio dell’albero genealo- - [€23)
gico di prima, (quello del carattere autosomico dominante), 4,2
ipotizziamo che la coppia volesse avere 6 figli e ammettiamo che
su questi 6 figli volesse conoscere la probabilita che 4 fossero dominanti e 2 fossero recessi-
vi: sostanzialmente abbiamo n=6, x=4; y=2; p=3/4; q=1/4. La formuletta diventera come descrit-
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to nellimmagine. Possiamo fare un altro tipo di esempio: la probabilita di nascita di maschi o
femmine. Supponiamo quindi che una coppia voglia fare sei figli e vuole conoscere la probabilita
di avere almeno 4 figlie femmine (almeno 4): ragioniamo sulla possibilita di avere 4 figlie e due
figli, e poi riflettiamo sul significato di “almeno 4 figlie”. Domanda:

in un incrocio qual & la probabilita di avere un figlio maschio o una Al
femmina? Il 50% maschio e il 50% femmine, perché 2 € la proba- - (4/2) 1 (3/2)
bilita che il padre dia il cromosoma X e ¥ la probabilita che dia il 41 2
cromosoma Y, mentre per la madre la probabilita di dare il cromo-
soma X € 1, perché ha solo quel tipo di cromosoma. Volendo utilizzare la formula del calcolo bi-
nomiale, in questo caso: n=6; x= 4; y=2; p=1/2; g=1/2. Sostituendo i valori nella formula ottenia-
mo il calcolo descritto in figura. Svolgendo i calcoli potremo dire che la probabilita di nascita di 4
femmine e 2 maschi & uguale a 2/64. La domanda iniziale era differente: qual & la probabilita di
avere almeno 4 femmine su sei figli, per cui dobbiamo prendere in considerazione anche la pos-
sibilita di nascita di 5 femmine e 1 maschio e la possibilita di nascita di 6 femmine e 0 maschi
perché tutte e 3 queste situazioni descritte rispecchiano la nascita di “almeno 4 femmine”, quindi
un valore al di sotto di quattro femmine non ci interessa, ma da 4 a salire ad un massimo di 6 si.
Dobbiamo quindi considerare la situazione di 5 femmine e 1 maschio, e la situazione 6 femmine
e 0 maschi. La probabilita totale di questi accadimenti sara data dalla somma di queste probabi-
lita: 22/64.

[I]

Estensioni del mendelismo:

Pleiotropia

Cosa si intende per pleiotropia? Si intende avere a

che fare con un gene la cui espressione (manifesta- Quantit di
zione fenotipica) non influenza un solo carattere, ma Fomofpo  Gonetipo  prodattn genico
una serie di caratteri. Un esempio classico di carat- ‘ Rosso w >
tere pleiotropico, per quanto riguarda la nostra spe-

cie € una patologia chiamata sindrome di Marfan g Rosa W x
che & una malattia a trasmissione autosomica do-

minante, determinata dall’alterazione di un gene che @ Bianco [l 0

codifica una proteina chiamata fibrillina, che non
funziona bene nelle persone affette dalla sindrome Figura 4.1 » Base genetica del colore del fiore nella bocca di
. . T leone. L'allele W & parzialmente dominante su w. Differenze tra i
di Marfan. Il non funzionamento della fibrillina de- fenotipi possono essere dovute a differenze nella quantita di pro-
termina a livello fenotipico alterazioni a carico di vari ~ dotto specificato dall‘allele W.
tessuti e vari organi; quindi non vediamo solo un fe-
notipo alterato, ma numerosi fenotipi: si hanno pro-
blemi oculari, problemi al sistema circolatorio, al si-
stema respiratorio. Sostanzialmente una manifesta-
zione pleiotropica & un effetto fenotipico multiplo,
cioeé su vari fenotipi, determinato da un solo gene.
Questa € una situazione che non rispecchia esattamente il comportamento mendeliano, nel qua-
le un fattore (un gene) influenza una manifestazione fenotipica. Dobbiamo renderci conto che la
manifestazione di un fenotipo non dipende (nella stragrande maggioranza dei casi) esclusiva-
mente dalla situazione genica di un singolo gene, ma dall’interazione dell’individuo con
'ambiente e dall’interazione da prodotti di geni differenti, che possono influenzare un unico feno-
tipo: la situazione a livello genomico & quindi piuttosto complessa per avere la manifestazione
del fenotipo finale di un individuo. Un primo esempio molto semplice di estensione del mendeli-
smo ¢ la cosiddetta dominanza incompleta o semidominanza. Noi abbiamo imparato dal prin-
cipio della dominanza di Mendel che il fenotipo dominante si manifesta in due genotipi:
'omozigote dominante e I'eterozigote; mentre 'omozigote recessivo ha un altro fenotipo. Quindi,
a tre genotipi possibili per un locus biallelico corrispondono due fenotipi possibili: il dominante
e il recessivo. Nei caratteri a dominanza incompleta o semidominanza non accade questo, ma
I'eterozigote non ha lo stesso fenotipo del’omozigote dominante, presenta un fenotipo interme-

Snustad, Simmons
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dio tra il fenotipo presentato dallomozigote dominante e il fenotipo presentato 'omozigote
recessivo. Generalmente quando si parla di semidominanza si fa riferimento a geni che influen-
zano caratteri la cui manifestazione fenotipica dipende dalla dose di un certo prodotto, quindi
'omozigote dominante avendo due copie dell’allele dominante produrra una quantita pari a 2 del
prodotto dell’allele A, perché nel suo genotipo ne ha due copie AA; 'omozigote recessivo non ha
l'allele A per cui non ne fa proprio di prodotto A; I'eterozigote ha una sola copia dell’allele A,
quindi ha la meta del prodotto dell’allele A rispetto al genotipo AA, e questo si riflette in un
fenotipo diluito rispetto a quello dellomozigote dominante. Se volessimo fare un esempio
potremmo fare riferimento al colore del fiore della bocca di leone, che schematizzandola puo
presentarsi in tre fenotipi differenti: un rosso intenso, un rosa e un bianco. Il rosso intenso
corrisponde al genotipo omozigote dominante, il bianco al genotipo omozigote recessivo, il rosa
che & una diluizione tra i due fenotipi descritti corrisponde al genotipo eterozigote. Questo &
valido per molti caratteri per i quali a tre genotipi corrispondono 3 fenotipi differenti, quindi non
vale per questi caratteri la regola della manifestazione dello stesso fenotipo da parte
del’lomozigote dominante e dell’eterozigote.

Un esempio di alleli multipli,
co-dominanza e interazioni

geniche: I gruppi sanguigni

Un ulteriore esempio delle estensioni del mendelismo & rappresentato dal sistema ABO di
classificazione dei gruppi sanguigni. | gruppi sanguigni della nostra specie possono essere
classificati in qualche modo. Dal punto di vista storico, la scoperta e la definizione del sistema
dei gruppi sanguigni risale agli inizi del 1900. Un medico, che svariati anni dopo ha avuto |l
Nobel per la medicina, di nome Karl Landsteiner si era prefissato di capire quale fosse la base si
un fenomeno importante: in alcune patologie umane c’é bisogno di fare alcune trasfusioni di
sangue (nelle forme di anemia, dopo
. : : P HRN Karl Landsteiner scopri che la emo-agglutinazione & una reazione
interventi Chll‘urgl.CI) da E’m IndI.VIdUO. immunitaria che si verifica quando in una trasfusione di sangue il
donatore ad uno ricevente; in alcuni casi ricevente possiede anticorpi contro le cellule ematiche del donatore.
questa pratica salvava la vita al ricevente,
in altri casi invece la trasfusione generava * Gli studi di Landsteiner hanno reso possibile la determinazione dei gruppi
. . ; . sanguigni, rendendo le trasfusioni pil sicure.
una reazione sistema (diffusa in tutto
I’organismo) violenta ed incontrollata che . Grazie alle sue scoperte, nel 1930 Landsteiner ricevette il premio Nobel
portava alla morte. Landsteiner si prefisso  perlaFisiologia e la Medicina.
di studiare perché in alcuni casi la trasfu- _ . - . .
sione aveva un esito positivo e in altri un L@ reazione di emo-aggiutnazione
fenomeno deleterio. Mescold0 dapprima
diversi sieri di sangue animali tra loro in vitro, e successivamente ripeté I'esperimento utilizzando
diversi sieri di sangue umano (quello dei suoi collaboratori) e notava che in alcuni casi avveniva
una reazione di agglutinazione, ciog, le componenti cellulari del sangue formavano dei precipi-
7 7 N tati visibili. Questa reazione € di tipo antigene-anticorpo,
= Nel corpo di un essere umano adulto  yna reazione immunitaria che avviene perché il fenotipo
circolano 4-6 litri di sangue. s . . .
- N = . del nostro sangue pu0 essere differente. Esistono tanti
= Il sangue e un tessuto costituito da vari tipi di . . . . . .
cellule che circolano in un fluido detto  Sistemi di gruppi sanguigni, ma ci soffermiamo su quello
plasma. ABO e quello Rh perché sono quelli che hanno un potere
» I globuli rossi trasportano, grazie immunogeno maggiore. Nel corpo umano circolano
?”Tmlfgl'_":'_“a' ':_Ss'gert‘)O ai tes?”t_"f . allincirca 6 litri di sangue che & un tessuto costituito da
» Iglobuli bianchi combattono e infezioni. una componente cellulare eterogenea, che possiamo
n Le piastrine favoriscono la coagulazione. . . . . L .
. : T : raggruppare in tre ordini: globuli rossi, globuli bianchi e
= Il plasma contiene sali e vari tipi di proteine. . . . . .
piastrine. | globuli rossi hanno questa particolare forma a
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lente concava, alla maturita sono enucleati nella nostra specie, sono deputati al trasporto
dell’emoglobina; i globuli bianchi sono una frazione molto eterogenea di cellule nucleate che so-
no coinvolte nel nostro sistema immunitario, in particolare sono cellule che producono anticorpi,
le immunoglobuline, nel momento in cui vengono a contatto e riconoscono qualcosa di estraneo

allorganismo stesso, ovvero quello che tecnica-

mente viene chiamato non-self, cioe, non sé; =
qualcosa di diverso contro cui bisogna reagire
producendo queste molecole (Ig) che hanno una
specificita, si legano all’antigene (alla molecola
che viene riconosciuta come estranea) e una vol-
ta avvenuta la reazione immunitaria si innescano
una serie di altri processi che, (se il sistema im-
munitario non & danneggiato) riescono a tenere a
bada e ad eliminare quellagente estraneo. Le
piastrine invece rappresentano la componente
cellulare coinvolta nei fenomeni di coagulazione

del sangue. Questi tre ordini cellulari si trovano in

Le differenze del sangue umano di individui diversi
sono dovute alla presenza o all'assenza di molecole:
antigeni e anticorpi.

= Gli antigeni sono presenti sulla superficie dei globuli
rossi e gli anticorpi si trovano nel plasma.

» Gli individui hanno differenti tipi e combinazioni di
queste molecole.

II gruppo sanguigno di appartenenza dipende da
quello dei genitori: carattere ereditario.

una componente plasmatici, una componente liquida contenente sali e alcuni tipi di proteine. Le
differenze che esistono tra il sangue dei vari organismi riguardano la presenza di particolari anti-
geni presenti sulla superficie dei globuli rossi e anticorpi circolanti nella componente plasmatica

. Nella specie Homo sapiens sono noti piti di 20 sistemi
di gruppi sanguigni con base genetica.

I sistemi ABO e Rhesus (Rh) sono i pill importanti e i
pili conosciuti.

« Non tutti i gruppi sanguigni sono compatibili. La
mescolanza di sangue appartenente a gruppi sanguigni
incompatibili genera una reazione di agglutinazione,
estremamente pericolosa /n vivo.

del sangue. A seconda del fenotipo presentato
rispetto al sistema ABO si hanno determinati an-
tigeni sulla superficie dei globuli rossi e determi-
nati anticorpi circolanti. Un'altra caratteristica
fondamentale del fenotipo che riguarda i sistema
ABO dei gruppi sanguigni € la base ereditaria,
ovvero viene trasmesso dai genitori ai figli. Sono
noti piu di 20 sistemi differenti di classificazione
dei gruppi sanguigni. Per il sistema ABO possia-
mo avere 4 fenotipi possibili: un individuo puod
essere di fenotipo A o gruppo A, di fenotipo B o

gruppo B, di fenotipo AB o gruppo AB, di fenotipo 0 o
gruppo 0. Ovviamente ciascuno di questi fenotipi dipende
dalla costituzione genetica particolare. Vediamo la base
della incompatibilita trasfusionale: perché un individuo
di gruppo A e ritenuto appunto di gruppo A? quali sono le
caratteristiche che ci consentono di attribuire
'appartenenza al gruppo A, B, AB e 0? Un individuo di
gruppo A sulla superficie dei globuli rossi presenta antige-
ni di tipo A e in circolo presenta anticorpi anti-B: vuol dire
che in circolo ha degli anticorpi che sono proteine, che se
notano da qualche parte I'antigene B lo riconoscono, si
legano ad esso e fanno avvenire la reazione di emoagglu-
tinazione. Al contrario, gli individui di gruppo B presentano

Gruppo A

Gli individui di gruppo A hanno antigeni A sulla
superficie dei giobuii rossi e anticorpi anti-B nei
plasma.

Gruppo B

Gli individui di gruppo B hanno antigeni B sulla
superficie dei globuli rossi e anticorpi anti-A nel
plasma.

Gruppo AB
Gli individui di gruppo AB hanno antigeni A e
antigeni B sulla superficie dei globuli rossi e NON

hanna NA anticarni anti_A NS antiaeni anti_D ol
nannc ne andCorpi anti-A NC anudrpi anti-o n&i

plasma.

Gruppo 0

Gli individui di gruppo 0 NON hanno né antigeni A né
antigeni B sulla superficie dei globuli rossi e hanno

mrmdimsmal meadi A A msmbianseal o
T

anticorpi anti-A e anticorpi anti-B

sulla superficie dei globuli rossi antigeni di tipo B e in circolo hanno anticorpi anti-A; quindi questi
anticorpi anti-A all’interno dell’'individuo di gruppo B non scatenano nessuna reazione immunita-
ria perché gli antigeni sui globuli rossi sono di tipo B, ma se l'individuo di tipo B viene a contatto
con antigeni di tipo A, gli anticorpi anti-A in circolo reagiscono generando I'emoagglutinazione.
Gli individui di tipo AB sulla superficie dei globuli rossi presentano sia gli antigeni di tipo A che gli
antigeni di tipo B e quindi in circolo non possono avere né anticorpi anti-A né quelli anti-B, altri-
menti scatterebbe una reazione autoimmune; negli individui di gruppo 0 la situazione & specula-
re rispetto a quella del gruppo AB, e cioe, sulla superficie dei globuli rossi non sono presenti né
antigeni A né antigeni B e in circolo sono presenti anticorpi anti-A che anticorpi anti-B. Un indivi-
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duo di gruppo 0 non ha sulla superficie dei globuli rossi né antigeni A né B, quindi il sangue di un
individuo di gruppo 0 pu0 essere utilizzato per fare trasfusioni sia negli individui di gruppo 0, sia
degli individui di tutti gli altri gruppi sanguigni perché non hanno antigeni sui globuli rossi che
pOSsoNno scatenare una reazione immunitaria; per cui il

- Antigeni “A-/iké" e "B-/ike" sono prodotti da alcuni gruppo O € detto donatore universale. Ma, i poveri
grcr:grgsagll;n;lﬁogclﬁIr;du“gsdtli“ aﬁ}lZeﬁ?"(J'cZn”fer;’Qf; individui di gruppo 0 possono ricevere solo dagli indi-
produrranno anticorpi contro di essi. vidui di gruppo 0; gli individui di gruppo A possono do-
nare ad individui di gruppo A e di gruppo AB; gli indivi-
dui di gruppo B possono donare ad individui di gruppo
B e AB, gli individui di gruppo AB possono donare solo
Escherichia coli ad individui di gruppo AB, ma possono ricevere da A,
S -~ daBeda0; quindi sono i cosiddetti accettori univer-
e aien s Sall. Com' possibile che negliindividui di gruppo A ci
controllate. sono anticorpi anti-B circolanti, com’e possibile che in
individui di gruppo B ci siano anticorpi anti-A circolan-

ti? da dove vengono fuori questi anticorpi? Com’e possibile che negli individui di gruppo O ci
siano anticorpi anti-A e anticorpi anti-B circolanti? Abbiamo detto che gli anticorpi sono proteine
prodotte dai linfociti nel momento in cui I'individuo viene a contatto con un particolare antigene e
sappiamo anche che il sistema immunitario alla nascita non &€ completamente funzionante (il
sistema immunitario di un neonato comincia a funzionare alla nascita e I'allattamento garantisce
la trasmissione delle immunoglobuline dalla madre al neonato): la presenza di questi anticorpi fa
parte dellimmunita innata, che non € realmente innata in quanto in natura esistono vari
microrganismi, varie sostanze, pollini, virus, batteri molto comuni e molto diffusi che presentano
sulla loro superficie delle molecole che sono molto simili agli antigeni A e agli antigeni B (mole-
cole A-like e molecole B-like) ed & praticamente impossibile che non si venga a contatto con
questi tipi di antigeni, che portano alla formazione di questi anticorpi anti-A e anti-B; che reagi-
scono in maniera precisa e perfetta con gli antigeni A e gli antigeni B della superficie dei globuli
rossi. Qual € la base genetica secondo cui il fenotipo di un gruppo sanguigno € ereditabile? Ci
deve essere un gene responsabile del fenotipo. Esiste

Virus influenzale

| i . t | 9 ° Il locus che controlla il sistema ABO é
un locus au (_)SOmlco’ posio su cromo_soma autosomico (non & localizzato sui cromosomi
umano, che si chiama |, locus |. Perché il locus | sessuali).
contiene al suo interno varie estensioni del mendeli- - 1l locus che controlla il sistema ABO si chiama
smo? Perché & un gene per il quale non esistono solo ~ 'ocus Zed € localizzato sul cromosoma 9.

; A SR PN . Il fenotipo A e il fenotipo B sono dominanti
2 forme alleliche alternative: per tutti gli esempi visti in rispetto al fenotipo 0.

precedenza per i caratteri mendeliani, per il colore 1 enotipi A e B sono co-dominanti.
dell'occhio di Drosophila, abbiamo sempre analizzato . ognj individuo ha due alleli per il locus Z uno
caratteri determinati dalla coesistenza di 2 forme di origine materna e uno di origine paterna.
alleliche alternative presenti in una sola forma negli

omozigoti o entrambe presenti nell’eterozigote. In realta per la maggior parte dei geni non & vero
che esistono due forme alleliche alternative, ne possono esistere piu di due: negli organismi
diploidi sono presenti in due copie per volta; quelli che esistono sono molti, ma nei diploidi ce ne
sono solo due. Il locus | & proprio un esempio di locus con alleli multipli, cioé ha piu di due
forme alleliche alternative e ciascuna delle due forme alleliche viene ereditata una dal padre e
una dalla madre. Le relazioni di dominanza tra i fenotipi possibili dei gruppi sanguigni sono in
alcuni semplici, in altri casi ci danno un esempio di un altro tipo di estensioni del mendelismo.
fenotipo A & dominante rispetto al fenotipo 0; il fenotipo B € dominante rispetto al fenotipo 0; ma
A e B tra loro sono codominanti: vuol dire che la presenza in contemporanea nello stesso
genotipo di un allele che determina il fenotipo A e di un allele che determina il fenotipo B porta
alla manifestazione di entrambi i fenotipi; da non confondere con la semidominanza. Nella
semidominanza I'eterozigote ha un fenotipo diverso dallomozigote dominante e dal’lomozigote
recessivo, ha un fenotipo intermedio; nel caso della codominanza, invece, si ha la manifestazio-
ne di entrambi i fenotipi nell’eterozigote. Se una madre che ha due copie dell’allele che determi-
na il fenotipo A e un padre € omozigote per I'allele che determina il fenotipo B, dalla loro unione,
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il figlio che viene fuori eredita una copia cromosomica dalla madre contenente l'allele A e una
copia cromosomica dal padre contenente l'allele B, quindi il neoindividuo si esprimeranno con-
temporaneamente l'allele che determina il fenotipo A e I'allele che determina il fenotipo B. Quindi
il figlio avra fenotipo AB. La nomenclatura esatta degli alleli del locus | & semplice: 1* & I'allele
che determina il fenotipo A, 1B & l'allele che determina il fenotipo B, I° & I'allele responsabile del
fenotipo O che non codifica una

proteina funzionale, cosa che
invece viene fatta dallallele A e @ galattosio @R N-acetil-glucosamming .“'
dall’allele B. L’allele 1* e I'allele IB A fucosio + N-acetil-galattosammina

COd|f|CanO una Classe dl enzimi Gli antigeni dei gruppi sanguigni presenti sugli eritrociti derivano dalla modificazione di glicolipidi di

(prOteine con attivita Cata”tica, CaA-  membrana ad opera di differenti glicotrasferasi:
talizzano un certo tipo di reazio- - renzima H aggiunge fucosio aifestremita del glicolipide di base
ne) che sono gliCOSiltraneraSi, - 'enzima A (codificato dall’allele /) aggiunge N-acetil-galattosammina al galattosio terminale del
enzimi in grado di catalizzare @“"“
laggiunta di uno zucchero da
qualche parte. E le g|icosi|trasfe_ | AntigeneB | [ Antigeneo | | alicolipidedibase | | Antigeneo | [ AntigeneA
rasi codificate dall’allele 1" e IB ag-
giungono uno zucchero differente;
I'allele 1° invece, non riesce a co-
dificare una glicosiltrasferasi fun-
zionale. Nellimmagine abbiamo
una rappresentazione della mem-
brana di un globulo rosso e di Gli enzimi A e B sono glicotrasferasi
quello che accade in presenza
della glicosiltrasferasi A o della glicosiltrasferasi B. Sulla membrana dei globuli rossi c’€ un glico-
lipide di base che sporge nell’ambiente extracellulare con una coda di tre zuccheri (2 molecole di
galattosio e una N-acetilglucosammina): questo glicolipide di base cosi come si presenta non ha
alcuna proprieta antigenica, cioe il sistema immunitario dinanzi a questa situazione non ha alcu-
na reazione in quanto non lo riconosce. L’enzima H & una glicosiltrasferasi diversa sia dalla gli-
cosiltrasferasi A che dalla glicosiltrasferasi B, talmente diversa che viene codificata da un altro
gene ('enzima H non & codificato dal locus |, quindi né dall’allele I* né dall’allele I8, ma da un al-
tro gene posto su un altro cromosoma che si chiama gene H). Noi abbiamo tutti e due i geni
perché la glicosiltrasferasi codificata dal gene H attacca un fucosio al glicolipide di base. Anche
la presenza del fucosio sul glicolipide di base non conferisce al glicolipide attivita antigenica. Se
perd non viene aggiunta questa molecola di fucosio al glicolipide di base (ovvero se I'enzima H
non funziona nella maniera corretta) non puo formarsi né 'antigene A né 'antigene B, cioe, la
glicosiltrasferasi A o la glicosiltrasferasi B se non trovano un fucosio montato sul glicolipide di
base non riescono a funzionare. Quindi, ol
perche la glicosiltrasferasi di tipo A e quella  Le relazioni di dominanza per i tre alleli del locus 7 sono: o
di tipo B possano svolgere la loro funzione, L

. : T « /e dominante su //
cioé gttaccare !o zu,cchero g!usto gl glicolipi- | 52 dominante su I?
de di base affinché si formi 'antigene A 0 . pe Bsono co-dominanti

I'antigene B o entrambi, & necessaria la pre-
ventiva aggiunta di fucosio al glicolipide di BRIy T N T -

. . X sugli eritrociti presenti nel
base. Questa aggiunta di fucosio & ad opera | NN et e~
A
B

« 'enzima B (codificato dallallele /5) aggiunge un galattosio al galattosio terminale del glicolipide

Enzima B Enzima H Enzima H Enzima A

— —) —

globulo rosso

sempre della glicosiltrasferasi, ma codificata PPo PP A Anti-B

da un altro gene. Una volta che il fucosio si PPo PP B Anti-A

& legato al glicolipide di base (o anche e i heb pessne

e .ega g p p . ) 0 rp nessuno Anti-A e Anti-B
chiamato antigene 0) 'enzima A riesce ad

attaccare ~ una molecola di N- |3 base genetica del sistema ABO
acetilgalattosammina al glicolipide di base

che ora e chiamato antigene A; oppure I'enzima B riesce ad attaccare un’altra molecola di ga-
lattosio che porta alla formazione dell’antigene B. Ovviamente se & presente solo I'enzima A ci
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sara solo 'aggiunta di N-acetilgalattosammina e quindi formazione sulla superficie dei globuli
rossi solo dell’antigene A; in presenza solo dell’enzima B ci sara la formazione dei soli antigeni
B; in presenza sia dellenzima A che dellenzima B si
produrranno sia antigeni A, sia antigeni B sulla superficie
del globulo rosso. Quindi capiamo che un individuo di
gruppo A presenta solo la glicosiltrasferasi di tipo A e
quindi riuscira a formare sulla superficie dei globuli rossi
solo gli antigeni A, un individuo di tipo B presenta solo la
glicosiltrasferasi di tipo B e formera sulla superficie dei
globuli rossi solo I'antigene B; un individuo di gruppo AB
ha in circolo sia I'enzima A che I'enzima B, di conse-
guenza riesce a formare sulla superficie dei suoi globuli
9 rossi sia antigeni A che antigeni B; un individuo di grup-
. . . po 0 non ha una glicosiltrasferasi funzionale né di tipo A
Genltorl e ﬁgl' né di tipo B, quindi non forma né antigeni A né antigeni B
sulla superficie dei globuli rossi. Il fenotipo A viene pre-
sentato sia da individui con genotipo omozigote 1*1* che da individui eterozigoti 1*1° un fenotipo B
viene presentato sia da individui con genotipo omozigote IBI®, che da individui eterozigoti 1B1°; il
fenotipo AB viene presentato da un solo tipo di genotipo I1*15; il fenotipo 0 & determinato da
individui con genotipo 1°1°. Negli individui di gruppo A avremo antigeni sui globuli rossi di tipo A e
anticorpi anti-B; negli individui B antigeni B sui globuli rossi e anticorpi anti-A; negli individui AB
antigeni A e antigeni B sui globuli rossi e nessun anticorpo; negli individui O non avremo né
antigeni A né B e avremo anticorpi anti-A e anticorpi anti-B. L’allele 1* € dominante sullallele 1%
l'allele IB & dominante sull’allele 1° I1*I® sono fra loro codominanti. Per questo sistema triallelico
sono possibili sei differenti genotipi, 4 differenti fenotipi. Il sistema ABO & un esempio di intera-
zione genica: né I'enzima A né I'enzima B riescono a funzionare se a monte della loro azione &
mancata I'azione dell’enzima H (che aggiunge un fucosio al glicolipide di base) questa situazio-
ne di puo verificare in una situazione particolare, il fenotipo Bombay. Si chiama cosi perché e
stato descritto per la prima volta a Bombay, ed & un fenotipo anomalo: un individuo che genoti-
picamente (a causa del genotipo dei suoi genitori) non poteva essere di gruppo O e invece,

facendo il test di emoagglutinazione, il suo .
sangue non agglutinava né con il siero contenen- I fenoﬂpo Bombay. un esemplo di
interazione genica

te anticorpi anti-A né con il siero contenente
anticorpi anti-B per cui si deduceva che questo = In alcuni rari casi, il fenotipo del gruppo sanguigno puo essere 0
. e ’ . anche se nel genotipo sono presenti alleli 7 e/o B.
individuo fosse di gruppo 0, ma non poteva

Gameti A B o Oﬂ

TA TA TA TR TA M
[4 11" 11 11"
Gruppo A Gruppo A

p | PP | PP | PP

Gruppo AB Gruppo B Gruppo B

p | PP | EP | PP

Gruppo A Gruppo B Gruppo 0

Gruppo AB

= Questo particolare fenotipo, detto Bombay, € dovuto ad una
esserlo dati i genotipi dei genitori. Cio che si e
capito in quella situazione & stata proprio
lesistenza di questo gene H, che codifica per
enzima H, e che in questo individuo di fenotipo
Bombay era in omozigosi recessiva: il locus H
presenta due forme alleliche alternative H/h con
dominanza completa, quindi omozigote HH ed
eterozigote Hh hanno fenotipo dominante che si

mutazione in omozigosi recessiva del locus H (hh).

Il locus H & localizzato su un cromosoma differente dal locus 7e
codifica la glicotrasferasi H che catalizza I'aggiunta di una molecola
di fucosio al glicolipide di base presente sulla membrana degli
eritrociti, rendendolo suscettibile all'azione delle glicotrasferasi A e/o
B.

In assenza di una glicotrasferasi H funzionale, al glicolipide di base
non possono essere aggiunti altri zuccheri, indipendentemente dalla
presenza di glicotrasferasi A e/o B funzionali, determinando un
fenotipo di gruppo sanguigno assimilabile a quello 0.

L'incrocio tra due individui 2 Hh x PP Hh pud quindi generare

prole di gruppo 0. Qual & la probabilita di questo evento?

manifesta nella produzione di enzima H funzio-
nale che aggiunge fucosio. Gli omozigoti hh invece, non producono enzima H funzionale e
quindi non aggiungono il fucosio al glicolipide di base, per cui anche in presenza di una situazio-
ne genotipica per il locus A8 non si ha né la formazione di antigeni A né di antigeni B sulla
superficie dei globuli rossi, proprio perché in una situazione di omozigosi recessiva hh del locus
H non si ha la produzione di enzima H funzionale. Questa ragazza in cui € stato descritto per la
prima volta il fenotipo Bombay era proprio omozigote recessiva per il locus H ed era figlia di due
individui eterozigoti per il locus H, da cui la probabilita di avere un figlio omozigote recessivo (di
Bombay) e del 25% (1/4).
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LEZIONE 7 (24/03/2015)

Nellambito del sistema ABO dei gruppi sanguigni possiamo fare delle previsioni riguardo la pa-
ternita di un certo individuo (il discorso non & sempre valido a causa della probabilita del fenoti-
po Bombay). Considerando quindi individui che non sono omozigoti recessivi per il locus H (hh),
che sono quindi in grado di sintetizzare una glicosiltrasferasi H, possiamo analizzare la situazio-

ne in figura. Abbiamo una PY
madre di fenotipo A che ha Madre gruppo A 6-:
un figlio di fenotipo 0 e ab- Figiio gruppo 0 . ) -
biamo due pOSSibi” padri; il Probabiie padre1 gruppo AB Pesslame guwub@ﬂ@@

padre 1 ha fenotipo AB, il pa- Probabilepadre2 gruppoB  @Scludere la patermita?
dre 2 ha fenotipo B: vogliamo
capire non chi € il padre (col

sistema ABO non si possono | Individuo | Fenotipo | Genotipo | Esito |
fare test di attribuzione di pa- Madre A PP

ternita, ma di esclusione di Figlio 0 pp

paternita; si pud escludere Padre 1 AB PP NO
che un certo individuo sia |l Padre 2 B PP SI

genitore di un figlio in que-

stione, ma non si puo invece

attribuire ad un individuo la : : H -
reale patermta), ma chi di si- Un sempllce test dl paternlta
curo non puo esserlo. Nel no-

stro caso il figlio, che presenta fenotipo 0, di sicuro deve avere genotipo (I°l°) perché sappiamo
che questo & l'unico genotipo che pud determinare il fenotipo 0; la madre di questo figlio € feno-
tipicamente di gruppo A, quindi il suo genotipo non potrebbe mai essere (IAI*) perché altrimenti
non avrebbe potuto avere un figlio con fenotipo 0 in quanto l'allele (I*) & dominante su quello (1°);
di conseguenza dovra contenere nel suo genotipo un allele (I°) che di sicuro ha dato al figlio, la
madre sara quindi genotipicamente (I*1°). Un altro genotipo certo che possiamo attribuire & quel-
lo del padre 1 che presenta fenotipo AB, di conseguenza il suo genotipo sara (IAIB). Sul padre 2
che ¢ fenotipicamente di gruppo B abbiamo comunque il dubbio che possa avere genotipo (IBIE)
o (IBl°). A questo punto possiamo dire che sicuramente il padre 1 non pud essere il padre di
questo figlio perché, avendo nel suo genotipo un allele (I*) e un allele (I®) non avra nessun allele
(1°. Noi stiamo quindi cercando un padre che abbia l'allele (I°) nel suo genotipo che abbia tra-
smesso al figlio. Possiamo escludere con certezza che il padre 1 sia quello biologico, mentre il
padre 2 di gruppo B potrebbe tranquillamente esserlo (se & eterozigote IBI°).

Il sistema Rh

Nella lezione precedente abbiamo detto che oltre al sistema ABO, un altro che ci interessa per-
ché presenta delle ricadute importanti non solo dal punto di vista trasfusionale ma anche per le
sue implicazioni nella incompatibilita materno fetale, & quello Rh. Si chiama Rh perché é stato
scoperto in una scimmia (il Macacus Rhesus). Esistono 2 possibili fenotipi rispetto al sistema
Rh: si pud essere Rh positivi (Rh+) oppure Rh negativi (Rh-). Cosa significa dal punto di vista
antigenico? Gli individui Rh+ hanno sulla superficie dei globuli rossi delle proteine transmem-
branarie con attivita antigenica che sono coinvolte nel trasporto di CO. e di ammonio NH,* attra-
verso la membrana plasmatica. La formazione di questo antigene dipende dalla costituzione ge-
netica di un altro locus autosomico, il locus D, diverso sia dal locus | che dal locus H. Questo
locus D € biallelico e gli individui omozigoti dominanti (DD) oppure eterozigoti (Dd) presentano
sulla superficie dei globuli rossi queste proteine transmembranarie; mentre gli individui omozigoti
recessivi (dd) non le presentano. Di conseguenza gli individui omozigoti dominanti o quelli ete-
rozigoti sono Rh+; gli individui omozigoti recessivi sono Rh-. Dal punto di vista di compatibilita
trasfusionale un individuo Rh- puo ricevere solo da individui Rh-, ma pud donare anche ad indi-
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vidui Rh+. Un individuo Rh+ puo donare solo ad Rh+ e puo ricevere sia da individui Rh+ che da
individui Rh-. Volendo ritornare alla classificazione del sistema ABO di donatori universali e
accettori universali possiamo estendere la suddivisione includendo anche il sistema Rh: gli
individui di gruppo 0 Rh- sono i donatori universali; mentre gli individui AB Rh+ sono gli accettori
universali. Il funzionamento di questo sistema € molto semplice, segue le regole mendeliane: un
locus autosomico biallelico a dominanza completa, non presenta alcun tipo di particolarita. Il
sistema Rh & coinvolto nella sindrome da incompatibilita materno-fetale. Questa patologia si
puo verificare quando abbiamo a che fare con una madre che € Rh-, la quale concepisce un feto
Rh+. Come fa a concepire un feto Rh+? Accoppiandosi con un uomo Rh+ (che sia omozigote
DD o eterozigote Dd): nel caso in cui 'uomo sia eterozigote si ha la probabilita del 50% che il

feto sia Rh+; nel caso in cui sia omozigote dominante il figlio sara
j sempre Rh+. Nellesempio in figura abbiamo una madre con genotipo
v X ‘ dd (Rh-) e un padre con genotipo DD (Rh+); il figlio necessariamente
i sara Dd (Rh+): consideriamo che sia la prima gravidanza di questa
Kd?, L bD donna con questo uomo. Il figlio Rh+, durante il suo sviluppo embrio-
nale non determina alcun tipo di problema alla madre perché la ma-
dre non ha ancora anticorpi anti-Rh; al contrario del sistema ABO
dove c’e un’immunita innata che determina la presenza di anticorpi.
Questa gravidanza procede senza fastidi perché durante la gestazio-
ne non c’e contatto tra il sistema circolatorio materno e il sistema circolatorio fetale, non c’€ un
contatto diretto. Al momento del parto si pud avere un contatto tra il circolo sanguigno materno e
quello fetale, e se avviene questo contatto, la madre si immunizza contro I'antigene Rh; cioé
produce anticorpi anti-Rh. Questo evento al momento del parto non genera alcun problema nei
confronti del primo figlio; ma la madre ora possiede degli anticorpi anti-Rh per cui, se dovesse
fare un altro figlio con questo stesso padre, o con qualunque altro padre che determini la
formazione di un feto Rh+, si potrebbe avere una reazione immunitaria della madre nei confronti
di questo secondo feto (si avra un riconoscimento non-self del feto, perché la madre ha anticor-
pi anti-Rh). Come si ovvia a questo problema? Dopo ogni parto si somministrano alla madre
degli anticorpi anti-Rh (somministrati dall’esterno e non prodotti dalla donna), in modo tale che
lei non abbia una memoria immunologica, ma possa distruggere gli antigeni Rh circolanti ed
evitare che il sistema immunitario della madre produca anticorpi contro questi antigeni. La
somministrazione va pero ripetuta dopo ogni nascita.

ey

)
®h

+u0

L’esperienza di laboratorio di genetica consiste nella tipizzazione rispetto al sistema ABO e al
sistema Rh del genotipo di ogni studente. Bisogna pungersi un dito facendo cadere tre gocce di
sangue su due vetrini differenti, e su ciascuna goccia di sangue verra aggiunta una goccia di
siero contenente gli anticorpi anti-A, su un’altra goccia di sangue verra aggiunta una goccia di
siero contenente gli anticorpi anti-B; su un’altra goccia ancora il siero contenente anticorpi anti-
Rh. Gli individui di gruppo A osserveranno una reazione di agglutinazione in corrispondenza
della gocciolina alla quale & stato aggiunto il siero contenente gli anticorpi anti-A, perché sulla
superficie dei loro globuli rossi sono presenti antigeni A, mentre per la gocciolina alla quale &
stato aggiunto il siero contenente gli anticorpi anti-B non si osservera la reazione di agglutina-
zione. La situazione & speculare per gli individui di gruppo B; i quali osserveranno agglutinazio-
ne in corrispondenza della gocciolina alla quale & stato aggiunto il siero contenente gli anticorpi
anti-B, ma non in corrispondenza di quella a cui & stato aggiunto il siero contenente anticorpi
anti-A; gli individui di gruppo AB agglutineranno entrambe le goccioline, quella alla quale é stato
aggiunto il siero contenente gli anticorpi anti-A e quella che ha ricevuto il siero con anticorpi anti-
B; gli individui di gruppo 0 non agglutineranno né la gocciolina che ha ricevuto il siero contenen-
te anticorpi anti-A né quella che ha ricevuto il siero contenente anticorpi anti-B. Rispetto al
sistema Rh, gli individui Rh+ agglutineranno la terza gocciolina di sangue alla quale e stato
aggiunto il siero contenente anticorpi anti-Rh; gli individui Rh- non agglutineranno la terza
gocciolina di sangue perché non presentano antigeni Rh.
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Estensioni del mendelismo:

Alleli multipli e serie alleliche

Abbiamo gia visto per il sistema ABO la possibilita per determinati loci anziché avere solo due
forme alleliche alternative piu forme alleliche (1*, 1B, 1°), ovviamente negli individui diploidi sono
presenti solo due alleli per locus; quindi parliamo degli alleli possibili. Un altro esempio utile per
capire che possono esistere piu forme alleliche rispetto anche a 3 &€ quello che riguarda un feno-
tipo del coniglio, in particolare il colore del mantello del coniglio, che pud essere di almeno 4 fe-
notipi differenti.l Partiamo da un fenotipo selvatico

rosso bruno, una sorta di marrone per passare ad un

fenotipo con peli bianchi dalla punta nera che si Genotipo Fenotipo

chiama chinchilla, poi ad un fenotipo Himalayano cc Peli bianchi su tutto il corpo
caratterizzato dalla presenza di peli neri alle estremi-
ta del coniglio (orecchie, muso, zampe) mentre il re-

S 1i i bi i - heh Peli neri sulle estremita e peli
sto del corpo & ricoperto da peli bianchi; ad un feno e ernite & oel

tipo albino rappresentato da peli bianchi su tutto il Himalayano
corpo. Il fenotipo della pelliccia del coniglio dipende
dal locus C, che puo esistere in varie forme alleliche s
differenti. In figura possiamo osservare le quattro si-  cinchila
tuazioni. Il fenotipo selvatico & determinato dalla co- -
stituzione genetica di omozigosi per l'allele selvatico
che si chiama c¢* (un altro modo per indicare forme  Sevatico
alleliche differenti & utilizzare un apice che pud esse-  figura 4.3 » | diversi colori del pelo dei conigli. I differenti feno-
re una |ettera, un numero o un SimbO'O, il simbolo + tipi sono determinati da quattro diversi alleli del gene c.
si utilizza per indicare la forma selvatica dell’allele).
Quindi un omozigote c*c* avra fenotipo selvatico (fenotipo marroncino). Il fenotipo chinchilla &
determinato dallomozigosi di un altro allele che si chiama c° il fenotipo Himalayano
dallomozigosi per I'allele c"; il fenotipo albino dal’omozigosi per I'allele ¢. Ovviamente non ci
sono solo genotipi omozigoti, quindi dobbiamo chiederci, in eterozigosi questi alleli come si
comportano. Stiamo parlando di quattro alleli differenti. Le relazioni di dominanza esistenti in
questa serie allelica sono cosi schematizzabili: ¢*> ¢"> ¢">c. Ciog, I'allele ¢* &€ dominate su tutti
gli altri: significa che il fenotipo selvatico sara determinato non solo dal genotipo omozigote c*c*
ma anche da tutte le altre possibili combinazioni di eterozigosi che vedono la presenza di un al-
lele ¢*. Quindi (c*c", c*c", c*c) avranno tutti feno-

ccheeh Peli bianchi con punte nere
su tutto il corpo :

Peli colorati su tutto il corpo

Fenotipo Genotipo tipo selvatico marrone perché l'allele ¢* € domi-
e nante rispetto a tutti gli altri, quindi indipendente-
b oo mente dalla presenza di un’altra forma allelica se

e presente lallele ¢* il fenotipo sara dominante.
L’allele c*" & dominante su c" e su ¢: sia la com-
cofe binazione c°" ¢, sia la combinazione ¢®"> ¢ dara
un fenotipo chicchilla. In realta & leggermente di-
verso il fenotipo chinchilla che viene fuori a se-

Selvatico

Chinchilla chiaro

™, i conda delle due combinazioni alleliche possibili in
nr eterozigosi, ma resta comunque un fenotipo
Chinchilla chiaro con punte nere chinchilla. Infine l'allele himalayano ¢ & domi-
) nante solo sull’allele ¢ e quindi il fenotipo Himala-

che yano, oltre ad essere determinato dal fenotipo
cheh sara determinato anche dal genotipo etero-

. h TR .

Figura 4.4 » Fenotipi corrispondenti alle differenti combinazioni ZIQOte c C Co.mprendendo le. re|a2|_0n| di .dOmI
di alleli ¢ nei conigli. Gli alleli formano una serie, con l'allele selva- nanza esistenti tra forme a”ehche d|fferent| pOS-
tico ¢t dominante su tutti gli altri e I’allele nullo c (a/bino) recessivo T N o .. . .
r;:;ettoagli altri alleli; un allele ipomorfo, c" (chinchilla), & parzial- Slbl“ per un CertO |OCUS, e pOSS|b|le p0| r|Sal|re al
mente dominante sull'altro, ¢ (himalayano). fenotipi possibili e poter fare tutte le previsioni

genotipiche applicando i principi del mendelismo.

Himalayano
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Alleli letali

Un altro esempio di estensione del mendelismo & costituito dai cosiddetti alleli letali. Ci sono
degli alleli che in situazioni di omozigosi determinano letalita: la fecondazione avviene, lo zigote
si forma, ma in fasi precoci dello sviluppo embrionale la crescita del’embrione si arresta per cui
Findividuo non nasce. Nell’esempio, I'allele mostrato si comporta in due modi differenti a secon-
da che si trovi in eterozigosi o in omozigosi. E un allele che determina la colorazione del pelo del
topo. Il colore del pelo del topo aguti, che rappre-
senta la forma selvatica, € di un colore marrone;
I'altra forma & rappresentata da un colore giallo. Il
locus del gene del colore della pelliccia del topo si
chiama locus A, da aguti, 'apice utilizzato per in-

P Giallo Giallo
AYA*

Fi Gamett (7 dicare la forma allelica che determina il colore
i A A giallo & Y, da yellow (AY): questa forma allelica
o) g % che determina il colore giallo ha per I'esattezza
5 | Grigiomarrone . nome Yellow letal (giallo letale) perché in una
Gameti s e condizione di omozigosi, questo allele determina
femiminti | letalita, gli embrioni con genotipo AYAY non rie-
O XD :etz scono a svilupparsi, mentre gli embrioni AYA* (A*

A" Gielo embrional rappresenta l'allele selvatico per il colore marrone)

si sviluppano e hanno fenotipo giallo. Quindi
Figura 4.7 » AY, la mutazione yellow-lethal, letteralmente giallo-  |'g|lg|le AY rispetto all’allele selvatico A* & dominan-
letale, nei topi: una mutazione visibile dominante, che & anche le- .. i i N
tale recessiva. Un incrocio tra individui portatori di questa muta- te, perqhe in un genotipo AYA* il topo avra colore
sione produce etrodigoti giall ¢ emozgot srigenarer  giallo. E un allele dominante rispetto a quello sel-
di embrioni. vatico, ma in omozigosi si comporta da letale re-
cessivo. E un allele ambivalente perché rispetto al
colore & dominante, rispetto alla letalita & recessivo. Nellimmagine viene proposta la progenie
che pud venir fuori da un incrocio tra due topi yellow, cioé due topi con colore del mantello giallo
che necessariamente devono essere eterozigoti: non possono essere omozigoti per yellow
perché non si sarebbero sviluppati. Se incrociamo due topi gialli che tipo di progenie ci aspet-
tiamo? In virtu del comportamento letale recessivo di questo allele ci aspettiamo un rapporto
fenotipico colore selvatico marrone: colore giallo nella progenie di 1:2 (1/3 della progenie avra
fenotipo selvatico e 2/3 avranno fenotipo giallo). Perché facciamo il calcolo ristretto a queste
probabilita? Perché ovviamente gli embrioni omozigoti AYAY non si svilupperanno, quindi
abbiamo un’alterazione del rapporto fenotipico mendeliano 3:1 che ci aspetteremmo normal-

mente, ad un rapporto 1:2.

La pleiotropia, penetranza incompleta ed espressivita variabile

Nella lezione precedente abbiamo accennato il discorso sulla pleiotropia. Abbiamo detto che ci
sono alcuni geni, singoli geni, il cui effetto fenotipico (manifestazione fenotipica) non influenza
un solo carattere: per i caratteri mendeliani abbiamo imparato che un gene determina un
fenotipo (un carattere come quello del colore del pisello, forma del pisello, forma del baccello,
colore del fiore). In alcuni casi la costituzione genotipica che riguarda un solo gene influenza una
gamma molto ampia di fenotipi possibili e questo evento si chiama effetto pleiotropico. Molte
patologie monogeniche hanno un effetto pleiotropico: I'alterazione di un gene determina non
solo la manifestazione fenotipica, ma una serie di manifestazioni fenotipiche. La penetranza
incompleta e l'espressivita variabile sono entrambi concetti che riguardano alleli dominanti.
Penetranza incompleta: un individuo che ha una determinata costituzione genetica non
necessariamente manifesta alla nascita il fenotipo determinato dalla presenza dell’allele domi-
nante, ma lo potra manifestare nel corso della vita ad eta differenti: un esempio tipico di pene-
tranza incompleta & rappresentato da una patologia molto grave neurodegenerativa, il morbo di
Hungtington, malattia autosomica dominante delluomo che determina una degenerazione
progressiva del sistema nervoso (causa problemi a livello cognitivo e a livello motorio). La
caratteristica di questa patologia € che comincia a manifestarsi dai 30 anni di eta in poi con un
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range di possibilita di manifestazione molto ampio: le manifestazioni precoci si verificano verso i
30 anni, manifestazioni non precoci verso i 40 e manifestazioni tardive anche piu avanti. Un in-
dividuo che non sa di essere affetto da questo morbo potrebbe aver gia prodotto progenie prima
della manifestazione della malattia nel suo organismo ed essendo una malattia dominante, nel
caso in cui l'individuo fosse eterozigote ha il 50% di probabilita di dare I'allele dominante alla
progenie. Espressivita variabile: ci sono dei caratteri determinati da un certo genotipo, specifi-
co, che perd non hanno una manifestazione fenotipica univoca: il fenotipo che si manifesta puo
essere piu severo 0 meno severo, con una gamma di manifestazioni piuttosto ampia. Un esem-
pio banale e rappresentato dalla fossetta sul mento che pud essere piu pronunciata, meno pro-
nunciata, assente, appena accennata: sono fenotipi variabili determinati da una sola condizione
genotipica; quindi a seconda della interazione tra genotipo e ambiente si avra una certa manife-
stazione fenotipica. Un altro esempio di effetto pleiotropico € rappresentato da una patologia
chiamata fenilchetonuria, patologia autosomica recessiva, che determina I'accumulo di fenila-
lanina perche é presente un blocco in una via metabolica che normalmente promuove la degra-
dazione della fenilalanina. In presenza di accumulo di fenilalanina gli individui presentano forme
di ritardo mentale, una sintesi non corretta di melanina (che col ritardo mentale non ha nulla a
che fare), accumulo di una serie di sostanze nelle urine. Questo & un esempio di quelli che Gar-
rod definiva difetti congeniti del metabolismo e che provo a spiegare.

Gene A Gene B Gene £ Gene D
L'allele selvatico preduce un polipeptide funzionale. M m M M
Fenatipo + + + +
M)’N”semﬁw
a+

Lallele con perdita di funzione amorfo recessivo nen praduce

un polipeptide funzionale. - L 0 SV TN op WIPE RN op WPV NN oa WP )
enolipo Polipeptide A Polipeptide B Polipeptide C Polipeptide D
YRR > 8y - > o Foer o . postaeD
a severa

Vv
Caratteristiche del fenctipo

L'allele con perdita di funzione ipomorfo recessivo produce
un polipeptide parzialmente funzionale.

Fenotipo Flgura 4.8 > Correlazione tra geni e polipeptidi. Ogni gene speci-
M - m —3—3 mutante fica un differente polipeptide. Tali polipeptidi funzionano influen-
non grave zando il fenotipo dell'organismo.

Lallele dominante negativo produce un polipetide che interferisce
con il polipeptide selvatico. .
Fenctipo Snustad, Simmons
VNN > PN > mukerte Principi di Genetica, IV Ed.
aP

EdiSES

@)
Genotipo ":!:;"..‘:;" Fenctp alete muamte | VA esempi descritti (gruppi sanguigni) ci han-
o no portato ad intuire che un gene determina una
gt a 4:"%*’ Selvatico Recessivo certa manifestazione fenotipica perché codifica
un prodotto polipeptidico, una proteina: nel si-
N stema ABO dei gruppi sanguigni I'allele 1* codifi-
& & Selvatico Recessivo ca I'enzima A, l'allele 1B codifica I'enzima B; gl
m enzimi sono proteine, quindi un gene codifica
una proteina. Se noi immaginiamo che un de-
a & 'm Mutante Dominante terminato allele selvatico produca un prodotto
polipeptidoco funzionale (che svolge una certa
() funzione) e il fatto che questo polipeptide svolga

una certa funzione determina un certo fenotipo possiamo trovarci di fronte ad una situazione di
un allele recessivo che non determina la manifestazione di quel fenotipo, perché il polipeptide
codificato dall’allele recessivo non riesce a svolgere la stessa funzione che svolge I'allele selva-
tico (non lo sa fare). L’esempio del sistema ABO ci viene in aiuto perché abbiamo detto che IA
codifica una proteina funzionale, 1B codifica una proteina funzionale mentre I°, che & recessivo
rispetto ad 1* e ad IB, codifica un enzima non funzionale, che non sa fare la glicosiltrasferasi; non
e in grado di trasferire nessuno zucchero da nessuna parte. Potrebbero esserci anche delle for-
me recessive, completamente mutate che, anziché essere incapaci di codificare un enzima fun-
zionale codifica un enzima che funziona poco, che comunque non consentira la manifestazione
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del fenotipo selvatico che si manifesta in presenza dell’allele selvatico. Immaginiamo che un
allele dominante mutato codifichi per un polipeptide, non solo non & in grado di svolgere la
stessa funzione del polipeptide selvatico, ma che impedisce al polipeptide selvatico di funziona-
re, altrimenti non sarebbe dominante: quindi anche in presenza dell’allele selvatico il fenotipo
che si manifesta sara quello determinato dall’allele dominante mutato. In una situazione di
omozigosi per l'allele selvatico avremo un fenotipo selvatico perché viene tradotto solo il poli-
peptide selvatico; in eterozigosi se abbiamo lallele selvatico con lallele mutato recessivo si
osservera solo il fenotipo selvatico perché la presenza dell’allele selvatico assicura che
all'interno della cellula che lo contiene ci sia una quantita sufficiente di polipeptide selvatico per
svolgere la sua funzione: & come se I'allele mutato non fosse presente (se e recessivo). In una
situazione di eterozigosi per l'allele mutato dominante e per l'allele selvatico, nonostante sia
presente il prodotto dell’allele selvatico (potenzialmente potrebbe svolgere la sua funzione), la
presenza del prodotto dell’allele mutato dominante impedisce in qualche modo il funzionamento
del polipeptide selvatico.

La complementazione
Immaginiamo di avere due linee pure di Drosophila che hanno lo stesso genotipo, che non &
quello selvatico, sono quindi mutanti:

+ Immaginiamo di avere due linee pure di nellimmagine abbiamo un incrocio tra due
Drosophila con colore del corpo nero (mutanti ceppi di Drosophila, entrambe linee pure per
recessivi). Il colore del corpo selvatico € marrone il colore del corpo nero (fenotipo mutato,
(dominante). perché il colore del corpo selvatico € marro-

e |Incrociamo queste due linee pure. ne). Sulla base del mendelismo, Ci aSpet-
— Cosa ci aspettiamo nella progenie? tiamo che dallincrocio si ottenga una pro-

genie con colore del corpo nero. In alcuni
tipi di incroci tra linee pure di Drosophila con
corpo nero viene fuori una progenie con co-
lore del corpo selvatico: questo fenomeno
prende il nome di complementazione. La

La complementazione: interazione del complementazione & l'interazione del pro-
prodotto di geni differenti coinvolti in un dotto di geni differenti che perd sono coin-

unico fenotipo volti in un unico fenotipo: in riferimento
all'incrocio di Drosophila, il colore del corpo
del moscerino non dipende da un solo gene, ma da due

geni differenti. Possiamo immaginare che gli incroci di
Drosophila che ci danno una progenie “anomala” siano X

» La progenie presenta colore del corpo selvatico!
— Come & possibile?

semplicemente incroci tra due linee pure (perché sono ol B \ o~
omozigoti) di un ceppo omozigote recessivo per il locus €  Black body color Black body color
ed omozigote dominante per il locus b (e/e b*b*) ed un

ceppo omozigote dominante per il locus e ed omozigote

recessivo per il locus b (ete* b/b). Entrambi questi genotipi

determinano fenotipo mutato del colore del corpo. La e i1

progenie che viene fuori da questo incrocio genotipica- Wild-type body color

mente eterozigote per entrambi i loci, perché la mosca 1 L‘;,".:,‘L'ié'.’;',m‘mme
produrra un solo tipo di gameti (e b*) e la mosca 2 T R It

produrra un solo tipo di gameti (e*b); questi gameti unendosi daranno origine ad eterozigoti (e*e
b*b), che hanno colore del corpo selvatico. Cosa significa dal punto di vista funzionale? Per
avere colore del corpo marrone, in Drosophila, c’@ bisogno del prodotto funzionale di due loci
differenti (del locus e e del locus b), che se sono entrambi funzionali all’interno dell’organismo
daranno colore marrone: basta che uno dei due non funzioni e il colore del corpo risultera nero.
Nella progenie eterozigote marrone stiamo osservando complementazione, cioé I'interazione
del prodotto di due geni differenti per avere un unico fenotipo (colore del corpo).
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Il fatto che esista la complementazione fornisce ai genetisti la possibilita di capire se, nel mo-

mento in cui ci troviamo di fronte mutanti
dello stesso tipo, quei mutanti siano tali per
lo stesso gene o siano mutanti di geni diffe-
renti. Se incrociamo linee pure di mutanti
per geni differenti, otterremo una progenie
con fenotipo selvatico perché si osserva la
complementazione; se invece incrociamo
linee pure di mutanti per lo stesso gene, il
fenotipo della progenie sara mutato. La
possibilita di allestire incroci tra linee pure di
ceppi mutanti che presentano lo stesso fe-
notipo ci consente di capire se le mutazioni
che stiamo osservando in questi ceppi diffe-
renti siano mutazioni alleliche (cioé muta-
zioni dello stesso gene) o mutazioni non al-
leliche (cioé mutazioni di geni differenti).

« La complementazione consente di allestire
test per comprendere se due mutazioni
recessive che determinano lo stesso
fenotipo sono alleliche o meno

— cioé se sono mutazioni dello stesso gene o di geni

differenti.

* La complementazione avviene se le due
mutazioni si trovano in geni differenti
(fenotipo selvatico nel doppio eterozigote).

* La complementazione non avviene se le due

mutazioni si trovano nello stesso gene
(fenotipo mutante nel doppio eterozigote).

Nellimmagine abbiamo due genitori che presentano due geni che si trovano su cromosomi diffe-
renti, sono quindi geni indipendenti: nel genitore 1 il gene 1 € mutato e il gene 2 é selvatico; nel
genitore 2 il gene 1 € selvatico e il gene 2 € mutato. | gameti del genitore 1 conterranno il gene 1
mutato e il gene 2 selvatico; i gameti del genitore 2 conterranno il gene 1 selvatico e il gene 2
mutato: nel momento in cui si forma la progenie ottenuta dall'incrocio di questi due individui, es-
sa presentera un genotipo eterozigote per entrambi i 2 geni, perché riceve il gene 1 mutato dal

a) Mutations in different genes: complementation

Parents

Gene 1 Gene 2 Gene 1 Gene 2
fis L — I | — b —————- . oot
X
H ——1 Es——iH = e

Mutant gene 1
Wild-type gene 2

Mutant phenotype

Progeny Gene 1 Gene 2

T 1 [ i

=1 fi——xr =1

Wild-type gene 1
Mutant gene 1
Wild-type gene 2
Mutant gene 2

Wild-type phenotype

Wild-type gene 1
Mutant gene 2

Mutant phenotype

genitore 1 e il gene 1 selvatico dal genitore 2; il gene
due selvatico dal genitore 1 e il gene 2 mutato dal
genitore 2. La progenie quindi sara doppia eterozigo-
te, che per ciascuno dei due geni conterra una copia
selvatica, i cui prodotti complementeranno e daranno
un fenotipo selvatico. Nel caso in cui, invece, abbia-
mo nel genitore 1 un gene mutato in una certa posi-
zione, nel genitore 2 lo stesso gene mutato in una
posizione differente, i gameti che si formeranno a-
vranno il gene mutato sia nella posizione del genito-
re 1, sia in quella del genitore 2, quindi la progenie
che si formera sara sempre una progenie eterozigote
per le due mutazioni differenti, ma il fenotipo sara
comunque mutato, perché non c’e€ nulla di selvatico
che possa consentire la manifestazione del fenotipo
selvatico. Di conseguenza, se facendo incroci tra li-
nee pure che presentano lo stesso fenotipo ottenia-
mo sempre una progenie mutata deduciamo che

stiamo osservando mutazioni dello stesso gene; se invece facciamo incroci tra due linee pure
che presentano lo stesso fenotipo e otteniamo una progenie selvatica deduciamo che le due
mutazioni che stiamo osservando sono a carico di geni diffe-

renti, i cui prodotti nella progenie complementano per dare |l

fenotipo selvatico.

b) Mutations in the same gene: no complementation

Parents
Gene Gene
3

o e— 3
Test di complementazione o X o
Il colore selvatico dell’occhio di Drosophila & rosso scuro: esi- Mutant in the gene Mutant in the gene
stono tante mutazioni del colore dell’occhio di Drosophila. Sof- Mutant phenotype el
fermiamoci su mutazioni che determinano colore dellocchio  Progeny Gene
scarlatto (rosso brillante). Esistono tre mutazioni che hanno lo :

stesso fenotipo e si chiamano cinnabar, cinnabar-2, scarlet.

Both copies of the gene mutant

Mutant phenotype
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Immaginiamo di voler comprendere se queste mutazioni fenotipiche che hanno lo stesso
genotipo, siano mutazioni dello stesso gene o mutazioni di geni differenti. Ci costruiamo quindi
delle linee pure cinnabar, cinnabar-2,
scarlet. Incorciamo poi mosche cinna-

Test per lallelismo
Coordefoochio - onchsons bar con mosche scarlet e osserveremo
comsoer " st P chosters il fenotipo della progenie: viene fuori
. ’ . ‘r::ﬂ;_: una progenie con fenotipo selvatico.
cimgbar? % cinabor R Possiamo dedurre che cinnabar e
. — . ss  scarlet sono mutanti di geni differenti e
cimabor2 % scart o quindi in questi selvatici stiamo osser-

cinnabar-? e

. . . s vando complementazione. Se faccia-
in geni diversi, . . . .
’ mo invece un incrocio tra una linea pu-

Figura 4.6 » Un test di allelismo relativo a mutazioni recessive del colore dell’'occhio in Drosophila. Tre mu-

z:::?:ldm a::e tra mots:cd::rt\:c:emo2|g?t‘|’perslt:'\:::1: :nutaz:on: I:?{:O:Tpﬁigp::;:g::vm;sflﬂ:onmi ra c i n n aba r e u n a | I n ea p U ra Ci n I"I a'
azioni cinnabar e cinnabar-2 sono alleli di un singolo gene, mentre la mutazione scarlet & un allele di un . .
dtrogans gene mentre B met ‘ bar-2, il fenotipo osservato nella pro-

genie sara mutato, quindi cinnabar e
cinnabar-2 sono mutanti dello stesso gene. Se facciamo un incrocio tra cinnabar-2 e scarlet
osserviamo progenie con fenotipo selvatico, indice che cinnabar-2 e scarlet sono mutanti di geni
differenti.

Rapporto di complementazione (Rapporto 9:7)

Immaginiamo di incrociare due linee pure di piante a fiori bianchi e alla F1 otteniamo solo piante

a fiori rossi. Dobbiamo escludere che il fenotipo sia legato ad un carattere monogenico e

adottiamo l'ipotesi che siano coinvolti due geni che stanno complementando. Di conseguenza i

parentali sono individui appartenenti a linee pure con genotipi speculari: se chiamiamo C e P i
due geni coinvolti nel colore del fiore, una linea

(a) pura sara CCpp e laltra linea pura sara ccPP.
p Banco ., Bianco La linea CCpp produrra un solo tipo di gameti
CCpo ce PP (Cp), la linea pura ccPP produrra un solo tipo

di gameti (cP); 'unione di questi due tipi di ga-

Gamet meti produrra necessariamente una progenie

\v/ CcPp, che avra fenotipo rosso. Perché? Sta

Fy o avvenendo una complementazione: per avere |l
Purpureo _ Purpureo fenotipo rosso & necessario che in entrambi i

yaid Cofp loci sia presente almeno un allele dominante; ci

serve per avere il rosso, il prodotto funzionale

—

Gameti maschili d ; H H
el gene C e ci serve il prodotto funzionale del
F2 _ gene P; entrambi questi prodotti insieme de-
cc PP CCPp Cc PP CePp i i iAo
Purpure | Purpureo | Purpureo | Purpureo terminano il colore rosso. Quale rapporto ci a
cCPo | ccoo | CoPo | Comp spettiamo alla F2 autofgconplando le piante
Sameti _Purpureo | Bianco | Purpuréo | Bianco rosse della F1? Mendel ci ha insegnato che se
emminii . . . . . -
CoPP | CePp | ccPP | cchp facciamo un incrocio tra due eterozigoti il rap-
Purpureo | Purpureo Bianco Bianco .. . <
wore | ccom | ccro | ccop porto fenotipico della progenie sara 9:3:3:1;
Purpureo | Bianco | Bianco | Bianco perché ad ogni carattere corrisponde una ma-
Rapporto: 9/16 purpurei, 7/16 bianchi nifestazione fenotipica. Nel nostro esercizio in-
(b vece, abbiamo due geni che determinano una

manifestazione fenotipica e non due; abbiamo
solo due alternative fenotipiche: o fiore bianco o fiore rosso, quindi osserveremo una F2 rispetto
a queste due possibilita. E semplice perché noi sappiamo che dal punto di vista genotipico ci
troviamo in una situazione identica a quella della segregazione di due caratteri mendeliani,
stiamo incrociando due diibridi; cid che cambia € la manifestazione fenotipica: in questo caso la
manifestazione del fenotipo fiore rosso si ha soltanto se & presente almeno un allele dominante
in ciascuno dei due loci; cioe avremo fenotipo rosso quando nel locus C € presente almeno un
allele C indipendentemente dalla configurazione dell’altro allele, e nel locus P & presente almeno
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un allele P indipendentemente dalla configurazione dell’altro allele. Quindi, C-P- saranno tutte
piante fenotipicamente a fiore rosso e saranno fra tutte le possibili combinazioni genotipiche le
uniche ad avere fenotipo rosso, perché sono le uniche che presentano almeno un allele domi-
nante in entrambi i loci e saranno 9/16. tutte le altre combinazioni genotipiche (C-pp; ccP-; ccpp)
ci daranno fiori bianchi e saranno in totale 7/16. Osserviamo quindi alla F2 un rapporto 9:7, che
€ una delle modificazioni del rapporto 9:3:3:1 e si chiama rapporto di complementazione per-
ché viene fuori grazie al fatto che questi due loci che sono coinvolti nel fenotipo che stiamo os-
servando possono complementare.

Spiegazione biochimica

Possiamo immaginare che ciascuno di questi loci C e P (facendo riferimento al colore del fiore
dell’esercizio descritto) codifichi un enzima, e ciascuno di questi enzimi immaginiamo sia coin-
volto nella catalisi di passi differenti di una

via biosintetica che porta alla fine alla for- La spiegazione biochimica del rapporto 9:7
mazione del pigmento rosso: partendo da

. G P
un precursore bianco, e passando attraver- Gene ¢ e
S0 un intermedio bianco ed arrivando ad un l l
prodotto finale rosso. Potremmo immagina- Enzima C Enzima P

re Che I’a"ele dominante del |OCUS C COdiﬁ' Precursore incolore —> Intermedio incolore ~ —> Antocianina
chi un enzima funzionale che sia in grado di
Catallzzare Ia trasforma2|one del precursore Se il locus Co il locus P (o entrambi) sono in omozigosi recessiva, non

. . ) . , . viene prodotto I'enzima C o P (o entrambi) funzionale e I'antocianina non
bianco in intermedio bianco; I'allele P codifi-  viene prodotta. Ii fenotipo selvatico & determinato dalla presenza di
chi per un altro enzima che sia in grado di almeno un allele selvatico in entrambi i loci.
catalizzare la reazione di trasformazione ¢/ siformail pigmento (selvatico)

ye . . . . C-pp siforma l'intermedio incolore, ma non si forma il pigmento (bianco)

dell'intermedio bianco in prOdOttO finale an- cc P- il precursore incolore non viene trasformato nellintermedio (bianco)
tocianina; di conseguenza 'assenza di que- ccpp il precursore incolore non viene trasformato nellintermedio (bianco)
sto enzima funzionale (condizione cc) de-
terminera il blocco di questa via metabolica perché non si forma I'enzima C e il precursore bian-
co rimarra tale. Anche il presenza dell’enzima P funzionale, questo non agisce su precursore
bianco, ma sull’intermedio; ma se I'intermedio non si € formato 'enzima P non sa cosa catalizza-
re. Allo stesso modo in presenza di un genotipo pp non abbiamo un enzima P funzionale e
I'intermedio bianco non sara catalizzato in antocianina, indipendentemente dal fatto che ci sia un
enzima C funzionale: anche se I'enzima C & presente e ha catalizzato la trasformazione del pre-
cursore bianco nellintermedio bianco, 'assenza dell’enzima P rende impossibile il raggiungi-

mento del prodotto finale della via metabolica, cioeé dell’antocianina.

Il rapporto 9:3:3:1
Abbiamo modifiche del rapporto 9:3:3:1 facendo pero riferi-
Wyanditte Brahma mento sempre ad un solo carattere, anziché due come nei
F O diibridi mendeliani. L’esempio che meglio rappresenta que-
sta estensione € quello della forma della cresta dei galli, che

puo avere 4 possibili fenotipi alternativi: un primo fenotipo a

Gameti

Rp I

}"d/ rosa, un secondo fenotipo a pisello, un terzo fenotipo a no-
Fi toce) ce, e un quarto fenotipo sempilice. il fenotipo della forma del-
g e la cresta dei polli & determinato da due geni differenti e indi-
Frée e pendenti e a seconda della costituzione genotipica di questi
F Gamet maschi due geni avremo una manifestazione fenotipica differente
w  me w S nella fqrma della cresta. Immaginiamo_di incrociare una linea
oo [P [ mes | re | pura di cresta a rosa (RRpp) con una linea pura con cresta a
o P B pise_llo (rrPP). ,Otteniamo, una F1 che ha un fenotipo. che non
e N o T r=a corrisponde né all’'uno né all'altro, presenta un fenotipo a no-
| noce | noce | piselo | piselo ce rappresentato da individui RrPp. Cosa otteniamo incro-

o] R | e | e | ke ciando tra loro gli individui della F1? Otteniamo la comparsa

Rapporto: 9/16 noce, 3/16 rosa, 3/16 pisello, 1/16 semplice

Figura 4.13  Esperimento di Bateson e Punnett sulla forma della

cresta nei polli. Gli incroci nella Fy producono 4 fenotipi nel rap- 61
porto 9:3:3:1, ciascuno rappresentato da un differente colore nel

quadrato di Punnett.



della progenie di tutti i fenotipi possibili, avremo progenie con cresta a rosa, a noce, a pisello e
comparira anche il fenotipo semplice, i meno abbondanti in assoluto nella progenie (1/16) e
genotipo rrpp. Avremo 9/16 di fenotipo a noce perché per avere questo fenotipo € necassario
che ci sia un allele dominante per entrambi i loci R e P (R-P-); gli altri due fenotipi in rapporto
3/16: almeno un allele dominante per uno dei due loci, quindi cresta a roso R-pp, e cresta a
pisello rrP-.

Il rapporto 15:1 (Geni duplicati)

Un altro tipo di rapporto € osservato nell’analisi della pianta borsa del pastore, che pu6 avere

una capsula di forma triangolare o di forma completamente ovale. Immaginiamo di incrociare
due linee pure di una pianta a capsule triangolari con

rﬁmm Male? una a capsule ovoidale. Otteniamo una F1 tutta con

P MBB T aabth capsule triangolari: se ci fermassimo a questo punto

v v dellincrocio potremmo dire che si tratta di un carattere

@\/@ Gamet monogenico in cui l'allele per la forma triangolare sia

: Trdnapiare dominante su quello ovoidale. Nel momento in cui an-

' AaBb diamo a costruirci una F2 otteniamo sia piante con cap-

rriangulare 5 mangmﬂ! sula triangolare che ovoidale ma in un rapporto sbilan-

|7 fofh ciato: osserviamo un rapporto 15:1. Questo significa

Gametﬁmm che il fenotipo ovoidale &€ determinato esclusivamente

Y @O © © O dalla omozigosi recessiva per entrambi i geni, quindi se

@ | Ve[ Yo | Wiose | Vs chiamiamo i geni A e B, aabb e I'unico genotipo che da

fenotipo ovoidale. Tutte le altre combinazioni genotipi-

fg;;"n:entgﬁw Yo [Yousw | Youon | Yo che (A-B-; A-bb; aaB-) danno fenotipo triangolare. 9/16

@ | Yooz | Yoor | Yoaso | Youo + 3/16 + 3/16= 15/16 fenotipo triangolare; 1/16 fenotipo
YAaBb YAabb Yaaﬂb ?aabb ovoidale.

Rapporto: 15/16 triangolari, 1/16 ovoidale . . . ..
® Spiegazione biochimica

Figura 4.15 > (a) Capsella bursa-pastoris, la pianta borsa del pa-  POSSIAmMO ipotizzare che il gene A e il gene B abbiano
o e et oo b W0 la stessa funzione, cioé codifichino lo stesso prodotto:
Capsella bursa-pastorts da gen duplicati. sono geni ridondanti, che si sono originati per una du-
plicazione iniziale. Cid implica che entrambi i prodotti
sono coinvolti nello stesso passo della via metabolica, quindi, se sono presenti tutti e due gli
alleli funzionali otteniamo entrambi i prodotti funzionali, e quindi si ha la catalisi di quel passag-
gio metabolico; se uno dei due non funziona c’e l'altro che sopperisce, perché ha esattamente la
stessa funzione sua ed & in grado di
catalizzare lo stesso passo della via La spiegazione biochimica del rapporto 15:1
metabolica. Di conseguenza A-B-; A-bb;
aaB- sono in grado di catalizzare la

reazione senza la necessita dell’altro Gene A

prodotto genico; solo aabb (& assente |

sia il prodotto funzionale del gene A che Precursore Prodotto finale

di quello B) avra fenotipo ovoidale

perché non & possibile catalizzare lo !

step della via metabolica che porta al Gene B

fenotipo selvatico triangolare. I prodotti dei geni A e B hanno funzione ridondante: entrambi

catalizzano la trasfermazione di un precursore nel prodotto finale. La
presenza di almeno un allele selvatico in almeno uno dei due loci

Rapport_o 12::_3:1 (Epistasi domi.nante_) determina fenotipo selvatico.
L’esempio in figura parte da un incrocio 4-B-  selvatico
tra due eterozigoti per due geni che A-bb  selvatico

hanno lo stesso fenotipo (bianco): aa B-  selvatico
stiamo parlando del colore delle zucchi- aabb mutatg
ne. Incrociamo queste due linee eterozigoti di zucchine bianche e otteniamo una progenie in cui
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compaiono 3 fenotipi differenti: abbiamo piante con zucchine verdi; piante con zucchine gialle; e
piante con zucchine bianche in rapporto: 12/16 di piante con zucchine bianche; 3/16 di piante

con zucchine gialle; 1/16 di piante con zucchine verdi.
Quel 12/16 viene fuori da un 9/16 + 3/16, possiamo im-
maginare che se abbiamo almeno un allele dominante
in ciascuno dei due loci o anche un solo allele dominan-
te in uno solo dei due abbiamo fenotipo bianco; se inve-
ce abbiamo un allele dominante nel locus G e omozigosi
recessiva nel locus C osserviamo fenotipo giallo; mentre
'omozigosi recessiva per entrambi i loci dara fenotipo
verde.

Spiegazione biochimica

In questo caso immaginiamo una via biosintetica che
parte da un precursore bianco, passa attraverso
I'intermedio giallo, e arriva ad un prodotto finale verde.
In questo caso gli enzimi che catalizzano la trasforma-

P Bianco Bianco
|7 Ce Gg Ce Gg
Gameti maschili
RV @ @ @
@ CC GG CCGg Cc GG Ce Gg
bianco bianco bianco bianco
CC Gg CCgg Cec Gg Cecgg
Gameti bianco bianco bianco bianco
Temmi G| oo | ces | ecos | oty
bianco bianco giallo giallo
CcGg Cc gg cc Gg ccge
bianco bianco gialk verde
Rapporto: 12/16 bianchi, 3/16 gialli, 1/16 verde
Figura 4.16 : Segregazione nella progenie di un incrocio tra

piante di zucchina eterozigoti per due geni che controllano il co-

lore del frutto.

La spiegazione biochimica del rapporto 12:3:1

Gene ¢ Gene g

l |

Enzima c Enzima g

Precursore incolore —> Intermedio giallo —> Pigmento verde

In omozigosi recessiva, il locus ¢ codifica l'enzima c funzionale che catalizza la
trasformazione di un precursore incolore in un intermedio giallo. Sempre in omozigosi
recessiva, il locus g codifica I'enzima g funzionale che catalizza la trasformazione
dell'intermedio giallo in pigmento verde. La presenza di un allele mutante dominante nel
locus ¢ (C) blocca la via metabolica impedendo la trasformazione del precursore incolore in
intermedio giallo. La presenza di un allele mutante dominante nel locus g (G) blocca la via
metabolica impedendo la trasformazione dell'intermedio giallo in pigmento verde.

C- G- il precursore incolore non viene trasformato nellintermedio (bianco)
C-gg il precursore incolore non viene trasformato nellintermedio (bianco)
cc G- si forma l'intermedio giallo, ma non si forma il pigmento (giallo)
ccgg siforma il pigmento (verde)

zione del precursore bianco in interme-
dio giallo, e dell'intermedio giallo in pro-
dotto finale verde siano codificati dalle
forme alleliche recessive. L’allele c codi-
fica un enzima c in grado di trasformare
il precursore bianco in intermedio giallo;
l'allele g codifica 'enzima g in grado di
trasformare l'intermedio giallo in prodot-
to finale verde. Entrambi gli alleli fun-
zionali saranno presenti ovviamente so-
lo nellomozigote recessivo perché la
presenza dell’allele C codifichera qual-
cosa che interferisce con il funziona-
mento del’enzima codificato dall’allele
c; e la presenza di un allele G codifiche-
ra un qualcosa che interferisce con il
funzionamento del prodotto dell’allele g.

Possiamo quindi avere fenotipo bianco, se il blocco avviene nel primo passo della via metaboli-
ca o un fenotipo giallo se il blocco avviene al secondo passo della via.
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LEZIONE 8 (27/03/2015)

| difetti congeniti del metabolismo

Nel 1909 Archibald Garrod propose che i geni determinano il fenotipo attraverso la formazione di
enzimi che catalizzano reazioni cellulari specifiche. | sintomi di alcune malattie ereditarie (errori
congeniti del metabolismo) dipendono dall'incapacita di sintetizzare uno specifico enzima.
Garrod ipotizzd che l'alcaptonuria, una malattia ereditaria, fosse causata dall’assenza di un
enzima in grado di metabolizzare uno specifico substrato, I'alcaptone, che negli individui affetti
viene accumulato. Nel 1930 Beadle ed Ephrussi ipotizzarono che alcune mutazioni del colore
dell’occhio di Drosophila dipendessero dal blocco di passaggi specifici della via biosintetica che
determina la produzione del pigmento, in cui ciascun passaggio & catalizzato da un enzima
specifico. Allepoca non erano note né le relazioni chimiche né gli enzimi coinvolti in questo
processo. Beadle ed Edward Tatum riuscirono a stabilire la relazione “Un gene — un enzima”
utilizzando la muffa del pane (Neurospora Crassa). Neurospora € un fungo a riproduzione
sessuale, ma presenta una fase del ciclo vitale in forma aploide. Essi mutagenizzarono Neuro-
spora con raggi X e analizzarono i mutanti in base alle capacita di crescere solo su terreni
contenenti specifiche aggiunte nutrizionali rispetto al terreno minimo. La Neurospora selvatica
cresce su un terreno minimo di agar, sali inorganici, glucosio e biotina (vitamina). La maggior
parte dei mutanti nutrizionali cresce su un terreno completo contenente i 20 amminoacidi. A
questo punto i due scienziati cercarono di capire se i mutanti, che crescevano su un terreno
completo, in realta avessero bisogno di uno specifico amminoacido anziché tutti e 20: prepara-
rono 20 terreni minimi differenti, ognuno addizionato con un amminoacido differente e andarono
a vedere se questi mutanti crescevano in aggiunta (al terreno minimo) di un solo amminoacido.
Capirono per ciascuno dei ceppi mutanti ottenuti per mutagenesi, quale fosse la carenza
amminoacidica specifica: addizionando uno specifico amminoacido al terreno minimo, se il
ceppo cresceva, allora necessitava di quellamminoacido aggiunto successivamente. La loro
idea di partenza era che, se € vero che ad uno specifico gene corrisponde uno specifico pas-
saggio di una via metabolica allora uno specifico gene codifica uno specifico enzima, quindi,
lipotesi un gene - un blocco metabolico si trasforma in un gene — un enzima; per cui conoscen-
do la via biochimica che porta alla sintesi di determinati amminoacidi possiamo capire in quale
dei passaggi della biosintesi di uno specifico amminoacido avviene il blocco metabolico; ovvero,
qual & 'enzima mutato nei ceppi carenti di elementi nutrizionali.
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L’esempio in figura riguarda dei mutanti per la carenza nutrizionale per l'amminoacido arginina:
questi mutanti non sono in grado di sintetizzare questo amminoacido. Il ceppo selvatico € in
grado di crescere su un terreno minimo e di conseguenza anche in un terreno minimo con
laggiunta di tre differenti sostanze: I'ornitina, la citrullina, e 'arginina. In un terreno avevano
aggiunto ornitina, in un altro terreno la citrullina, in un altro terreno 'arginina perché queste
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molecole corrispondono al metabolita iniziale, a quello intermedio e al prodotto finale della via
biosintetica dell’arginina. L’ornitina € il precursore, la citrullina & I'intermedio e I'arginina il pro-
dotto finale. Analizzarono, rispetto a questi tre passaggi della via metabolica dell’arginina, tutti i
vari mutanti nutrizionali che necessitavano per crescere dell’aggiunta di arginina. | vari mutanti
che avevano come fenotipo finale necessita di aggiunta di arginina al terreno per poter crescere,
si comportavano in maniera differente rispetto alle aggiunte del precursore e dell’intermedio.
Osservarono che una classe di mutanti (classe 1), la quale su terreno minimo non era in grado
di crescere, ma sicuramente in grado di crescere in presenza di arginina (altrimenti non avreb-
bero potuto dedurre che erano mutanti nutrizionali per 'arginina), era in grado di crescere in
presenza di ornitina nel terreno minimo: bastava quindi aggiungere il precursore della via meta-
bolica dell’arginina nel terreno minimo di questa classe di mutanti per far crescere Neurospora
(ovviamente era in grado di crescere anche in presenza di citrullina). Osservarono un’altra clas-
se di mutanti (classe 2), che non cresceva su terreno minimo, né in presenza del precursore or-
nitina, ma cresceva in presenza del metabolica intermedio citrullina. Fu osservata anche una
terza classe di mutanti (classe 3) in grado di crescere solo in presenza di arginina: se nel terreno
minimo invece dell’arginina veniva aggiunta 'ornitina, o la citrullina, questa classe di mutanti non
cresceva. Dedussero che, nella via biosintetica dell’arginina fossero coinvolti 3 geni che codifi-
cano per 3 enzimi che catalizzano specifici passaggi metabolici: un primo passaggio che porta
alla formazione dell’ornitina, (un gene A che codifica un enzima A che, da un precursore deter-
mina la formazione dell’ornitina); un secondo passaggio che porta alla formazione della citrulli-
na, (un gene B che codifica un enzima B che, determina la trasformazione dell’ornitina in citrulli-
na); un terzo passaggio che porta alla formazione dell’arginina (un gene C che codifica un enzi-
ma C che, determina la trasformazione della citrullina in arginina). Quindi per la classe di mutanti
(classe 1) che cominciava a crescere con la sola aggiunta di ornitina al terreno minimo, possia-
mo dedurre che I'enzima che non funziona in questa via metabolica € quello che agisce a monte
della sintesi dell’ornitina: nel terreno minimo privo di aggiunta di amminoacidi I'enzima A non
funziona e di conseguenza la via metabolica € bloccata al primo passaggio; ma se a questo ter-
reno minimo viene somministrata ornitina, che sta a valle del blocco metabolico o se viene
somministrata citrullina, che sta due passi a valle del blocco metabolico, questo ceppo di mutanti
riesce a crescere, perché evidentemente possiede un enzima B e un enzima C funzionali. Per la
classe di mutanti (classe 2) che cominciava a crescere con la sola aggiunta di citrullina al terre-
no minimo, possiamo dedurre che I'enzima che non funziona in questa via metabolica & quello
che agisce a monte della sintesi della citrullina: nel terreno minimo privo di aggiunta di ammino-
acidi 'enzima B non funziona e di conseguenza la via metabolica € bloccata al secondo pas-
saggio; ma se a questo terreno minimo viene somministrata la citrullina che sta a valle del bloc-
co metabolico, questo ceppo di mutanti riesce a crescere, perché evidentemente possiede un
enzima C funzionale. Per la classe di mutanti (classe 3) che cresceva solo in presenza di argi-
nina probabilmente avevano un enzima C non funzionale, per cui, aggiungendo sia ornitina che
citrullina non riuscivano a superare il blocco metabolico. Con questi esperimenti l'ipotesi un ge-
ne — un enzima comincio ad avere una valenza scientifica. Ovviamente gli enzimi sono proteine,
ma non tutte le proteine sono enzimi, per cui il discorso va esteso a tutte le proteine: un gene
codifica non un enzima, ma un polipeptide la cui funzione pud essere enzimatica o strutturale.
Alla luce di questi esperimenti possiamo affermare che un gene codifica un polipeptide e a
seconda che il gene sia selvatico o0 mutato si possono avere comportamenti differenti: se un ge-
ne &€ mutato e la mutazione & recessiva possiamo immaginare che rispetto alla forma selvatica
questo gene determini un funzionamento parziale del prodotto polipeptidico oppure un’assenza
di funzionamento. Ma in un diploide, la presenza di un alele selvatico e di un allele mutante
recessivo determinera un fenotipo selvatico, perché ci saranno sia copie del polipeptide mutato
sia copie del prodotto selvatico. Gli alleli mutanti dominanti non solo acquisiscono una funzio-
ne differente rispetto a quella degli alleli selvatici, ma inibiscono il corretto funzionamento del po-
lipeptide selvatico e quindi, la presenza in eterozigosi di un allele mutante dominante determi-
nera la presenza (compresenza) all’interno della cellula di polipeptidi selvatici e di polipeptidi
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mutanti, questi ultimi inibiscono la funzionalita dei polipeptidi selvatici e determinano di conse-
guenza la manifestazione del fenotipo mutante.

L’esistenza della complementazione ha consentito ai genetisti di utilizzare questo fenomeno per
capire se le mutazioni sono alleliche o non; se sono mutazioni dello stesso gene o di geni
differenti. Costruendo un eterozigote partendo da linee pure per queste mutazioni, se il suo
fenotipo e selvatico deduciamo che i due ceppi che presentano fenotipo mutante sono mutanti
in geni differenti; mentre se I'eterozigote continua a mostrare il fenotipo mutante deduciamo
che le due mutazioni che stiamo analizzando sono mutanti nello stesso gene; ovvero possono
essere mutazioni differenti ma nello stesso gene. Questo € definito test di complementazio-
ne. Questo test funziona solo per mutazioni recessive.

|
I caratteri a variazione continua

I La selezione artificiale

Molti caratteri degli organismi viventi non possono essere descritti in classi fenotipiche discrete
(come per i caratteri mendeliani, il colore dell’occhio di Drosophila, i geni legati al sesso) ma
presentano una variabilita continua nelle popolazioni che va da un minimo fisiologico ad uno
massimo fisiologico. Facciamo qualche esempio che riguarda la nostra specie. L’'altezza: non
possiamo descriverla fenotipicamente come due alternative possibili. Molto genericamente
abbiamo I'idea di tre categorie fenotipiche (basso, media statura e alto), ma in queste categorie
non c’e€ un’altezza precisa che possiamo riconoscere. Quindi, per stabilire un valore di riferimen-
to, dovremmo stabilire I'altezza di tutte le persone prese in esame e riportare in grafico i valori
ottenuti in modo tale da avere una distribuzione delle frequenze di tali misurazioni. Per la nostra
specie rispetto al fenotipo altezza c’€ un’altezza minima fisiologica al di sotto della quale si va
nel nanismo, che € una forma patologica; c’@ anche un’altezza massima fisiologica al di sopra
della quale vi € il gigantismo, un’altra forma patologica: nell’analisi non vengono considerate le
misure che sfociano nelle suddette patologie. Nei caratteri a variazione continua possiamo
riscontrare tutte le variazioni fenotipiche possibili entro un minimo ed un massimo fisiologico. Un
altro esempio, il colore dei capelli: quante gradazioni di colore dei capelli esistono? Tantissime.
rispetto ad altre specie possiamo considerare, ad esempio, il numero di semi prodotto per
pianta; il peso di ciascun seme, l'altezza della pianta. Negli animali da latte: il numero di litri di
latte prodotti al giorno, il rapporto massa grassa massa magra per le specie di cui ci cibiamo; il
potenziale riproduttivo (la fitness). | caratteri a variazione continua vengono anche chiamati
caratteri complessi perché hanno un fenotipo che non dipende solo dal genotipo, ma dipende
anche dall’ambiente in cui quel
I caratteri a variazione continua sono caratteri complessi determinato genotipo si sviluppa.

Johannsen ¢ stato il primo a di-

mostrare sperimentalmente
o Esperimenti di Johannsen sulla variabilita del peso dei Iesistenza di una componente
semi di fagiolo (Phaseolus vulgaris) genetica e di una componente

ambientale nella variabilita fenoti-
pica dei caratteri a variazione

Linea pura 150 mg Linea pura 750 mg continua. Questo scienziato scel-
se, come organismo modello, una
Variabilita ancora presente: componente ambientale pianta di fagiolo: notava che il pe-

so del seme (del fagiolo) era
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molto variabile. Cerco di selezionare delle linee pure di piante di fagiolo che avessero un fagiolo
di peso piu basso possibile (peso minimo del fagiolo 150mg), e linee pure di piante di fagiolo che
avessero un fagiolo di peso piu alto possibile (peso massimo 750mg), in modo tale che queste
due linee di piante fossero genotipicamente omozigoti. Per creare queste linee pure, ovviamente
Johannsen autofecondo le piante per molte generazioni e nonostante I'alto numero di inincroci
condotti, otteneva comunque all'interno delle linee pure vaiabilita fenotipica: non riusciva mai ad
ottenere tutte piante che contenessero fagiolo di peso uguale, ma compariva sempre una varia-
bilita compresa tra i valori de peso minimo e quello massimo; visto che dal punto di vista genoti-
pico queste piante erano omozigoti, non si poteva attribuire questa variabilita fenotipica al geno-
tipo. A questo punto la variabilita fenotipica descritta doveva essere attribuita ad una compo-
nente ambientale. A seconda della quantita di luce, umidita, quantita di sali presenti nel terreno,
c’era un’influenza sul fenotipo finale indipendente dal genotipo, ma che comunque aveva un im-
patto sul genotipo.

La componente genetica della variabilita dei caratteri a
variazione continua dipende dal contributo di numerosi geni

| genetisti all'inizio del 1900 cercarono ™ ™7~ == AR T AT O ST
di capire se, anche per i caratteri a
variazione continua, ci si potesse in
qualche modo riferire ad uno schema
mendeliano. Un altro esperimento
fondamentale & rappresentato dal la-
voro di Nilsson-Ehle: la specie utiliz-
zata in questo caso € il grano e il fe-
notipo analizzato in questo caso ¢ il P Bianco x Rosso scuro
colore del chicco (fenotipo estrema- Fl Rosso intermedio
mente variabile che va da un bianco  py
ad un rosso molto scuro e tra questi

due estremi c’é una gradazione di fe-

notipi possibili: rosso meno chiaro, rosato). La prima operazione € stata I'autofecondazione per
costruire delle linee pure con fenotipi estremi (bianco e rosso). Incrociando queste linee pure si
ottenne una F1 costituita da piante i cui chicchi di grano avevano colore rosso intermedio. A
questo punto le piante della F1 vennero incrociate e si costrui una F2: compaiono a questo pun-
to tutti i fenotipi possibili che vanno dal bianco al rosso scuro, in particolare in questo tipo di e-
sperimenti, Nilsson-Ehle riusciva a identificare 7 classi fenotipiche differenti che comprende-
vano 5 classi fenotipiche tra i due fenotipi estremi (bianco e rosso scuro). Provo a contare quanti
esemplari appartenessero ad ogni classe descritta e si ottenne la seguente proporzione
(1:6:15:20:15:6:1). Una proporzione nuova. |l denominatore di questo rapporto & 64 (si ottiene
sommando tutti i numeri del rapporto). Quindi 1/64 presentava fenotipo bianco; 6/64 fenotipo ro-
sa pallido; 15/64 fenotipo rosa; 20/64 fenotipo rosso intermedio; 15/64 fenotipo rosso; 6/64 feno-
tipo rosso intenso; 1/64 fenotipo rosso scuro. (Ricordiamoci che questi calcoli escono fuori da
linee pure). Pensando ad un rapporto mendeliano, il rapporto fenotipico in sessantaquattresimi
ci riporta ad un incrocio di un triibrido (incrociando due triibridi otteniamo una progenie le cui
classi fenotipiche sono 8, le cui frequenze sono espresse in /64). Gia il fatto che la progenie
dell’esperimento abbia delle frequenze esprimibili con denominatore 64 ci fa pensare alla proge-
nie ottenuta da 2 triibridi e che quindi possa essere una modificazione del rapporto
27:9:9:3:9:3:3:1. Nel rapporto ottenuto nell’esperimento (1:6:15:20:15:6:1), 1/64 & rappresentato
dalla classe meno abbondante (fenotipicamente bianca e genotipicamente omozigote recessiva
per tutti e tre i caratteri di un triibrido, aabbcc), ma 1/64 € anche rappresentato dalla classe ge-
notipicamente omozigote dominante per i tre caratteri di un triibrido (AABBCC) quindi, le altre
classi fenotipiche comprese tra questi due valori descritti, differiscono tra loro per la presenza di
un numero di alleli dominanti differenti all’interno del loro genotipo: la classe rosa pallida do-
vrebbe contenere nel genotipo un solo allele dominante (se i loci si chiamano A B e C, l'allele
dominate potrebbe essere nel locus A, o nel locus B o nel locus C, il fenotipo non cambia, basta
che almeno un allele sia dominante in uno di questi tre loci) e due alleli recessivi; la classe rosa

» Esperimenti di Nilsson-Ehle sulla variabilita del colore dei
chicchi di grano

7 classi fenotipiche
I:6:15:20:15:6: |
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intenso dovrebbe avere due alleli dominanti e gli altri recessivi, e cosi via per le altre classi

fenotipiche ottenute.

P 3 X
AT B'/_B'C'/C'IAIA B/B C/C In figura abbiamo la rappresentazione col
white dark red ) , .
F X quadrato di Punnett dell’esperimento: am-
AN BEC/IC  ARTBIB G/C mettendo che i due parentali siano omozi-
gg

goti per forme alleliche differenti (A’A’
B’B’ C’'C’) x (AA BB CC) dal loro incrocio si
formeranno gli eterozigoti (A’A B’B C’C) di
fenotipo rosso intermedio, e facendo lo
schema di tutti gli incroci possibili dagli 8
tipi gametici otteniamo uno schema in cui
ciascuno dei quadrati ha fequenza 1/64,
perché (1/8 x 1/8= 1/64). Il numero di pro-
genie bianca avra frequenza 1/64 perché
sara l'unica casella A’B’'C’, con le forme re-

,,Q (52 , 4 = % %, cessive degli alleli; stessa frequenza per la

progenie rosso scuro che avra un’unica

casella ABC, con le forme dominanti degli alleli. Le piante con un solo allele dominante e tutti gl
altri recessivi hanno frequenza 6/64 (1/64 x 6). Le piante con due alleli dominanti avranno
frequenza 15/64 (1/64 x 15). Le piante con tre alleli dominanti e 3 recessivi avranno frequenza

20/64 (1/64 x 20).

Questo comportamento si chiama effetto genetico additivo: Pl Wi
stiamo ammettendo che in un certo fenotipo a variazione continua X b b
siano coinvolti piu geni differenti, ciascuno dei quali contribuisce in ' <<

ugual misura al fenotipo che osserviamo, in particolare, ogni forma F1
allelica dominante determina un incremento di una stessa quantita

Intermediate
red

A o>
A o0

del fenotipo che stiamo osservando. In questo caso stiamo pren- (/JR
dendo in considerazione il fenotipo colore, la presenza di un allele Fapisactype distibution

dominante in piu o in meno determinera una quantita in piu o in
meno di pigmento indipendentemente dal gene in cui si trova
questo allele; quindi & importante il numero di alleli dominanti, ma
non la posizione di essi. Nel grafico abbiamo lungo le ascisse il
numero di alleli che determinano la pigmentazione presenti in

1 [

F2 segregation frequency

ciascuno dei genotipi della progenie (i loci sono 3) partendo quindi e s a4 3 2 1 o

da un massimo di 6 alleli per il colore per arrivare a 0 alleli abbiamo

Number of alleles for piamentation

una distribuzione delle frequenze fenotipiche che segue esattamente la curva a campana.

1 gene, 2 alleli (1/4)

2 geni, 4 alleli (1/16)

oni. 6 allali (1/64)
ent, & allel: (1/64)

4 geni, 8 alleli (1/256)

5 geni, 10 alleli (1/1024)

6 geni, 12 alleli (1/4096)

C’@ un modo per capire rapida-
mente quante e quali sono le di-
stribuzioni delle classi fenotipiche
quando parliamo di geni con effet-
to additivo che possono essere
piu di tre? Ci viene in aiuto |l
triangolo di Tartaglia, che ci da le
informazioni sulla distribuzione
delle frequenze fenotipiche della
progenie di un incrocio tra due e-
terozigoti per tutti i geni coinvolti
in quel carattere. Nella riga che
contiene la sequenza (1 2 1) ci ri-

troviamo in una situazione di distribuzione fenotipica nel caso in cui il carattere in questione &
determinato da un solo gene, perché avremmo una distribuzione (%, V2, ). Nel caso in cui i
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geni coinvolti fossero due (4 alleli) avremmo una progenie espressa in /16 (dall'incrocio tra due
diibridi) e la distribuzione delle classi fenotipiche in caso di effetto additivo dei geni, sarebbe (1
4 6 4 1), cioe (1/16; 4/16; 6/16; 4/16; 1/16) con fenotipi estremi con fenotipi 1/16 ed 1/16. Se i
geni coinvolti fossero 3 (6 alleli) avremmo un rapporto in /64 (1 6 1520 15 6 1); se i geni fossero
4 (8 alleli) avremmo un rapporto in
/256 (1 8 28 56 70 56 28 8 1) e cosi

Incrociamo due linee pure di tabacco con lunghezza della corolla
via. g 5
Esempio 41 mm x 93 mm
Immaginiamo di incrociare due linee
pure di tabacco che differiscono perla 67 mm

lunghezza della corolla, in particolare
abbiamo una lunghezza minima della
corolla di 41mm e una lunghezza
massima della corolla di 93mm: que- Quanti geni sono coinvolti in questo fenotipo?
sti valori rappresentano il minimo e il
massimo fisiologico. Da questo incrocio otteniamo una F1 che presenta lunghezza della corolla
di 67mm, e se incrociamo tra loro le piante della F1 otteniamo una F2 costituita da 1000 piante
tra cui 1 sola ha lunghezza della corolla di 41mm. Possiamo da queste informazioni dedurre il
/1000 si avvicina al rapporto 1/1024!! numero di geni coinvolti nella lun-
ghezza della corolla del tabacco?
In questa F2 sono state misurate le
piante che presentano un fenotipo
estremo, quindi abbiamo una fre-

F2 totale 1000 piante di cui UNA con corolla di 41 mm

Se fosse coinvolto | locus con 2 alleli, le classi con fenotipo
estremo della F2 avrebbero una frequenza paria "4

Se i loci fossero 2, la frequenza sarebbe 1/16 quenza di queste piante (1/1000).
Se i loci fossero 3, la frequenza sarebbe |/64 Questo risultato non € un esatto
Se i loci fossero 4, la frequenza sarebbe /256 rapporto  fenotipico di progenie

mendeliana, perd somiglia molto
ad 1 su 1024, & approssimabile a
questo rapporto, e quindi significa che almeno 5 geni sono coinvolti nella lunghezza della corol-
la. Possiamo stabilire ciascun allele dominante di quanti millimetri contribuisce alla lunghezza
della corolla? Stabilito che i geni coinvolti in questo fenotipo sono almeno 5, dobbiamo stabilire
qual & l'intervallo di variabilita fenotipica (perché non dobbiamo calcolare tutti i valori da 0 a
93, ma da 41 a 93): la pianta con genotipo omozigote recessivo avra quindi lunghezza della co-
rolla di 41mm; mentre la pianta con genotipo omozigote dominante avra lunghezza della corolla
93mm: quindi, facendo la differenza tra la lunghezza massima e quella minima otteniamo
lintervallo di variabilita fenotipica di cui saranno responsabili gli alleli dominanti dei 5 loci. (93-
41= 52mm). Questo intervallo deve essere

distribuito trg 1 10 alleli COIhVQHI nel fen.ou- La variabilita fenotipica osservata oscilla tra 41 mm e 93
po. Nella pianta con fenotipo massimo mm (93 — 41 = 52 mm)

(983mm) abbiamo 10 alleli tutti nella forma
dominante, quindi, questo intervallo lo dob-
biamo dividere per i 10 alleli possibili domi-
nanti che possono, all'interno di una pianta,
una lunghezza massima. Quindi dividiamo
l'intervallo di variabilita fenotipica peri 10 al-
leli coinvolti nel fenotipo (52mm/10= 5,2mm): ciascun allele dominante dara un incremento di
5,2mm nella lunghezza della corolla rispetto al valore massimo e quello minimo. In riferimento a
questo esercizio, se la pianta nel suo genotipo presenta 3 alleli dominanti, che lunghezza della
corolla avra? Ogni allele dominante da un incremento di 5,2mm, per cui, partendo dal valore mi-
nimo 41mm aggiungiamo ad esso (5,2mm x 3= 15,6mm) per un totale di 56,6mm.

Se i loci fossero 5, la frequenza sarebbe 1/1024

52 mm di variabilita ripartita tra 5 loci biallelici (quindi 10
alleli)

52/10 = 5,2 mm ciascun allele
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Per descrivere 'andamento dei caratteri a variazione continua € necessario avvalersi di una
curva di distribuzione delle frequenze; quindi scegliere un campione rappresentativo nella
popolazione.

Esistono dei parametri: il primo € la
media, la media delle misurazioni e
_ quindi il valore medio che corrisponde
requenze; X =IXin;  glla somma delle singole misurazioni
fratto il numero delle misurazioni. La
media non & un parametro molto si-
gnificativo per 'andamento della cur-
va; perché a tal proposito € necessa-
rio un altro parametro, la varianza.
Essa misura la dispersione dei valori
delle misurazioni intorno alla media, e
quindi ci da un’idea dellampiezza della curva di distribuzione: quanto piu si discostano dalla
media maggiore € la varianza e piu larga sara la campana. Per misurare la varianza ci occorre il
valore della media perché la varianza rappresenta la sommatoria dei quadrati delle differenze tra

Parametri per descrivere i caratteri a

TrA i i A A 42amvr
VallaZlOllC COLLLILLIULA

¢ Mediana:indica il valore centrale della misurazione
* Varianza: misura il grado di dispersione dei valori intorno alla media;
s2=3(X;- X)(n-1)

. . . . = = v :- : T . |
e Deviazione standard: € la radice quadrata delia varianza; s = Vs

ogni singola misurazione e il valore medio
delle misurazioni fratto n-1.

E proprio attraverso la misurazione della
varianza che ci rendiamo conto di quanto
sia variabile il fenotipo di un carattere
complesso e poiché abbiamo affermato che
nei caratteri a variazione continua c’¢ una
componente genetica e una componente
ambientale, la varianza fenotipica totale di
un carattere a variazione continua, sara
data dalla somma di due differenti varianze,
ovvero quella genetica e quella ambientale.

Varianza dei caratteri multifattoriali

Vt=Vg+Va

V. (varianza totale)
V. (varianza genetica)
V, (varianza ambientale)

V=V, +V +V,
V.. (varianza genetica additiva)

V4 (varianza di dominanza)
V, (varianza epistatica)

Nella varianza fenotipica totale per un carattere abbiamo due componenti: varianza genetica e
varianza ambientale. La situazione si complica perche la varianza genetica € a sua volta
scomponibile in tre tipi di varianza (sempre genetica): una e la varianza genetica additiva, una
e la varianza di dominanza e una € la varianza epistatica. la varianza genetica additiva &
quella dovuta all’effetto genetico additivo dei geni, € 'unica componente facilmente riconducibile
allo schema mendeliano ed & la componente dei caratteri a variazione continua che piu facil-
mente pud essere studiata attraverso la genetica formale. Le altre due componenti, in particola-

re la varianza epistatica, € dovuta a tutte quelle interazioni tra geni che ci possono essere.

Calcolo di V, =V, +V,

E possibile discriminare tra la compo-
nente genetica e quella ambientale in
un carattere a variazione continua?

Individuo | Genotipo | Ambiente | Lunghezza stelo Certo. L'esempio proposto in figura
(cm) riguarda la lunghezza dello stelo in

1 Arabico | Acido 6 piante di caffe. Abbiamo due genotipi

" ot | emcton A differenti (genotipo arabico e genotipo

< AT | T - baltico), e abbiamo due ambienti diffe-

3 Baltico Acido 12 renti (ambiente basico e ambiente a-

4 Baltico | Basico 10 cido). Per capire qual & la varianza

fenotipica totale dobbiamo far cresce-
re ciascuno dei due genotipi in cia-
scuno dei due ambienti: sia il genotipo
arabico in ambiente acido e in ambiente basico sia il genotipo baltico in ambiente basico e in

La media dei valori & (16 + 14 + 12 + 10)/4 = 13
La varianza & [(16 — 13)2 + (14 — 132 + (12— 13)% + (10 — 13)9]/3 = 6,6 (V1)
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ambiente acido. Sono state effettuate 4 misurazioni per semplicita e ora possiamo calcolare la
varianza fenotipica. Ci calcoliamo rapidamente la media (13), e poi la varianza (la sommatoria

del quadrato della differenza tra ogni singola
numero di misurazioni meno 1) ottenendo
una varianza fenotipica totale di 6,6 V1.

Qual é la componente di varianza genetica

misurazione e la media delle misurazioni fratto il

QAU UL Y

e la componente di varianza ambientale?
Per calcolare la componente genetica devo

annullare quella ambientale e quindi le mi-

surazioni fenotipiche dei due genotipi devo

effettuarle in un unico ambiente, per esem-
pio nellambiente acido. dopo aver effettuato

le misurazioni viene calcolata la media e la

T 1:_*1 _ Y ut - A1 4 T o i1
1naiviauo | Ucnouupo AINDICIILC LUIIg[lCLL'd SIC10
(cm)
(cm)
1 Arabico Acido 16
2 Arabico Acido 16
3 Raltico Acido 12
4 Raltico Acido 12

varianza (5.3 Vg). Va effettuata la stessa
operazione anche nellaltro ambiente. A
questo punto & possibile calcolare la varian-

Calcolo di Vt = Vg + Va (continua)

La media dei valori & (16 + 16 + 12 + 12)/4 = 14
La varianza & [(16 — 14)2 + (16 — 14)2 + (12 — 14)2 + (12— 14)%/3 = 53 (Vg)

za ambientale per sottrazione dalla varianza
totale.

3) Calcolo della varianza ambientale (V,)

Se invece volessimo calcolare sperimen-

talmente la varianza ambientale dovremmo
annullare la componente genetica: prendere

un solo genotipo per volta ed effettuare le

misurazioni nelllambiente acido e

nelllambiente basico e calcolare la varianza.

Individuo | Genotipo | Ambiente | Lunghezza stelo
(cm)
1 Arabico Acido 16
2 Arabico Acido 16
3 Arabico Basico 14
4 Arabico Basico 14

La media dei valori ¢ (16 + 16 + 14 + 14)/4 = 15
La varianza & [(16 — 15)2 + (16 — 15)2 + (14 — 15)2 + (14 — 15)?]/3 = 1,3 (Va)
Vt=Vg+Va=53+13=06,6

e dovuta alla componente genetica. E ri-
spetto a questo parametro possiamo fare
una distinzione: I'ereditabilita si indica con la
lettera H? ma pud essere un ereditabilita in
senso lato H2che ¢ il rapporto tra la varian-
za genetica e la varianza totale di quel ca-
rattere; piu frequentemente si utilizza
I’ereditabilita in senso stretto h? che rap-
presenta il rapporto tra la varianza genetica

Possiamo utilizzare un parametro,
I'ereditabilita, di un carattere a variazione
continua, per indicare la proporzione di va-
rianza fenotipica totale di quel carattere che

Lereditabilita ¢ la proporzione di variabilita fenotipica

attribuibile alle differenze genetiche.
Ereditabilita in senso lato H2 =V_/V,

Ereditabilita in senso stretto h =V_,/V,

additiva e la varianza fenotipica totale. Si utilizza piu frequentemente la seconda perché lo stu-
dio della componente genetica additiva al fenotipo di un carattere a variazione continua &

La selezione artificiale

Mp =pt hZ(Mgs - p‘)

media della progenie

1l = media della popolazione
h? = ereditabilita in senso stretto
M,, = media dei genitori selezionati

M, — 1 = h(M,, — ) = risposta alla selezione

'approccio piu semplice.

La selezione artificiale € una pratica che 'uomo
utilizza per selezionare delle varieta attraverso
incroci programmati. A livello della coltura e
dell’allevamento vengono quindi fatti degli incroci
programmati sulla base di conoscenze geneti-
che. In definitiva la selezione artificiale & quel
processo che consente di selezionare o di spin-
gere verso un certo fenotipo di interesse parten-
do da una popolazione in cui il carattere a
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variazione continua ha una sua distribuzione di frequenze fenotipiche. Quello che ci interessa di
generazione in generazione a livello di selezione artificiale € la risposta alla selezione, ovvero,
capire di quanto di generazione in generazione ci si avvicina verso il fenotipo che si vuole
raggiungere. La risposta alla selezione € uguale alla differenza tra la media della progenie
ottenuta dopo la selezione e la media della generazione precedente. A sua volta, &€ uguale
all’ereditabilita in senso stretto (quindi la componente genetica additiva) che moltiplica la
differenza tra la media dei genitori che abbiamo selezionato e la media della popolazione
all'interno della quale sono stati selezionati.
La selezione artificiale (continua)

Immaginiamo di avere a che fare con un al-

La risposta alla selezione ¢ la differenza tra la media della levamento di spigole la cui commercializ-

progenie e la media della popolazione sulla quale si sta facendo ~ Zazione avvenga nel momento in cui ogni

§elezione: R, = M,, - . Misura il cambiamento di un carattere spigola raggiunge un peso di 200g. Questi

i ina generazione. 200g di peso vengono raggiunti in 20 mesi

La selezione differenziale ¢ la differenza tra la media dei (I’accresmmento medio e di jlog al mese): in

genitori selezionati e la media della popolazione: S, = M, —p.  questo periodo queste bestiole devono es-

sere nutrite e curate. Il proprietario di questo

Poiché M, - p = h*(M,, - p), R, = hS, allevamento vuole ridurre i costi senza

comprometterne la qualita facendo una se-

lezione artificiale che spinga le spigole a raggiungere un accrescimento di 200g in un tempo

minore rispetto ai classici 20 mesi. |l proprietario andra a selezionare dei genitori per effettuare

un incrocio programmato che non abbiano un peso corrispondente al peso medio, ma che

abbiano raggiunto a 20 mesi un peso maggiore (esempio 2509).

La selezione artificiale: un esempio

Selezionando genitori con un peso di 2509
allinterno di una popolazione che ha un .

. . . peso corporeo medio delle
valore medio di 2009 ed effettuando una serie spigole alla vendita & circa 200
di incroci programmati, la risposta alla & rasunto in circa 20 mesi

Laccrescimento medio é di
100%

selezione nella prima generazione sara 10 gr/mese. _ -
uguale allereditabilita in senso stretto del , m/
T . Si intendono selezionare le ]
carattere che moltiplica la differenza tra la spigole in modo da migliorarne -
media dei genitori selezionati e la media della il tasso di accrescimento e ‘ ;
. . . N ridurre il tempo necessario a
popolazione (in totale il calcolo da come raggiungere | 200 gr di peso EET

corporeo.

risultato 17Q): quindi in prima generazione
abbiamo avuto una risposta alla selezione di 179, il che significa che in questa popolazione

ottenuta da un incrocio controllato, a 20 mesi avremo
Si incrociano le spigole di peso medio 250 gr. Supponendo h? = 0,3, si otterra: un peso med|0 d| 2179, qU|nd| | 2009 || raggiungere_

I generazione: R, = 0,3 (250 - 200) = 17 gr circa mo prima dei 20 mesi! Avendo ottenuto un migliora-
Peso medio della progenie = 217 gr mento di 0,859 al mese raggiungeremo i 200g
e o208 o v i circa 18 mesi allincirca in 18 mesi! Abbiamo ridotto di circa due
Il generazione:  R,=03 (250-217) = 11 gr circa mesi il raggiungimento del peso medio (il che incide
:;:o"r‘:n‘:‘:njj"jf’fzj/"nije;n“r sul risparmio nei costi di gestione dell’allevamento).
Raggiungimento dei 200 gr medi in circa 17,5 mesi In seconda generazione la risposta alla selezione sa-
111 generazione: ::;; <:n3 ,(12::_..22:)0 ;:iir:ci;;as . ra 0,3 che moltiplica (250-217) ovvero pari a 11g, pe-
Migloramento = 1.7 gr/mese so medio di 228g e un miglioramento di 1,4g al mese
Raggiungimento dei 200 gr medi in circa |7 mesi rispetto all’inizio e quindi un raggiungimento di 200g
o cosi v in 17,5 mesi.
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Limiti della selezione artificiale

Esperimento di Enfield su Tribolium castaneum

Generazione 0: peso medio pupe 2400 g
Generazione 125: peso medio pupe 5800 ug

Tra la generazione 40 e la 125 si osserva una riduzione
progressiva della risposta alla selezione, dovuta ad una
correlazione inversa tra fertilita e aumento delle
dimensioni corporee.

Ci rendiamo conto che man mano che procedono le generazioni la risposta alla selezione si ri-
duce via via, quindi non possiamo spingere la popolazione all’infinito verso un determinato carat-
tere perché stiamo selezionando piu geni responsabili di un unico fenotipo (stiamo mettendo in
omozigosi troppi geni).

Studio dei caratteri a variazione continua

e Scelta di un campione
rappresentativo di una
popolazione.

¢ Misurazione del
carattere in analisi.

26

* Rappresentazione grafica 12 1

dei dati come o
. . . Distribuzione  delle frequenze del
distribuzione delle numero di setole sul V  sternite

frequenze_ addominale nei maschi di un ceppo di
Drosophila melanggaster.
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LEZIONE 9 (31/03/2015)

L’associazione genica

I La ricombinazione e la mappatura dei geni

Fino ad ora abbiamo imparato dai principi di Mendel che gli alleli di geni differenti durante la
meiosi assortiscono indipendentemente I'uno dall’altro e cid determina un’enorme variabilita
nella produzione dei gameti. Attraverso gli esperimenti di Morgan abbiamo dimostrato che i geni
si trovano sui cromosomi perché seguono esattamente il comportamento dei geni in meiosi.

ASSORTIMENTO INDIPENDENTE

» Il principio di Mendel dell’assortimento indipendente

» Gli alleli di geni differenti assortiscono in modo indipendente
durante la meiosi

Nellimmagine osserviamo una meiosi di un
diibrido (che si ottiene dall’'unione di due
linee pure, una omozigote dominante e una
omozigote recessiva per due geni) e notia-
mo che da questo diibrido possono venir

» | geni si trovano sui cromosomi

» | cromosomi assortiscono in modo indipendente durante la meiosi

v @) @ fuori 4 tipi di gameti differenti e quando i
Voo geni si trovano su cromosomi indipendenti

B O questi 4 tipi di gameti sono equiprobabili o
equifrequenti. Per il triibrido i tipi di gameti

@ sono 8 e anche in questo caso se i geni so-

no indipendenti le 8 classi gametiche sono

@@ @@ @ @@ n® equiprobabili (ciascuna delle classi gameti-

che del triibrido avra frequenza 1/8 o
12,5%).

o o ASSOCIAL
Ogni specie ha alcune migliaia di geni e per
quanto il numero di cromosomi sia variabile * ©Ogni specie ha migliaia di geni differenti
da specie a specie, i cromosomi sono @’ ree d
alcune decine; e poiché i geni si trovano sui
cromosomi & implicito dedurre che su ogni
cromosoma si trovi piu di un gene. | geni
che si trovano sullo stesso cromosoma non
assortiscono indipendentemente, non

La maggior pa
cromosomi
» Ciascun cromosoma deve contenere qualche centinaio di geni

» | geni presenti su uno stesso cromosoma NON assortisono in
modo indipendente durante la meiosi!

seguono quindi il principio di segregazione g;"m;,wus{

mendeliano, ma vengono ad essere eredita- et ——
ti all'interno dei gameti nello stesso assetto concpe: M4 B
in cui si trovano sui cromosomi dell’'individuo ommant Fecosae

allele allele

che sta facendo meiosi. Nellimmagine

abbiamo una coppia di cromosomi omologhi sui quali sono rappresentati 3 geni (A, B, C), il gene
A é in omozigosi dominante (c’@ un allele A su ciascuno dei due cromosomi), il gene C € in
omozigosi recessiva (c’e un allele ¢ su ciascuno dei due cromosomi), il gene B che si trova tra A
e C e in eterozigosi (c’€ un allele b su un cromosoma e un allele B sull’altro cromosoma).
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La configurazione indica il modo in cui gli ASSOCIAZIONE GENICA (LINKAGE)
alleli sono disposti sui cromosomi e su que-
sta base si possono ricostruire le mappe
genetiche, che descrivono la posizione sul
cromosoma dei vari geni e la definizione su
ogni cromosoma di quali geni sono presenti
(quali geni sono presenti sul cromosoma e
la successione di questi geni). La mappa sE

citologica & esattamente la mappa fisica g

» | geni localizzati su uno stesso cromosoma tendono a
presentare uno stesso profilo di ereditarieta
» MAPPE GENETICHE

» Descrivono ordine dei geni
» Llescriveng reorgine gel ge
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dei geni sui cromosomi, indica I'esatta posi-
zione fisica dei vari geni sul cromosoma; la
mappa genetica invece Ci da
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successione dei geni e la relazione geneti-
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ASSOCIAZIONE GENICA (LINKAGE) Ritornando allimmagine possiamo afferma-
» Due o piui geni presenti sullo stesso cromosoma si definiscono re che i tre geni sono associati o concate-
ASSOCIATI 0 CONCATENATI nati: sono fisicamente associati perché
sono sullo stesso cromosoma; genetica-
mente associati perché tendono a viaggia-
re insieme durante la meiosi.

Gene loci (location)

A b C

ASSOCIAZIONE GENICA (LINKAGE)

Homologous
pair of
* et ———
c

chromosome:

A B ii termine associazione ha due significati differenti
B A ot Heto g e correlati:
for the ;’orthe
dominant recessive
allele allele

» Due o piu geni che si trovano sullo stesso cromosoma
sono FISICAMENTE ASSOCIATI

» Due o piu geni che si trovano sullo stesso cromosoma

sono GENETICAMENTE ASSOCIATI

» Tendono ad essere trasmessi come
Tendono ad essere trasmessi come un’unita (TEN-
DONO). | geni che si trovano sullo stesso cromosoma
costituiscono un gruppo di associazione o di linka-

ge.

Il cariotipo umano € costituito da 46

cromosomi Prendendo in esame la specie umana, il cariotipo & costitui-

» Tutti i geni presenti su uno stesso to da 46 cromosomi dei quali 2 sono cromosomi sessuali e

cromosoma sono fisicamente associati tra 44 sono autosomi; quindi per la specie in esame ci saranno

loro 22 gruppi di associazione autosomici che corrispondono al

» | cromosomi costituiscono gruppi di numero di coppie di autosomi, poi ci sara un gruppo di as-
associazione (linkage groups) .. . . L.

5 22 linkage groups autosomici sociazione per il cromosoma X e un gruppo di associazione

O linkage group X per il cromosoma Y. | cromosomi sessuali sono profonda-

0 linkage group Y mente differenti per dimensioni, e per contenuto genico:

» | geni presenti sullo stesso cromosoma, ma
moito fontani tra ioro, possono

comportarsi come se fossero indipendenti!

c’@ una piccolissima percentuale di geni presenti sia su
cromosoma X che sul cromosoma Y, mentre il cromosoma
X € molto piu grande e contiene molti piu geni; sul cromo-
soma Y ci sono alcuni geni specifici, ovvero non hanno
una controparte sul cromosoma X (sono quelli per cui si ha un’eredita di tipo oloandrico). Vi so-
no geni che pur trovandosi sullo stesso cromosoma si possono comportare come se fossero
indipendenti e cid accade quando questi geni sono fisicamente molto lontani fra loro (possono
essere posizionati alle due estremita opposte del cromosoma).
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SSOCIAZIONE GENICA (LINKAGE) In base alla numerosita dei risultati degli in-
La trasmissione di due o piu caratteri puo . . croci e ai rapporti in cui essi si trovano pos-
siamo discriminare una situazione che
prevede geni associati da una che prevede
geni indipendenti. L’incrocio piu informativo
in assoluto utilizzato e il reincrocio o te-
stcross, cioé lincrocio tra un individuo di
cui non conosciamo il genotipo e un omozi-

essere studiata effettuando incroci

opportuni

» |l risultato di tali incroci dipende dalla
associazione o dall'indipendenza dei geni che

determinano i caratteri in esame

ura* arg* .o o .
L gote recessivo; perché ci consente di com-
R — prendere esattamente cosa accade nella
— pra— meiosi dell'individuo con genotipo ignoto,

dato che l'apporto gametico dellomozigote
recessivo sara sempre di un solo tipo e con

alleli recessivi.
In merito alla meiosi abbiamo sempre detto Alleli di geni differenti possono essere presenti sullo

che il prima divisione meiotica i cromosomi stesso cromosoma (associati)
si appaiano, formano le tetradi e pud » Illoro stato di associazione pud essere alterato durante la

~N

avvenire il crossing-over: &€ uno scambio  meiosi

fisico di pezzi di DNA tra cromatidi non » | cromosomi omologhi possono scambiarsi dei pezzi
fratelli di cromosomi omologhi. » “Crossing over” (profase della meiosi )

Nellimmagine possiamo osservare come lo ~

scambio porti ad uno spostamento fisico di ’ , , . ,

un pezzo di cromosoma che fa parte della sl w v
coppia ereditata dalla madre con il cromo- — B
soma che fa parte della coppia ereditata dal

padre: un pezzettino del cromatidio materno ' "9 " "

e andato a finire sul cromatidio paterno e un

pezzettino di cromatidio paterno € andato a finire su quello materno. Se posizioniamo dei geni
su questi cromosomi ci rendiamo conto che il crossing-over € avvenuto nello spazio che si trova
tra due geni consecutivi. E cosa accade il crossing-over tra due geni? Avviene la formazione di
configurazioni genetiche diverse da quelle di partenza. Nellesempio in figura abbiamo un
triibrido per tre marcatori (y* w* m*) su un omologo e la forma recessiva (y w m) sull’altro omolo-
go. Viene schematizzato uno scambio tra y e w (nella regione compresa tra questi due marcato-
ri). Se avviene uno scambio avremo un cromatidio che avra y* w m; ed un cromatidio che avra y
w* m* . Poiché questo evento avviene durante la meiosi dopo la replicazione dei cromosomi,
ciascuno di questi cromosomi avra un cromatidio fratello che non & stato coinvolto nel crossing-
over, per cui ci saranno anche i cromatidi con I'assetto parentale (y* w* m*) e (y w m). il cros-
sing-over genera quindi a livello meiotico delle combinazioni alleliche diverse da quelle di
partenza: genera variabilita. In sintesi, il crossing-over sommato all’assortimento indipendente
genera un’enorme tasso di variabilita meiotico.

Nellimmagine si puo osservare la formazio- ASSOCIAZIONE GENICA (LINKAGE)
ne delle tetradi, o bivalente, che si appaia- , . ... ..
no e si puo notare il loro legame attraverso i
centromeri alle fibre del fuso per poi essere
essere indirizzati uno verso un polo e l'altro , e coppie di cromatidi fratelli
verso il polo opposto al primo. formano un “bivalente”

» Un cromatidio scambia dei pezzi con
un cromatidio non fratello del
cromosoma omologo

» | cromatidi fratelli di un cromosoma
si appaiano con i cromatidi fratelli
del cromosoma omologo

» Questo scambio puo alterare la
configurazione degli alleli associati

» |l crossing over puo determinare la
ricombinazione genetica
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» Configurazione cis (o coupling)

» | gameti AB e ab sono Consideriamo un diibrido come rap-

~rentali B%b presentato in. f.igural: U un cromoso-
P—, . . 44l ma sono posizionati i due alleli domi-

> “Non-ricombinanti” Dot Losemne  nanti (A, B) sul cromosoma omologo
» | gameti Ab e aB sono gli alleli recessivi (a, b). Questo tipo di
non-parentali ya e configurazione genetica si chiama

» “Ricombinanti” : q) T\ 77 associazione in cis, oppure cou-
pling, cioé in accoppiamento: i due

_— o) T\ alleli dominanti dei due geni differenti

si trovano entrambi su un cromosoma

Possie hapiok ot Possbie hapioid ol e i due alleli recessivi si trovano sul
O s e wperer . imosnns ' cromosoma omologo. Dalla meiosi di
un individuo ce presenti questi due
cromosomi omologhi descritti, quanti tipi di gameti possono essere prodotti? La risposta &€ sem-
pre 4; il problema & che questi 4 tipi di gameti differenti non saranno equiprobabili, (sarebbero
invece equiprobabili se i due geni si trovassero su cromosomi differenti) perché pud avvenire il
crossing-over e i quattro tipi di gameti che verranno fuori saranno (AB; ab; Ab; aB). | gameti
che hanno lo stesso assetto dell’'individuo di partenza (stessa configurazione) AB ed ab si chia-
mano gameti parentali o gameti non ricombinanti; mentre i gameti che vengono fuori dalla ri-
combinazione nella regione compresa tra A e B presentano un assetto diverso rispetto
allindividuo di partenza (configurazione opposta) Ab ed aB si chiamano gameti non-parentali o
gameti ricombinanti. Poiché abbiamo detto che il crossing-over € un fenomeno che pud avveni-
re (potrebbe anche non avvenire), la probabilita di avere gameti parentali rispetto a gameti ri-
combinanti sara maggiore (la frequenza di gameti parentali € maggiore di quella dei gameti ri-
combinanti). Ricordiamo che nella stessa meiosi in cui vengono prodotti gameti ricombinanti de-
vono necessariamente essere prodotti anche i gameti parentali.

Se invece la posizione dei geni sui due cromosomi omo- ) Configurazione trans (o repulsion)
loghi € come quella del diibrido rappresentato in figura
(Ab//aB) questo tipo di configurazione genetica si chiama
associazione in trans, oppure repulsion, cioé in repul-
sione: su un cromosoma c’e l'allele dominante di un ge-

» | gameti Ab e aB sono parentali
» “Non-ricombinanti”

» | gameti AB e ab sono

ne e lallele recessivo del gene associato; sul cromoso- ~ en-parentali |
ma omologo c’é I'allele recessivo del gene dominante sul ~ * “Ricombinanti

cromosoma di prima e l'allele dominante del gene reces- _
sivo sul cromosoma di prima. Quindi avremo Ab su un A b
cromosoma e aB sul cromosoma omologo. Quanti tipi di _—

gameti pud produrre questo diibrido? Sempre 4 tipi di 2 B

gameti, ma poiché i geni sono associati non saranno v
equiprobabili. Quali saranno i gameti parentali di que-

sto diibrido? Saranno Ab e aB e saranno anche i piu frequenti; mentre se avviene ricombinazio-
ne (crossing-over) nella regione tra A e B si formeranno i gameti ricombinanti AB e ab, che sa-
ranno meno frequenti dei gameti parentali. Parlare di parentali e ricombinanti ha significato
qguando si fa riferimento alla numerosita della progenie perché i parentali saranno sempre i piu
abbondanti mentre i ricombinanti i meno abbondanti. Quali saranno gli individui parentali e quali
i ricombinanti in una progenie? Dipende sempre dalla configurazione dell'individuo che ha fatto
la meiosi. Nel nostro esempio la configurazione del diibrido & trans (Ab//aB) di conseguenza gli
individui parentali ottenuti nella progenie rappresentati in maggior numero saranno quelli con
fenotipo Ab e aB.
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. Le prime osservazioni e la prima ipotesi sull’associazione genica
> Lathyrus odoratus (pisello dolce) — f;ono fatte allinizio del 1900 da Bateson e Punnett sul Pisello

> Coloredel fiore Dolce. Questi due genetisti si proposero di analizzare questi due
; P°rp°:ld°ml:f‘a”te su rosse fenotipi: il colore del fiore porpora intenso (dominante) e rosso (re-

> Forma def pofline cessivo) e la forma del polline ovale (dominante) e tondo (recessi-
» Ovale dominante su tondo VO)

BATESON & PUNNETT, 1905

Utilizzarono il classico approccio » Poropra, ovale (PPLL) x rosso, tondo (ppll)

mendeliano costruendosi delle linee » F, porpora, ovale (PpLl) N aN —
pure dominanti per entrambi i caratteri » F, quattro fenotipi differenti .
(PPLL) e linee pure recessive per » 296 porpora, ovale R ' =
entrambi i caratteri (ppll); dove PPLL » 19 porpora, tondo ooplen (P | s polen G
(porpora e polline ovale) e ppll (rosso » 27 rosso, ovale Fy ofpring

e polline tondo). Incrociando tra loro » 85 rosso, tondo ﬁ,‘

le due linee pure si ottenne una F1 » Il rapporto osservato & fongpokn (L1

dibrida  (PpLl)  fenotipicamente 156:1.0:14:45 | st
dominante per entrambi i caratteri > e lontano & fpttese -, g T o S
(porpora e polline ovale). Autofecon- o uatown imgpelen 28 88 03
dando la F1 (PpLlI x PpLIl) Bateson e Redfowes iodpsin 5 ks w3

Punnett ottenner risultati molto strani:

296 piante con fiori porpora e polline ovale (P-L-); 19 piante con fiori porpora e polline tondo (P-
Il); 27 piante con fiori rossi e polline ovale (ppL-); 85 piante con fiori rossi e polline tondo (ppll).
Se i due geni avessero un comportamento mendeliano indipendente il rapporto fenotipico di
questa progenie dovrebbe essere (9:3:3:1) e cioe 9/16 P-L-; 3/16 P-ll; 3/16 ppL-; 1/16 ppll. I
rapporto ottenuto € ben lontano dal rapporto di un diibrido mendeliano, e applicando un test del
chi-quadro il valore ottenuto ci spinge a rifiutare l'ipotesi di una segregazione indipendente: il
chi-quadro ci dira che gli scostamenti che stiamo osservando tra i numeri osservati e quelli attesi
sono statisticamente significativi, non dovuti al caso; di conseguenza i risultati osservati non
possono soddisfare lipotesi della segregazione indipendente. In questo modo Bateson e
Punnett dimostrarono che questi due geni non segregano indipendentemente, ipotizzando che
fossero posizionati sullo stesso cromosoma, ma non riuscirono a dimostrarlo: ricordiamoci che
all'inizio del 1900 non ancora tutti gli scienziati credevano all’esistenza dei cromosomi, molti di
essi ritenevano che le strutture che si riuscivano a visualizzare anche al microscopio ottico
fossero degli artefatti delle tecniche utilizzate per la preparazione dei vetrini da visualizzare.

Bateson e Punnett prestarono atten-
zione all’abbondanza di alcune classi

» Nella generazione F,

» | fenotipi parentali (porpora, p— Camparion .

ovale) sono sovra-rappresentati v . v fenotipiche a discapito di altre classi e
» | fenotipi non-parentali (tutti gli B e ciog, nella F2 osservavano un mag-
altri) sono sotto-rappresentati  morkn® [ mdiclene gior numero di classi che fenotipica-
» Questi due geni non assortiscono ~ Fietwi ﬁ mente somigliavano ai parentali, in-
in modo indipendente 2\ vece la classi che avevano un assetto
> Sono quindi associati ”’":?"e“fv";"’s”’,_ , diverso rispetto ai parentali erano
b La natura di questa associazione A meno abbondanti. A chiarire la situa-
fisica non era chiara a Bateson e ) Obsoved  Expected . . . . L.
Punnett Faotiprng wmow_mto_wmer_maie  ZiONE OSServata dai due scienziati fu
Puple Tower fopaten 7010 %0 Morgan.
Red flowers, long pollen 27 14 80

~wwo

Red flowers, round pollen 85 45 27
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Morgan ha dimostrato sperimental-
mente che geni posizionati sullo stes-
so cromosoma sono fisicamente as-
sociati utilizzando Drosophila come
organismo modello.

si trovano sui cromosomi

» Ha dimostrato che geni differenti
sono fisicamente associati sullo
stesso cromosoma

» | caratteri analizzati da Morgan

» Lallele corpo giallo (y) € recessivo rispetto a corpo grigio (y*)
» Lallele occhio bianco (w) € recessivo rispetto a occhio rosso

(w")

» Lallele ala piccola (m) é recessivo rispetto ad ala normale (m™)

Morgan analizzo tutti i caratteri X-linked in
Drosophila, in particolare il gene white (w)
responsabile del colore dellocchio (w oc-
chio bianco e w* occhio rosso); il gene yel-
low (y) responsabile del colore del corpo (y
corpo giallo e y* corpo grigio); il gene minia-
ture (m) che determina la morfologia
dell’ala (m ala piccola ed m* ala normale).

Questi sono tutti e tre geni X-linked e si comportano tutti come white, gia analizzato preceden-

temente.

Effettuando un incrocio tra una fem-
mina recessiva per il gene responsa-
bile del colore dell’occhio e per il gene
responsabile della morfologia dell’ala
(w m/w m) ed un maschio selvatico
(wt* m* /Y), dove Y € il cromosoma
sessuale maschile e non il gene yel-
low! Nella F1 vennero fuori tutte le fi-
glie femmine fenotipicamente selvati-
che perché ereditano una delle due X
dal padre, il quale ha i due alleli sel-
vatici che sono dominanti e genotipi-

Il gene occhio bianco (w) si trova sul cromosoma X.

Morgan (1911) incrocio una femmina occhio bianco e
ali piccole (w m/w m) con un maschio selvatico

(w* m*/Y).

Nella FI, tutti i maschi avevano occhio bianco e ali
piccole e tutte le femmine erano selvatiche.

Morgan concluse che durante la meiosi gli alleli del
gene m (ali piccole) si comportano come quelli che
determinano occhio bianco: anche il gene miniature si
trova sul cromosoma X.

camente doppie eterozigoti perché una X la ereditano dal padre (responsabile del loro fenotipo)
ed una X dalla madre omozigote recessiva, avranno genotipo (w* m*/w m) con configurazione
genetica in cis. | maschi ottenuti alla F1 avevano tutti occhio bianco e ali corte (w m/Y) perché
ereditano 'unico cromosoma X dalla madre, ed erano quindi genotipicamente emizigoti.

Hn_. 1 X

» Lincrocio tra gli individui della Fi € equivalente a
reincrocio per questi geni X-iinked recessivi, in quanto i
maschi della FI sono emizigoti recessivi (w m/Y).

Nlalla B i fanatrini nitt framiiane
INClIa I 4y 1 |c||UL|P| Plu ||=\.Iuc|||.| 1

w

in
I
e, 1.

piccole e occhio selvatico ali selvatiche).

» | fenotipi non-parentali hanno una frequenza di circa il 37%
della progenie F2 (18,5% occhio bianco ali selvatiche e 18,5%

occhio selvatico ali piccole).

» | fenotipi non-parentali sono il risultato di una

ricombinazione tra i due geni associati.

1te

Aantrarmbhi i cacel
1 TlHiurartivi 1 T1 D

SO
quelii dei parentaii deli’incrocio di partenza (occhio bianco ali

un Nella F2, cosi come ci aspettiamo
dalle modalita di trasmissione dei ca-
ratteri legati al sesso, otteniamo tutte
ho femmine genotipicamente eterozigoti
e fenotipicamente dominanti per en-
trambi i caratteri, e maschi genotipi-
camente emizigoti (w* m*Y) e (w
m/Y) e fenotipicamente con occhio
bianco ed ali piccole e occhio selvati-
co e ali selvatiche. Venne fuori un
rapporto sbilanciato tra le Drosophile
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che avevano un fenotipo parentale (occhio bianco e ali corte; occhio selvatico e ali selvatiche) e
quelle che avevano un fenotipo non-parentale (occhio bianco e ali selvatiche; occhio selvatico e
ali corte): la frequenza del fenotipo parentale era del 63% e quella del non-parentale del 37%
ovvero risultati non riconducibili ad un rapporto non di tipo mendeliano. La presenza nella F2 di
fenotipi non-parentali deriva dalla ricombinazione tra i geni white e miniature nelle femmine
della F1che venivano incrociate con i maschi mutanti per entrambi i caratteri per generare la F2.

Perental phenotypes ‘x % 3
(2) ZEon [ vaompe s (e2)
Fy phenotypas ﬁ i

wil whife )
IiHtypo 9 ‘ ms'xiu;:um wings, S
while 8yas, Wiid-type eyos,
mﬁdam wings wild-type mngs mimature wings
9 358 é ha Q218 Q235 da10
'I'oui: 780 TotdI: ™ Toull: 483 Told‘: 448
Total plnnnul Total rcyuembinam
phenotypeas: 1,541 phanotypea: 80D

Total progeny: 1,541 + 500 = 2,441
Parcant recombinants: 900 ., X 100 = 36.8

Nellimmagine vediamo schematizza-
to l'incrocio con i risultati numerici ot-
tenuti. Otteniamo alla F2 359 femmi-
ne mutanti (occhio bianco e ali corte),
391 maschi mutanti (occhio bianco e
ali corte) per un totale di 750 Droso-
phile recessive (mutanti) per entrambi
i caratteri; poi 439 femmine selvati-
che e 352 maschi selvatici per un to-
tale di 791 Drosophile selvatiche
(questi due gruppi di Drosophile, mu-
tanti per i due caratteri e selvatiche
per i due caratteri rappresentano la
classe piu abbondante della progenie
e hanno genotipo parentale. Le altre

classi della progenie rappresentano i prodotti della ricombinazione e sono le meno abbondanti.

Morgan concluse che quanto pit due alleli i Morgan propose che:

geni associati sono vicini, tanto piu tendono
ad essere ereditati come un’unita e tanto

Durante la meiosi gli alleli di alcuni geni assortiscono insieme, in

meno assetti ricombinanti osserveremo nella quanto si trovano vicini sullo stesso cromosoma.

progenie. Quindi, la probabilita con cui pud

avvenire la ricombinazione tra i geni asso- La comparsa di fenotipi non-parentali & dovuta dovuta alla
ciati dipende dalla distanza fisica tra i due ricombinazione tra i cromosomi X delle femmine della FI.

geni in questione.

TERMINOLOGIA

l L mlafoccea el | aflem fm are? avnsloma | acmaaat g dpem A
Uil CniasiTia € il Sito iin Cui avvieine il CirosSSing-ovei™ tifa aue

A4

cromosomi omologhi.

» Il crossing-over ¢ lo scambio reciproco di pezzi di
cromatidi non fratelli di cromosomi omologhi che avviene
attraverso rottura e riunione del DNA.

» Il crossing-over ¢ I'evento che determina ricombinazione dei
marcatori analizzati sia nei procarioti sia negli eucarioti.

In genetica spesso si utilizza il termi-
ne ricombinazione come sinonimo di
crossing-over, ma in realta la ricom-
binazione & la conseguenza di un av-
venuto crossing-over.

Nellimmagine & possibile osservare la formazione di Cromo- femesomes

non fratelli parentali

somi ricombinanti attraverso la rottura e riunione di cromatidi
non fratelli di cromosomi omologhi; allinterno della tetrade ci Genes
sono due cromatidi non fratelli ricombinanti e due cromatidi
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F4 generation

F; generation

contains wild-type

females and

yellow-bodied,

x white-eyed,
miniature-winged
' males.
ywmyY

F, generation Females  Males Total
Gray body, red eyes, normal wings 439 319 758
Gray body, red eyes, miniature wings 208 193 401
Gray bedy, white eyes, normal wings 1 o 1
Gray body, white eyes, miniature wings 5 " 16
Yellow body, red eyes, normal wings 7 5 12
Yellow body, red eyes, miniature wings 0 0 0
Yellow body, white eyes, normal wings 178 138 317
Yellow body, white ayes, miniature wings 365 335 700

Le otto classi fenotipiche osservate alla F2 da

Successivamente, Morgan considero tutti e tre i geni (w, v,
m) per valutarne il comportamento. Si costrui delle linee
pure per i tre caratteri, quindi delle femmine omozigoti re-
cessive (yy ww mm) e maschi selvatici (y* w* m*/Y). Incro-
ciando queste due linee pure nella F1 venivano fuori delle
femmine fenotipicamente selvatiche e genotipicamente ete-
rozigoti (y* y wt w m* m) e maschi fenotipicamente mutanti
e genotipicamente emizigoti (y wm Y). Incrociando gli indi-
vidui della F1 effettuarono un reincrocio (perché incrociaro-
no femmine eterozigoti con maschi emizigoti recessivi), e
siccome le femmine sono triibridi ci aspettiamo alla F2 8
classi fenotipiche: se i tre geni fossero stati indipendenti ci
saremmo aspettate queste otto classi rappresentate con la
stessa frequenza, ma non € cosi.

THOMAS HUNT MORGAN

Morgan erano cosi distribuite: 2 classi con la
stessa frequenza (758 e 700) che corrisponde-
vano ai genotipi parentali, gli altri assetti sono tut-
ti ricombinanti! Tra i ricombinanti osserviamo 2
classi equifrequenti (400 e 317) e sono classi con
fenotipo reciproco (corpo selvatico - occhio muta-
to- ali mutate) e (corpo mutato - occhio selvatico
- ali selvatiche); poi abbiamo altre due classi e-
quifrequenti (16 e 12) meno rappresentate e
anch’esse reciproche; altre due classi (0 e 1) che

» Generazione P:
» Generazione F:
» Generazione F,

4

4
4
4
4
4
4
4

758 y*_wt_m*_
700 yy ww mm
401 y*_w'_mm
317 yywwm*_
16 y*_ wwmm
12 yyw*_m*_

Iy wwm'_

0 yy w_ mm

Yty w'wm*m

yy ww mm x y*wtm*Y
ywmY

& &

Yy waw mm ywary
F/ generation
Fy generation
‘contains wid-type
females and
yellow-bodied,
x white-eyed,
miniature-winged
? o' males.

vy wow mm ywmy

F2 generation Femles

sono anch’esse reciproche.

» Elevata proporzione di combinazioni parentali

» Presenza di combinazioni non parentali

>
14

758
700

AN
“uli

y* w'_m*_ €= Parentali
yywwmm €= Parentali

3 o 3 P,
y _w_mm

Gray body, red eyes, nomal wings
ayes, miniature wings

Come ci spieghiamo queste differenti
frequenze? A coppie i livelli numerici
sono simili tra loro e riscontriamo 4 li-
velli di frequenze: i parentali e ricom-
binanti con 3 rispettivi livelli di fre-
| quenza. Le classi di ricombinanti con

» 317 yywwm*_

» 16 y*_wwmm TEEE N neewe  frequenza 317 e 401 hanno subito ri-

Y12 yywt mt %’ % B=Z  combinazione con una frequenza

»ool iy o wwmt Q,WM m" = maggiore rispetto a quelle classi di

» Oy w_ mm i ricombinanti che sono frequenti 15 e
F, generation Females  Males  Total 16

Poiché stiamo parlando di tre marcatori (3
geni) abbiamo la possibilita che avvenga un
crossing-over tra il primo marcatore ed il
marcatore centrale, la probabilita che av-
venga tra il marcatore centrale e l'ultimo
marcatore (come singoli crossing-over), ma
c’e anche la possibilita che in una meiosi

Gray body. red eyes. normal wings
Gray body, red eyss, miniature wings
Gray body, whits i
Gray body, white eyes, miniature wings
Yellow body, red eyes, normal wings
Yellow body, red eyes, miniature wings
Yellow body, whita eyas, normai wings
body. white eyes. miniature wings

Yellow

‘eyes, normal wings

» Conclusioni di Morgan

» | tre geni si trovano sul cromosoma X
» Tendono ad essere trasmessi come un’unita

» Il crossing-over genera combinazioni alleliche non parentali
» Scambio fisico di segmenti di cromosoma X

» Lafrequenza con cui accade il crossing-over dipende dalla
distanza fisica tra | geni
» Minore ¢ la distanza fisica, minore ¢ la frequenza di crossing-over
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avvenga contemporaneamente il crossing-over sia nella prima regione (tra il primo marcatore e il
marcatore centrale) sia nella seconda regione (tra il marcatore centrale e I'ultimo marcatore);
ovviamente questo evento di doppio crossing-over € molto piu raro rispetto al singolo cros-
sing-over perché sono due probabilita che devono verificarsi contemporaneamente nella stessa
meiosi (regola del prodotto). In questo modo ci spieghiamo la presenza di queste due classi
meno abbondanti di tutte che sono frutto di doppio crossing-over.

| + + . . 1
Y- "WM— & Doppio crossover (y & w, w & m) crossing-over, uno scambio tray e w ed

0 yyw'_mm

» Conclusioni di Morean Negli individui y* w* m (401) e in quelli y w
» Le frequenze di crossing-over tra geni associati riflettono le m* (317) il crossing-over € avvenuto tra w
distanze tra questi geni ed m, perché rispetto alla configurazione
parentale, il marcatore m ha cambiato posi-
» 758 y*_w'_m*_ 4= Parentale (no crossover) zione (parentale y* w* m* e parentale y w
b 700 yywwmm € Parentale (no crossover) m); negli individui y* w m (16) e in quelli y
» 401 y* w"_mm € Crossover traw e m w* m* (12) il crossing-over € avvenuto tra y
» 317 yywwm*_ €= Crossover traw e m ed m rispetto sempre alla configurazione dei
» 16 y"_wwmm € Crossovertrayew parentali; negli individui y* w m* (1) ed in
: 12 yyw'_m"™_ € Crossover tray e w quelli y w* m (0) & avvenuto un doppio
14

uno scambio tra w ed m. Osservando i nu-
meri ed i fenotipi riusciamo a capire non solo chi & parentale e chi ricombinante, non solo chi &
singolo ricombinante e chi doppio ricombinante, ma anche in quale regione hanno ricombinato i
singoli ricombinanti e quali sono i due geni piu vicini e quelli piu lontani perché i marcatori che ci
daranno ricombinanti con maggiore frequenza sono piu lontani tra loro, quelli con minore
frequenza saranno dati da marcatori piu vicini tra loro.

In figura abbiamo la schematizzazione di quanto detto: nel

» No crossover (evento piu probabile)

primo caso produzione di parentali (nel senso che non 0758 y_w'_m*_
avviene il crossing-over); poi crossing-over tra w ed m, 0 700 yywwmm
ricombinazione tra'y e w e poi i doppi ricombinanti. » Crossover traw e m
o 401 y*_ w'_mm
o0 317 yywwm*_

» Crossover tra yew

CREIGHTON & McCLINTOCK Morgan 0 16,4 vaymam

-------- non dimo- 012 yyw'_m’_ _
» Dimostrarono che la ricombinazione é causata dal stra che ¥Boppio crossover (evento meno probabile)
. 1931 i ol y"_wwm*_
crossing-over ( ) avviene 50 yyw mm
» Incroci condotti nel mais (Zea mays) uno
» Utilizzazione di cromosomi parentali con caratteristiche scambio

struttugali peculiari fisico tra pezzi di cromosomi, ma ipotizza
» | cromosomi omologhi possono essere distinti morfologicamente al

miscroscopio. c_he I suoi risultati siano spiegabili dal cros-

» La progenie ricombinante puo essere messa in relazione con scambi sing-over pur non fornendo alla comunita

fisici dei cromosomi visualizzabili al microscopio. scientifica alcuna prova che cid accada. La

dimostrazione che il crossing-over é real-

mente uno scambio fisico tra cromatidi non fratelli di cromosomi omologhi & stata fornita da

Creighton e McClintock i quali utilizzarono nel 1930 come specie modello Zea Mays. Oltre ad

utilizzare dei marcatori genetici uno riguar-

dante il colore del seme del mais (C) e laltro CREIGHTON & McCLINTOCK

riguardante il contenuto d’amido del seme

del mais (Wx) impiegarono anche dei

marcatori fisici presenti sullo stesso cromo-

» Creighton e McClintock utilizzarono una versione
“normale” e una “anormale” del cromosoma 9.
» La versione anormale presentava due aspetti visibili al

soma su cui erano presenti questi due geni. microscopio

» Una piccola massa eterocromatica a
Questi marcatori fisici erano due peculiari- una estremita che si colora intensamente
ta morfologiche del cromosoma 9, infatti gli (knob). E=ASD Smnes

» Un pezzo addizionale

all’estremita opposta Sty Aoromd
82 O Traslocazione di un pezzo del T
cromosoma 8

Knob Interchanged
piece from
chromosome 8

{a) Normal and abnormal chromosome 9



scienziati crearono un cromosoma 9 aberrante dal punto di vista citologico perché presentava
allestremita un rigonfiamento eterocromatico (knob) che & riconoscibile al microscopio e
all'altra estremita del cromosoma era presente una traslocazione di un frammento del cromo-
soma 8: avevano ceppi eterozigoti di cromosoma 9, ovvero, un cromosoma 9 normale e un cro-

mosoma 9 modificato.

Si vollero costruire una linea doppia » Creighton e McClintock studiarono due geni presenti alle
eterozigote per il gene del colore del estremita opposte del cromosoma 9. e k..,
seme e per quello del contenuto di
amido, quindi una linea CcWXwx in
trans: su un cromosoma era presente

S (Tl o
» Il gene C (seme colorato o bianco)

) ) . posizionato vicino I'estremitd knobbed pocoton
| allele C e | allele wx; Su” altro Cro- 'Y ” oanao A/V /anﬂncnnrma amiﬂarnn l\Maqu and hc::‘m‘:’i"’:imwﬂa
mosoma l'allele ¢ e lallele WX. Quin- oiemso) \osizion:lto vicinorla e
di, l'allele C e wx erano presenti sul /P Gmg onceumes
. . traslocazione. e W
cromosoma sul quale si trovavano i [
due marcatori citologici (traslocazione
cromosoma 8 e rigonfiamento knob), CEED i
; . . m chromosomes
altro cromosoma 9 era mitologica- c m
mente normale sul quale era presente ) Grommiome o e el
I'allele c e 'allele WX.
» Incrocio Doppio sterozigote O€ una linea del genere viene incrociata con
» Parentale A (colorato e amidaceo) ibrido)intrans  'omozigote recessivo, nella progenie osservere-
o ko« c  wx mo piante con quattro tipi fenotipici C wx; ¢ WX
traslocazione; — (parentali), C WX; ¢ wx (non-parentali): i primi
marcatori genetici C e wx. w. Y H H H H H
tori genetici C y X due saranno piu abbondanti rispetto ai ricombi-
» Un cromosoma 9: nant'

citologicamente normale;

marcatori genetici ¢ Wx.

Poiché » |l parentale A puo produrre 4 tipi di gameti differenti

» Parentale B (bianco e ceroso) c wXx sul » Due n.on-ric.ombi.nanti (parentali)
> rl)l:;j::i:::::i:mmh _1 cromo- » Due ricombinanti
+ Genotipo cc waw o soma I I "U'l
wx s wfl] YR BWwx

9 che presenta gli alleli C e wx sono presenti anche i I \
d.ue marpatorll gltolog|C|, se e vero che la ricombina- oo e cRossinG oven
zione dei geni é frutto del crossing-over ed esso rap- — )
presenta lo scambio fisico di pezzi di cromosomi, nella I ) I I
progenie ricombinante una volta effettuato un carioti- w wll_ cunowosoue conrenr
po bisognera trovare una segregazione dei marcatori oo l PRoouces
citologici; cioé si riscontrera lo Knob nelle piante sel- il codmeo ww}xs OO o

BY TESTCAOSS

vatiche per il colore del seme e per il contenuto

d’amido ma non ci dovra essere la traslocazione! Infatti la progenie ricombinante per il colore del
seme e per il contenuto d’amido avra la traslocazione e non piu lo knob perché deve avvenire
uno scambio anche dei marcatori citologici.

a) Heterozygote  b) Crossover c)Recombinant  Qualche anno dopo Stern con i suoi esperimenti in

occurs chromosomes . ) R .
Knob Drosophila dimostro la stessa cosa utilizzando marca-
[ ] L Y A tori differenti, cioeé un marcatore dominante Bar, gene
¢ € € ¢ ¢ X-linked ed una mutazione del colore dell’occhio car-
nation.
Wx wx Wx wx Wx wx
:‘I'?rr:‘n:las/oze Chromosome 9
83
Part of

chromosome 8



STERN (Drosophila)

Poco tempo dopo la pubblicazione dei risultati di

Creighton e McClintock, Stern pubblico risultati identici

Mutazione recessiva carnation (colore dell’occhio) e

mutazione dominante Bar (forma dell’occhio). Entrambi i

»
condotti in Drosophila.
»
marcatori X-linked.
»

pezzi di cromosomi omologhi.

genotypes: + +icara; + /Y

La ricombinazione & la conseguenza dello scambio fisico di

Mise questi due marcatori in eterozi-
gosi in trans sul cromosoma X e uti-
lizzO come marcatore citologico una
traslocazione del cromosoma Y: la lo-
gica

era la stessa di Creighton.

Progeny
phenotypes: Wi

car +fcar+;car +{ Y
+Blcar+; +BIY

Parental @ wild-type {red), & camatlon-colored i
phenotypse bar-shaped {B) eyes {ent}, wild-type- ‘
shaped oyos
Diblold —Partof Y -
paplol i ‘m -y *  chromoaeoms| ﬂ%,?\)
genotype  clwomosome
XX XY
Haploid w§ Nl 2 BEAR
s A G |G P
Parental Recomblnant ) X. . Y
Parent 2 d gametas
7 |/
elmdm
YA 4 y Bar 'Qi j/)
Parental -
/— /) nmb.q ﬁnonhrd
Parent 19
gametes camalion,
/ / / nonb.? / fﬂonhro‘
Recombinant
/:, f / red, Bar 72 red, Ber &
Progeny  carBlcer+;earBiY ﬂmlhon,Blr 12,18,

Id type (red), norlur‘ 12,18,

camation, wild type; 1 9, 16
Wild typa (rad), Bar; 19, 13,

| risultati sono gli stessi osservati nell’esperimento di Creighton e McClintock.
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LEZIONE 10 (10/04/2015)

Come gia detto precedentemente, Morgan marco e studid 7 geni presenti sul cromosoma X di
Drosophila, osservo dei rapporti di segregazione non mendeliana deducendo che questa altera-
zione fosse attribuita al fatto che questi geni, anziché trovarsi su cromosomi differenti erano po-
sti sullo stesso cromosoma e necessariamente viaggiavano durante la meiosi in un assetto che
rispettava la loro configurazione sul cromosoma di partenza. Nella progenie pero si trovava degli
assetti che non corrispondevano a quelli di partenza e bisognava spiegare da dove originassero
poiché non erano generati dall’assortimento indipendente per cui Morgan ipotizzo che la ricom-
binazione fosse responsabile di questo fenomeno; infatti nella progenie gli assetti parentali era-
no sempre piu abbondanti rispetto agli assetti ricombinanti in quanto il fenomeno della ricombi-
nazione avviene con una certa frequenza. Morgan poi ipotizzd che questa frequenza di ricombi-
nazione dipendesse dalla distanza fisica dei geni sul cromosoma: geni piu vicini danno una mi-
nore percentuale di ricombinazione, geni piu lontani una maggiore percentuale d ricombinazio-
ne. Cio lo abbiamo notato negli incroci a due punti e in quelli a tre punti.

Sturtevant, allievo di Morgan, elabord un MAPPE GENETICHE
metodo per quantificare la distanza dei mar-

catori pesenti sullo stesso cromosoma, ma

non utilizzando una distanza fisica era e » Determinano 'ordine lineare dei geni associati sullo stesso
propria bensi utilizzando la loro frequenza di cromosoma
ricombinazione che € in qualche modo col-
legata alla loro  distanza fisica. A :
Nellimmagine osserviamo una mappa ge- o o EXEE W
netica dei cromosomi di Drosophila sui quali -

sono posizionati i geni e quindi, fare I'analisi

delle distanze di mappa dei marcatori con- -
sente di stabilire 'ordine con cui si trovano o
questi marcatori sul cromosoma. Per ottene-
re I'esatta localizzazione fisica dei marcatori
sui cromosomi si utilizzano approcci differenti. Le mappe genetiche non sono mappe fisiche,
ma delle mappe statistiche che ci consentono di posizionare i geni sui cromosomi, stabilirne
'ordine lineare e le percentuali di ricombinazione esistenti tra i geni, ma non rappresentano le
reale distanza fisica.
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MAPPE GENETICHE Se due geni sono molto vicini (strettamente
associati) la possibilita che si verifichi un
crossing-over tra i due geni & bassa e quin-
di si osservera una bassa percentuale di

» La frequenza di ricombinazione tra due marcatori &
correlata alla loro distanza
» Se due geni sono molto vicini, la probabilita che tra essi accada

crossing-over & bassa progenie rlcomblnante, mentre se | marcato-
» Geni“strettamente associati” ri sono lontani la possibilita che si verifichi
» Pochi ricombinanti un crossing-over tra i due geni € alta e

» Maggiore & la distanza tra due geni, maggiore & la probabilita quindi si osservera un’alta percentuale di
che tra essi accada un crossing-over progenie ricombinante.

» Maggior numero di ricombinanti
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Crossing-over may occur at
any point on chromosome arms

' ' Nellimmagine i marcatori A e B sono piu vicini tra loro di quanto siano

i marcatori B e C: lo spazio fisico esistente tra i marcatori A e B per la
ricombinazione € minore dello spazio fisico esistente tra i marcatori B

A B ¢ e C, di conseguenza la percentuale di ricombinanti che osserveremo
.l . tra i marcatori A e B sara inferiore rispetto alla percentuale di ricombi-
% nanti che osserveremo tra i marcatori B e C.
a b c
/ N\
Infrequent Frequent

crossing-over  crossing-over
in this region in this region

Quando effettuiamo un incrocio tra una femmina di Drosophila
eterozigote per due marcatori ed un maschio omozigote
recessivo, la percentuale di progenie parentale € sempre

maggiore rispetto alla percentuale di progenie ricombinante. ML .
8 i e
» s (allele recessivo, setole corte) s* (allele dominante) Ne"’immagine abbiamo due gk P
» e (allele recessivo, corpo nero) e* (allele dominante) geni: e (ebany) che determi- l
na il colore del corpo (I'allele ﬁ
» Incrocio e € responsabile del colore hks <K& bk -
» ses*e* Xsese del corpo nero; & recessivo ‘0¥ ‘€@ °vE 7
» Progenie parentale rispetto all’allele selvatico e*);
» 542 sese s che determina la lunghezza
» 537s%e’se delle setole (allele s & re-
» Progenie ricombinante sponsabile del fenotipo seto-  gemam  omdwots o ot
» 76 s"ese le corte; & recessivo rispetto ™ - < )
» 75 sese allallele  selvatico  s¥).

Nell'incrocio i maschi omozigote recessivo avranno colore

del corpo nero e setole corte (fenotipo mutato) e le femmine
eterozigoti avranno colore del corpo selvatico (marrone) e setole selvatiche (lunghe). Un
maschio quindi produce un solo tipo di gameti per entrambi i geni (s e); una femmina essendo
eterozigote per i due geni (diibrido in cis) produce 4 tipi di gameti: due tipi parentali (s* e*; s e) e
due ricombinanti (non-parentali) (s e*; s*e). Domanda: per quale motivo mettiamo le femmine di
Drosophila in eterozigosi e mai il maschio? Perché nel maschio di Drosophila non avviene il
crossing-over! Il motivo € ancora attualmente sconosciuto! Ritornando all’incrocio, alla F1
otteniamo una progenie che si distribuisce in 4 classi fenotipiche: una selvatica per entrambi i
marcatori (s e), una classe mutata per entrambi i marcatori (s* e*), due classi ricombinanti (s e*;
s* e); per giunta le prime due classi sono piu abbondanti (542 e 537) mentre le altre due sono
meno abbondanti (76 e 75). Cid conferma le osservazioni fatte da Morgan. Possiamo anche
dedurre la configurazione dei geni osservando la numerosita della progenie: le classi piu
numerose sono (s e) ed (s* e*) di conseguenza i due marcatori sono associati in cis.

» La distanza genetica tra due geni si misura in unita di Sturtevant ha inventato un sistema per mi-

mappa surare la distanza genetica tra due marcatori
» Una unita di mappa equivale alla frequenza di ricombinazione  attraverso un’unita di misura (unita di map-
dell’l% pa) che, in onore del suo maestro Morgan,
» In onore di Morgan, I'unita di mappa viene anche detta chiamo centiMorgan (cM). Dire unita di
centiMorgan mappa o centiMorgan & la stessa cosa.

L'unita di mappa o centiMorgan misura la
percentuale di ricombinazione tra due marcatori. A livello di definizione possiamo dire che se
due marcatori distano 1cM vuol dire che la percentuale di ricombinanti che osserveremo per
quei due marcatori sara dell’1%; se invece tra due marcatori abbiamo una distanza di mappa di
10cM vuol dire che la percentuale di ricombinanti per i due marcatori sara del 10%.
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La proposta di Sturtevant risale al 1911. Eqgli
analizzd sei differenti mutazioni recessive
tutte presenti sul cromosoma X di Drosophi-
la.

» Calcolo della distanza di mappa tra due geni:
= (Progenie ricombinante/ progenie totale) x 100
(76 + 757542 + 537 + 76 + 75) x 100

=(I51/1230) x 100 P on | one fn

= 12,3 unita di mappa t E H E E J ﬁ
= 12,3 centiMorgans (cM)  -H . h o RER

at He e‘H He GH He G‘H

ke _aef N

ALFRED STURTEVANT

» Alfred Sturtevant
» Costrui la prima mappa genetica nel 191 |

ST

» Studente nel laboratorio di Morgan

- Analizzo I'ereditarieta di 6 mutazioni recessive X-linked di geni

® @

Total: 542

differenti
» y (corpo giallo)

v

w (occhio bianco)
w-e (occhio eosina)
v (occhio vermiglio)
m (ali piccole)

v v v v

r (ali abbozzate)

Sturtevant conto la progenie ricombinante
ed espresse la percentuale sulla progenie
totale, quindi, se abbiamo due marcatori,

per calcolare la distanza di mappa tra di loro si effettua il rapporto tra il numero della progenie
ricombinante che osserviamo fratto il numero totale della progenie e i moltiplica il risultato per
100: otteniamo cosi la distanza di mappa espressa in unita di mappa o cM.

Tutti gli esperimenti di Sturtevant es-
sendo effettuati con marcatori presen-
ti sul cromosoma X prevedevano
incrocio tra femmine eterozigoti di
Drosophila e maschi emizigoti reces-
sivi. Nellimmagine osserviamo un in-
crocio effettuato da Sturtevant: si par-
te da una femmina eterozigote in cis
per i geni y e w (colore del corpo e
colore dell’occhio, y* w*/y w) e da un
maschio emizigote recessivo (y w/Y).

Experimental level

- Niursiber Percent
Alteles Recombinant/Total Recombinant
Coneerned Number Offspring
y and wiw-e 214/21,736 1.0
yand v 1,464/4,551 322
yandr 115/324 355
yand m 260/693 375
w/w-e and v 47171,584 29.7
w/w-e and r 2,062/8,118 337
wiw-e and m 406/898 452
vandr 17/573 30
vand m 109/405 269

» Lipotesi di Sturtevant

» La distanza genetica tra due geni puo essere stimata sulla base della
percentuale della progenie ricombinante

» Gli esperimenti di Sturtevant
» Vari incroci tra femmine eterozigoti per due geni e maschi recessivi

Conceptual level

R
9 J { rY chromosome

Offspring

Si osserva la progenie F1 allinterno della
quale si individuano le classi parentali e
quelle ricombinanti. Nella tabella notiamo i
numeri di ricombinanti osservati per una
coppia di marcatori fratto la progenie totale:
per la coppia di marcatori y e w il numero di
ricombinanti osservati € 214 su 21736 il che
significa che moltiplicando questo rapporto
per 100 otteniamo una percentuale di proge-
nie ricombinante pari al’'1%, e cioé questi

due marcatori distano 1cM o 1 unita di mappa. Allo stesso modo per la coppia di marcatoriy e v
abbiamo 1464 ricombinanti su 4551, moltiplicando questo rapporto per 100 osserviamo una per-
centuale di progenie ricombinante pari al 32,2%: questo risultato ci suggerisce che y e w sono
molto piu vicini tra loro di quanto siano y e v pur trovandosi sullo stesso cromosoma.

» Interpretazione dei risultati

» Le distanze di mappa piu piccole sono piu accurate
» y & w hanno una distanza di mappa di | cM
» v & r hanno una distanza di mappa di 3 cM
» r & m hanno una distanza di mappa di 23,9 cM
» w & v hanno una distanza di mappa di 29,7 <M

Incrociando a coppie tutti i marcatori a disposi-
zione, Sturtevant ottenne queste percentuali di
ricombinazione e sulla base di questi risultati po-
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tette ricostruire una mappa genetica dei marcatori analizzati:

posiziond quindi la successione dei
vari marcatori lungo il cromosoma (nel
nostro caso il cromosoma X) sulla base
delle distanze di mappa misurate (chi

» Interpretazione dei risultati

» Ordine lineare dei geni
» vsitrovatrawer
O w & r hanno una frequenza di ricombinazione del 33,7%
O w & hanno una frequenza di ricombinazione del 29,7%

O v & r hanno una frequenza di ricombinazione del 3%

nteirpin i iSU
> etc. SOMo L PR R T S S
» I"lan mano cne ia per nuudie di riCoImnpInaZione si avvi
29.7 23.9 50%, questo valore diventa una misura meno accurata
l— Y 30 —1 distanza di mappa
y w v r m M 504
S 28 = j—
oy b f P |
00 1.0 30.7 33.7 57.6 Be 25‘| / ‘
2
v T 8 1
pili vicino e chi piu lontano). £ °V
0 r

f T T
0 100 150

Actual map distance along the chromosome
(computed from the analysis of many closely linked genes)

Se analizziamo tanti marcatori presenti sullo stesso
cromosoma (considerando che su un cromosoma sono
presenti un migliaio di geni circa) e mettendo in relazione la distanza di mappa e la percentuale
di ricombinanti che osserviamo per i marcatori in questione ci rendiamo conto che per distanze
di mappa piccole abbiamo una proporzionalita lineare tra la distanza di mappa e la percentuale
di progenie ricombinante osservata: allaumentare della distanza di mappa aumenta la percen-
tuale di progenie ricombinante. Ben presto 'andamento della curva non é rettilineo, tende da un
certo punto asintoticamente ad un valore e tale valore corrisponde al 50%. osservando la curva
facciamo alcune considerazioni e la prima riguarda la parte iniziale della curva: al’aumentare
della distanza di mappa aumenta in eguale quantita la percentuale di ricombinanti ed & vero per
distanze di mappa fino a 10-15cM. Per distanze di mappa maggiori la percentuale di ricombi-
nanti non aumenta in eguale quantita rispetto al’aumentare della distanza di mappa: si nota un
aumento della percentuale dei ricombinanti che risulta pero inferiore rispetto allincremento della
distanza di mappa. Inoltre, da un certo valore della distanza di mappa la percentuale dei ricom-
binanti non aumenta piu e questo valore (sia di distanza di mappa che di percentuale di ricombi-
nanti) € il 50%.

Y
4

»

v’ due geni si trovano su cromosomi differenti

Se da un incrocio tra un doppio etero-
zigote ed un doppio omozigote reces-
sivo si ottengono 4 classi fenotipiche
nella progenie di cui la meta sono pa-
rentali e l'altra meta ricombinanti e-
quivale a dire che le quattro classi

v'| due geni sono associati ma si comportano come se fossero

(g O sono equifrequenti. Quando abbiamo
|nd|pendent|

parlato degli incroci di Mendel abbia-
mo detto che se mettiamo due geni
indipendenti e li mettiamo in eterozigosi e li reincrociamo con un doppio omozigote recessivo si
ottengono 4 classi fenotipiche nella progenie tutte e quattro equifrequenti (equiprobabili): di
conseguenza stiamo affermando che la medesima situazione si puo verificare per geni che sono
associati sullo stesso cromosoma. Quando osserviamoni una percentuale massima di ricombi-
nanti (50%) ci possiamo trovare in due situazioni: i due geni che stiamo osservando sono
posizionati su due cromosomi diversi per cui seguono una segregazione mendeliana; oppure i
due geni sono associati sullo stesso cromosoma ma sono molto distanti tra loro (ad esempio un
gene si trova ad un’estremita e l'altro all’estremita opposta del cromosoma) e quindi hanno una
distanza di mappa maggiore di 50cM: non stiamo dicendo che due marcatori non possano
avere una distanza genetica di 70cM oppure 80cM, ma stiamo affermando che per due marcato-
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ri che abbiano una distanza genetica di 70cM o 80cM osserveremo una frequenza di progenie
ricombinante del 50%.

Se l'accuratezza della distanza di DOPPI CROSSING-OVER

mappa diminuisce _con I’aumentare »  Quando la distanza di mappa tra due geni & ‘naggiore di 10
della_l distanza tr_a | marcatori come cM, la possibilita che accadano crossing-over multipli (di
facciamo a tracciarne una tra marca- nr’dlnp pnm\ rende la frpquenza di rgrnmhn_azgone una

tori molto distanti? Si cercano dei sottostima deiia frequenza di crossing-over

marcatori intermedi e si calcola la di-
stanza tra i primi due marcatori, poi
tra il secondo e il terzo e cosi via fino
allultimo marcatore; poi si sommano
tutte le distanze di mappa tra i vari
marcatori per ottenere la distanza tra il primo e l'ultimo. Abbiamo detto prima che allaumentare
della distanza di mappa aumenta anche la distanza fisica, ma un aumento della distanza fisi-
ca tra due marcatori indica un aumento della probabilita che tra quei due marcatori avvenga
crossing-over; essendoci piu spazio fisico aumenta anche la probabilita che tra quei due mar-
catori anziché avvenire un solo crossing-over possano accaderne due tra gli stessi due marca-
tori e questo genera (nel prodotto della meiosi) un assetto gametico parentale: pur essendo av-
venuta la ricombinazione tra quei due marcatori non vediamo fenotipi ricombinanti ma parentali
(se avvengono scambi di ordine pari tipo 2, 4, 6). Quindi maggiore € la distanza fisica tra due
marcatori € maggiore € la probabilita che accadano eventi multipli di crossing-over.

» Siricorre agli incroci a tre punti (utilizzazione di un

marcatore |nﬂ=rm_pr|!n\

2) Single crossover . Cometes Nellimmagine abbiamo una rappresentazione
C—m—®>  Parental di due marcatori a e b in eterozigosi in cis e
. del risultato che si ottiene se durante la meio-
— 4 w [ ReOmImet o ayviene un singolo scambio: si formano i
[ e e

e~ am— 4 tipi di gameti (due parentali e due ricombi-
a b nanti) dalla singola meiosi e sulla base del
numero di meiosi in cui accade il crossing-

) Dauble srossover (two-sid) over si osservera sul totale i gameti una per-

at bt at b+ . .o . .. .
e s o) e — centuale di gameti ricombinanti rispetto ai pa-
- o e rentali. Se invece tra questi due marcatori av-
a by a » [ APl yengono due scambi I'assetto dei marcatori
 —— che si genera sara di tipo parentale perché se
a b a b avvengono due scambi tra il cromatidio che

porta a* b* e il cromatidio che porta a b, il prodotto della ricombinazione sara: un cromatidio che
porta a* b* (indipendentemente dal fatto che sia cambiata la configurazione dei marcatori com-
presi tra a e b) e un cromatidio che porta a*b* (indipendentemente dal fatto che la configurazio-
ne dei marcatori compresi tra a e b sia rimasta invariata) ed altri due cromatidi che portano a*b*
e che non hanno ricombinato. Qual € la probabilita con cui possano accadere situazioni di que-
sto tipo? Dipende dalla distanza di mappa. Osserviamolo numericamente: immaginiamo che i
marcatori a* b* distino 10cM. Anche per distanze di mappa di 10cM o 15cM possiamo calcolare
la probabilita di accadimento di due crossing-over e quindi la probabilita di osservare un assetto
parentale a fronte di una ricombinazione. Ammettendo che la distanza di mappa tra a* b* sia di
10cM quale sara la probabilita che tra a* b* avvenga un doppio crossing-over? La probabilita
che avvenga un singolo crossing-over € del 10% di conseguenza la probabilita che ne avvenga-
no due nella stessa regione sara 10%x10%, cioe la probabilita che due eventi separati debbano
verificarsi contemporaneamente nella stessa meiosi (regola del prodotto): 10%x10% equivale a
dire 0,1x0,1, ovvero 0,01 (1%); quindi se due marcatori distano 10cM vuol dire che la probabilita
che avvengano due crossing-over € pari all'1%. Se invece i due marcatori a* b* hanno una di-
stanza di mappa di 30cM, e quindi la probabilita di accadimento di un singolo crossing-over € del
30%; la probabilita di accadimento di due crossing-over (doppio crossing-over) sara 30%x30%,
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cioe 0,3x0,3, ovvero 0,09 (9%): ci rendiamo quindi conto numericamente che al’laumentare della
distanza di mappa aumenta la probabilita che possano verificarsi crossing-over di ordine pari
che generino quindi la situazione fenotipica osservata prima (vediamo i risultati del doppio
crossing-over accaduto nella regione compresa tra i due marcatori come se fosse progenie
parentale).

INCROCI A TRE PUNTI Se consideriamo il triibrido in figura
con tre geni in cis che si reincrocia

» Un triplo eterozigote (triibrido) viene incrociato con un con un 'trlplo qmomgote _recessivo,

triplo omozigote recessivo quanti tipi gametici produrra il triibrido
in questione? Sempre 8 classi game-
tiche. Cio che varia é la frequenza
delle classi gametiche, che non sara
piu una frequenza equiprobabile come avviene nella segregazione indipendente, perché in
queste otto classi possiamo ritrovare tutti i tipi di meiosi che possono avvenire nel genitore
triibrido: puo avvenire una meiosi in cui non vi sia scambio tra cromatidi non fratelli di cromosomi
omologhi (non avviene crossing-over) e i gameti prodotti saranno tutti parentali del tipo a*c* b* e
acbh.

Conseguenze di un doppio crossing-over in un triplo eterozigote

Parent 1 Gametes
\ . . P . + + bt + o+ Bt
Pud avvenire una meiosi in cui avvenga Ew— > C—E_m— > Perental
uno scambio tra il marcatore a ed |l pr g —2 Gametes are recombinant
marcatore ¢ e verranno fuori due tipi di — for i gane pale reaive
. . . . PR T a il
gameti parentali che derivano dai cromatidi a ’n amea—as'»
che non hanno scambiato pezzi di DNA (a* » GEDES—— D Poront
a c a c

c* b* e a ¢ b) e due gameti ricombinanti (a*

c b e a ¢* b*). Pud avvenire una meiosi in

cui avvenga uno scambio tra il marcatore ¢ e il marcatore b e verranno fuori due tipi di gameti
parentali che derivano da cromatidi che non hanno scambiato pezzi di DNA (a*tc*b*eac b) e
due gameti ricombinanti (a*c* b e a ¢ b*). Puo avvenire una meiosi in cui avvenga uno scambio
tra il marcatore a e il marcatore ¢ e contemporaneamente uno scambio tra il marcatore c e
quello b: verranno fuori due tipi di gameti parentali che derivano da cromatidi che non hanno
scambiato pezzi di DNA (a*c* b* e a ¢ b) e due gameti doppi ricombinanti (a*c b* e a c* b), e
quest’ultima classe di gameti si forma in misura minore ancora perché devono avvenire contem-
poraneamente due scambi che sono un evento ancora piu raro rispetto al singolo ricombinante.
Come facciamo a calcolare la distanza di mappa tra questi tre marcatori se stiamo facendo un

incrocio a tre punti?

Nrent1 Paront2 Nellimmagine viene riportato un incrocio tra una

Testeross / / x / / pianta eterozigote in cis per tre marcatori che de-
oot o prilpri terminano rispettivamente il colore del frutto, la for-
Phenotype Yoo . Furpie: ma del frutto e la sugosita del frutto ed una pianta
";';""’ Y tripla omozigote recessiva per i tre caratteri. | carat-

Tastoross progeny semopeot  LE1 dOMINanti sono p* (giallo), r* (allungato), j* (sec-

oh  Pameesygeus  CO) € quelli recessivi sono p (porpora), r (rotondo), j
—— _— (succoso). Quindi facendo questo reincrocio otte-
parental niamo 8 classi fenotipiche nella progenie all’interno
phenotpes [ 2 purpl, round,juioy W r 7 i delle quali notiamo due classi piu abbondanti (classi
3 yeliow, round, julcy 5 s pr ; parentali); due classi meno abbondanti in assoluto
(classi doppi ricombinanti); due classi (singoli ricom-
binanti in prima regione e due classi (singoli ricom-
Recombinant | $  yellow round, dry @ = s binanti in seconda regione). Sulla base del fenotipo
s pupis,clongated, juicy @iy 22 »  j poOsSsiamo indicare il genotipo dei gameti prodotti dal
7 yelow, ckongutes, icy @@ 4 # ;  tribrido. Guardando i numeri della progenie possia-
) mo gia capire se i geni sono associati 0 sono indi-

Class

S S

4 purple, elongated, dry @)= 52 p 5t

8 purple, round, dry ‘ 2 ror

Total = 500
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pendenti: in questo caso geni non possono essere indipendenti perché avremmo dovuto avere
8 classi fenotipiche egualmente rappresentate (equiprobabili) e invece ci troviamo con 4 fre-
quenze diverse. Poi riusciamo anche a capire il tipo di configurazione dei tre geni semplicemen-
te guardando la configurazione della progenie parentale: nel nostro caso la progenie parentale
p*rtj*(179) p r j (173) per cui la configurazione del triibrido di partenza sara in cis (p* r* j*/p r j).
Dopo questa analisi ci dobbiamo chiedere inoltre: ma qual € I'ordine di questi tre geni lungo il
cromosoma? Ciog, i tre geni sono posizionati in questo ordine sul cromosoma? Per capire quale
dei tre sia il marcatore centrale bisogna confrontare gli assetti parentali (ottenuti nella progenie)
con gli assetti doppi ricombinanti (meno abbondanti in assoluto): dobbiamo scriverci i tre ordini
possibili dei tre geni e facendo avvenire un doppio crossing-over (uno in prima e uno in seconda
regione) trovare I'ordine che ci dia esattamente la configurazione dei doppi ricombinanti osser-
vati. Scriviamo i tre ordini possibili dei tre geni. Sapendo che i marcatori sono associati in cis
dobbiamo sempre scrivere i tre dominanti su un cromosoma e i tre recessivi sull’altro. Primo or-
dine con r centrale; secondo ordine con p centrale; terzo

ordine con j centrale. ORD) ug :
Col primo ordine possibile, se avviene uno scambio in "4_ T n ]
prima regione (tra p ed r) e uno scambi in seconda regio- ."x ) P J
ne (tra r e j) vengono fuori gameti doppi ricombinanti p*r — g ¢ | ¥ o It
. . T 4 T 4
j*/p r*j.
ToRBINE 2: ——————— Col secondo ordine possibile, se avviene uno scambio in
[ " ‘ prima regione (tra r € p) e uno scambio in seconda regio-
% F it p g ne (tra p e j) vengono fuori gameti doppi ricombinanti r* p
+ i+ + 7
P Pk jt/r ptj.
NS .
Col terzo ordine possibile, se avviene uno scambio in —-CRRINE 3 .- :
prima regione (tra p e j) e uno scambio in seconda regio- pt 4t i+ of < ot
ne (tra j ed r) vengono fuori gameti doppi ricombinanti p*j XT X e
\ | T K p 7w
r/pjr. 9 e
| Parent1 Gametes | nostri doppi ricombinanti osservati devo-
A e  porontal no avere configurazione p* r* j/p r j*: quali

dei nostri tre ordini possibili ha dato come
doppi ricombinanti questa configurazione?
Il terzo ordine. Solo con il terzo ordine
(dove j € il marcatore centrale) se avviene

Recombinants

Parental uno scambio in prima regione ed uno
scambio in seconda regione i gameti dop-

Double crossover .o . . .
in heterozygous pi ricombinanti che si formeranno avranno
parental genotype la stessa configurazione dei doppi ricom-

binanti osservati nell’esercizio. In realta
per individuare il marcatore centrale esiste una scorciatoia, ovvero si confrontano i parentali os-
servati con i doppi ricombinanti osservati e cercare il marcatore che nei doppi ricombinanti ha
cambiato configurazione (posizione) rispetto all’assetto parentale: i parentali sono p* r* j*/p r j, i
doppi ricombinanti sono p* r* j/p r j*; il marcatore che ha cambiato configurazione nei doppi ri-
combinanti rispetto all’assetto parentale € j; di conseguenza deduciamo che j € il marcatore cen-
trale.
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Ora possiamo calcolare le distanze di mappa tra i geni: porent1 Parent2

calcoliamo quindi la distanza di mappa tra p e j e la DD CEDGEEE
. . . . Testcross X

distanza di mappa tra j ed r; poi sommando le due ODOEEEEEED GE eI

distanze di mappa otterremo la distanza di mappa tra p Y iy v bor

ed r. Allinterno della progenie bisogna considerare il Region Region I

numero di singoli ricombinanti in prima regione (tra p e j) Testcross progeny

e il numero di singoli ricombinanti in seconda regione (tra Genotype of

j ed r). | singoli ricombinanti in prima regione SONO P* I | cisss heterosygocs parent Number  Origin

e p rtj* (52 e 46). Non sono gli unici ricombinanti perché gttt 179 | Parenals,

anche i doppi ricombinanti vengono fuori da uno scambio 2 poior 173 | nocrossover

in prima regione (oltre che alla seconda regione), quindi i 52 7 Recombinante,

nel calcolo della distanza di mappa tra i primi due & , 7 » 6 [ e
marcatori dobbiamo considerarli. Distanza di mappa tra s Recombinants,
pj= (52+46+4+2)/500 x 100= 20,8cM. Singoli ricombi- ¢ 7 7" ol single rossover
nanti in seconda regione (trajedr)ptrjtepr-j(22 e ’
22). Distanza di mappa tra jr= (22+22+4+2)/500 x 100= 7 # 7 * 2] G,
10CM. s T ?
Total = 500
ﬁ Quindi la distanza di mappa tra p ed r & 20,8cM + 10cM=
7 100 30,8cM.
{ 20.8 mu i mu

Partendo dalle distanze di mappa €
possibile calcolare le frequenze
fenotipiche della progenie ottenuta da
un reincrocio di un diibrido e o triibrido
con geni associati.

» Conoscendo le distanze di mappa tra tre marcatori, &
possibile calcolare la probabilita di ottenere doppi
ricombinanti
» Siapplica la regola del prodotto

» Spesso il numero di doppi ricombinanti osservati € minore di
quelli attesi

» Interferenza positiva

» Interferenza . . ) ) .

In alcuni casi 'accadimento di un crossing-
over in una data regione abbassa la proba-
bilita che contemporaneamente accada
quellaltro crossing-over nella regione adia-
cente, e quindi il numero di doppi ricombi-
nanti osservati per i marcatori che si stanno osservando sara inferiore rispetto al numero di
doppi ricombinanti attesi sulla base della stima delle distanze di mappa tra i singoli marcatori e
questo fenomeno viene chiamato interferenza positiva, e si calcola sottraendo ad 1 il coeffi-
ciente di coincidenza. Il coefficiente di coincidenza (C) € il rapporto tra la frequenza dei doppi
ricombinanti osservati e i doppi ricombinanti attesi nella stima della distanza di mappa.

» L'accadimento di un crossing-over in una regione diminuisce la
probabilita che ne possa accadere un altro nelle vicinanze
idenza (C)

ne
nCiGCiiZa ()

w
=3
cr
o

erenza = | — coefficiente di coi
ierierenza goeiiiciente Gi Col

!
» C = frequenza dei doppi ricombinanti
ricombinanti attesi

osservati / frequenza dei doppi

CROSSING-OVER MITOTICO

» Generalmente, durante la mitosi NON avviene 'appaiamento
dei cromosomi omologhi

In alcuni rari casi il crossing-over puo
avvenire anche durante la mitosi: parliamo
di crossing-over mitotico. Durante la mitosi i
cromosomi omologhi non si appaiano, ma in
alcuni rari casi pud avvenire e in casi ancora
piu rari tra gli appaiamenti puod avvenire il
crossing-over tra cromatidi non fratelli di
cromosomi omologhi e da origine alla ricombinazione mitotica e a livello fenotipico pud dare
origine ad una forma di mosaicismo molto particolare perché genera le cosiddette macchie
gemelle.

» Generalmente durante la mitosi non avviene il crossing-over

» In alcuni casi puo avvenire crossing-over durante la mitosi
» Ricombinazione mitotica
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La ricombinazione mitotica genera quindi
nuovi assetti genotipici che possono portare
alla manifestazione di fenotipi diversi in de-
terminate regioni rispetto al fenotipo circo-
stante, perché pud avvenire in specifici
gruppi di cellule mentre nelle cellule circo-
stanti non avviene; di conseguenza se quel-

» Ricombinazione mitotica

» Evento raro

» Produce cromosomi ricombinanti
» Pud generare una nuova combinazione di alleli

» In alcuni casi avviene durante le prime fasi dello sviluppo in una
cellula che si sta dividendo

» Produce tessuti a mosaico neii'aduito

le cellule daranno origine allo stesso tessuto allora quel tessuto manifestera un fenotipo in una

» y'y*snsnxysn*tY

» y corpo giallo X""'”"'n"s"‘of'e \
on
. fadilized ana '!jﬂ ﬂ ‘.‘;".’!“
» sn setoie corte 09 \ m.u ! )
» Zigote v*v sn*sn ' o
L . \\_/

» Ladulto avra colore del corpo

Normal mitotic divisions

e setole normali 1o produce embryo

Questo doppio eterozigote presentera colo-
re del corpo e setole normali perché lallele
dominante maschera il recessivo (per en-
trambi i geni). In alcuni rari casi puo avveni-
re uno scambio tra cromatidi non fratelli di
cromosomi omologhi durante la mitosi in un
gruppetto di cellule durante lo sviluppo em-
brionale: immaginando che lo scambio av-
venga tra il centromero e il marcatore sn si
osservera la formazione di una coppia di
omologhi con questo assetto (y*sn/y sn*) e
una coppia di omologhi con questo assetto
(y*sn/y sn*).

Cytokinasis produces 2
udlaoent cells

Continued normal mitotic
divisions to produce adult fiy

certa regione e un fenotipo differente nella regio-
ne adiacente.
Un esempio riguarda due marcatori di Drosophila
y (corpo giallo) e sn (setole corte). Consideriamo
un organismo che sia doppio eterozigote in trans
(y*sn/y sn*).

» Se in una cellula durante lo sviluppo embrionale dello
zigote y*y sn*sn avviene ricombinazione mitotica

» | cromosomi ricombinanti avranno una nuova combinazione
allelica

Copyright© L rope opioy.

| mitotc divisions.

Rare miotc recombination

Nel momento in cui avviene la separazione dei
cromatidi che genereranno in posizioni adiacenti
delle macchie gemelle in un fondo di corpo
normale per colore e lunghezza di setole, ci sa-
ranno delle zone che hanno colore del corpo
normale e setole corte e colore del corpo muta-
to e setole lunghe e queste chiazze saranno tra

loro a-

» Le due cellule figlie diacenti.

adiacenti potranno avere
genotipi differenti
O y*y* snsn & yy sn*sn*

y'y* snsn = corpo selvatico, ali mutate

yy sn*sn* > corpo giallo, ali normali
» “Macchie gemelle”
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LEZIONE 11 (14/04/2015)

Esercitazione in aula (Prof. Aceto)

Esercizio 1

Incrociando due piante di Pisum Sativum si ottiene una progenie costituita da 53 piante con

semi gialli e 47 con semi verdi. Quali sono i genotipi e i fenotipi delle due piante parentali
sapendo che l'allele responsabile del fenotipo gial-

ESECOR0 lo e dpminante su qu_eIIo per il fenqtipo verde? _
] L Svolgimento: osserviamo i numeri della progenie.
acentalld | an‘x flanm 2 Innanzitutto abbiamo in gioco un solo carattere
| ¥ (gene del colore del seme). In totale la progenie e
Fo g 'ﬁ% 1 costituita da 100 piante e rispetto ai numeri le due
} ' _ classi sono in un rapporto 1:1. Se volessimo fare
af ﬁ s i e D'( )’3 una verifica statistica del rapporto dovremmo ap-
plicare il test del chi-quadro in cui gli osservati so-
A _a no i valori ottenuti sperimentalmente e gli attesi

a “72{ 4 I

/) 14l devono essere 50 e 50. Un rapporto 1:1 con feno-
ﬂf- tipo dominante:fenotipo recessivo lo osserviamo

T in un incrocio tra un individuo eterozigote ed uno
omozigote recessivo; se invece l'incrocio fosse avvenuto tra due individui eterozigoti il rapporto
sarebbe stato 3:1. Allora una genitore sara fenotipicamente a fiori gialli e genotipicamente
eterozigote (Aa) e I'altro genitore sara fenotipicamente a fiori verdi e genotipicamente omozigote
recessivo (aa). Il genitore eterozigote produce due tipi di gameti (A; a) in rapporto 50%:50%; il
genitore omozigote recessivo produce un solo tipo di gamete (a) in rapporto 100%; di conse-
guenza il fenotipo della progenie F1 riflettera esattamente la meiosi dell’individuo eterozigote ed
avremo allora il 50% di piante fenotipicamente a semi gialli e fenotipicamente eterozigoti (Aa) e il
50% di pianti a semi verdi e fenotipicamente omozigoti recessivi (aa).

Esercizio 2

Incrociando due piante di Pisum Sativum si ottiene una progenie costituita da 20 piante alte con
semi gialli; 21 piante alte con semi verdi; 22 piante basse con semi gialli e 24 piante basse con
semi verdi. Quali sono i genotipi e i fenotipi

delle piante parentali? E '2 T,

Svolgimento: adesso stiamo analizzando

due caratteri (il colore del seme A e Hacendalt ; Pinia 4 x| flanz

laltezza della pianta B) ed osserviamo un ‘ Y

rapporto in una progenie che & 1:1:1:1, cioe e ,:'3' i’f@ ‘u&”,‘%{m }
ciascuna di queste classi & rappresentata 2 flm ha iemi_gialll | &F’m
con la stessa frequenza, il che ci fa dedurre (4 Har a_2ent i
che si tratta di un reincrocio, per cui una Aastl benotlpiche, = 9 pe
delle due piante parentali & eterozigote per (qllfruido
entrambi i geni che stiamo considerando | Alo .| [Piadtq < PEE;] )

laltra pianta & omozigote recessiva: quindi (AaBh (da bb)

una pianta sara AaBb e l'altra sara aabb.
La pianta omozigote recessiva produrra un solo tipo di gamete (a; b) mentre la pianta doppia
eterozigote produrra 4 tipi di gameti (AB; ab; Ab; aB) prodotti con la stessa frequenza (ciascuno
del 25%).
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Esercizio 3

Incrociando due piante di Pisum Sativum si ottiene una progenie costituita da 31piante alte con
semi gialli; 12 piante alte con semi verdi; 29 piante basse con semi gialli; 9 piante basse con
semi verdi. Quali sono i genotipi e i fenotipi delle piante parentali?

Svolgimento: Stiamo osservando nella pro-
genie 4 classi fenotipiche non equifrequenti ESEROM0 . 2
per cui non si tratta di un reincrocio tra un Fagentald | Piaoka 1| % Bi
doppo eterozigote e un doppio omozigote
recessivo; se avessimo effettuato un incro- i 34 \piante | Afte _glalis
cio tra due doppi eterozigoti aviemmo os- e %“;‘gf v W e 3@"";’5
s
Y

servato nella progenie 4 classi fenotipiche in |
un rapporto 9:3:3:1. Nel nostro caso osser- — -

viamo un rapporto 3:1:3:1. Esaminiamo un | i 24 Fla) = 4 m7a4 i—
carattere per volta (ad esempio per il carat- | (22409) = 34 base |7

tere altezza B) che rapporto osserviamo: | Rappoto | pen il (are % Dlone del e (4] =
quante piante alte sono presenti nella pro- 3,42**2): 5,‘;%% 3

genie? 31+12= 43 piante alte. Quante pian- -

te basse? 29+9= 38 piante basse. Quindi il —Allgds | Yigva L fnln.
fenotipo Alto:Basso € in un rapporto 1:1. Al- | A'QJ

lora un genitore sara eterozigote per il gene dell’altezza (Bb) e I'altro omozigote recessivo (bb).
Quante piante gialle abbiamo nella progenie? 31+29= 60 piante a semi gialli. Quante piante a
semi verdi? 12+9= 21piante a semi verdi. Quindi il fenotipo seme giallo:seme verde € in un rap-
porto 3:1. Allora entrambi i genitori saranno eterozigoti per il gene del colore (Aa).

Esercizio 4
La manifestazione del carattere che studiamo in questa famiglia la indichiamo col simboletto
‘ R ‘ pieno per cui gli individui che non manifestano il carattere
“EsEpcao 4T sono indicati con un simboletto vuoto. Sulla base delle in-
] i , formazioni riguardanti la segregazione del carattere in que-
Fl ; sta famiglia siamo in grado di comprendere le modalita con
T 1 " cuiil carattere viene trasmesso, ovvero stabilire se il carat-
O O- - — tere & dominante o recessivo e se & autosomico o X-linked.
| [—‘E — Procediamo con ordine: il carattere € dominante o recessi-
- vo? L’incrocio informativo € il primo: da due individui reces-
sivi non possono nascere figli con fenotipo dominante; di
(B IS : * conseguenza il carattere & dominante. Infatti dal primo in-
crocio otteniamo figli che manifestano il carattere e figli che non lo manifestano. domanda 2: &
un carattere autosomico o potrebbe essere un carattere legato ai cromosomi sessuali? Il carat-
tere € autosomico. Se fosse un carattere dominante presente sul cromosoma X dovremmo 0s-
servare tutte figlie femmine che manifestano il carattere perché il padre I-1, che presenta il ca-
rattere, dovrebbe avere genotipo (X*Y) emizigote per I'allele dominante; di conseguenza dareb-
be a tutte le figlie il cromosoma X* e tutte devono necessariamente manifestare il carattere.
Quindi ora sappiamo che il carattere & autosomico dominante. Domanda 3: se gli individui IlI-2
e IlI-3 si incrociassero qual € la probabilita che abbiano un figlio che manifesti il carattere? Per
rispondere dobbiamo attribuire i genotipi a tutti gli individui possibili dell’albero. Partiamo
dallalto: chiamiamo il gene A. In ciascuno dei due genitori sara presente l'allele A perché en-
trambi manifestano il carattere e poiché dal loro incrocio nascono figli che manifestano il caratte-
re e figli che non lo manifestano allora quelli che non lo manifestano devono essere genotipica-
mente omozigoti recessivi; di conseguenza i due genitori I-1 e I-2 devono avere genotipo Aa.
L’individuo 1I-2 manifesta il carattere e siamo in grado di attribuirgli anche il genotipo perché
sposa una donna II-1 che non manifesta il carattere (aa) e dal loro matrimonio nasce un figlio IlI-
1 che manifesta il carattere (Aa) ed una figlia Ill-2 che non lo manifesta (aa), per questo motivo
deve avere genotipo Aa. La femminuccia |l-4 fenotipicamente non manifesta il carattere e geno-

P |
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tipicamente e (aa); sposa un individuo II-5 che manifesta il carattere: poiché dalla loro unione
nasce anche una figlia 1ll-4 che non manifesta il carattere, allora l'individuo 1I-5 deve avere
genotipo Aa, perché se fosse stato AA avrebbe avuto tutti figli fenotipicamente A-. Quindi il figlio
[11-3 avra genotipo Aa perché da un incrocio tra un individuo Aa ed uno aa non possono nascere
figli con genotipo AA. Quindi abbiamo genotipi certi per gli individui IlI-2 e 1lI-3. Da questo
incrocio possono nascere sia figli che manifestano il carattere (Aa) sia figli che non lo manife-
stano (aa); la probabilita che manifesti il carattere € 2 cosi come la probabilita che non lo
manifesti perché da un incrocio Aaxaa si ottiene 2 di probabilita di progenie Aa e 12 aa.

Esercizio 5
L’incrocio informativo sul tipo di trasmissione del carattere & quello tra gli individui II-1 e 11-2: se il
carattere fosse dominante non potrebbero mai nascere figli che lo manifestino da due genitori
) | che non lo manifestano perché questi ultimi sarebbero ge-
LLL L L[ L notipicamente recessivil Di conseguenza il carattere segue
SEROHO 5 ‘ N L : . .
una trasmissione recessiva. Il carattere & autosomico. Se

r | fosse un carattere legato al cromosoma X la femmina llI-
1dovrebbe essere genotipicamente X2X2: un cromosoma X?
Y N Q lﬁ verrebbe dato dal papa e un cromosoma X@ dalla madre;
‘ — ~ ma siccome il maschio non manifesta il carattere e genoti-
= ; O picamente & emizigote X*Y non puo avere figlie fenotipica-
mente recessive nonostante la moglie |I-1 possa portare

‘ ‘ l'allele su uno dei suoi cromosomi X; di conseguenza il ca-
rattere e recessivo autosomico. Gli individui che manifestano il carattere hanno tutti genotipo aa.
La femminuccia IlI-2 potrebbe avere genotipo Aa o genotipo AA, perché da due genitori Aa
possono nascere sia figli genotipicamente AA, sia Aa, sia aa. Possiamo escludere che abbia
genotipo aa semplicemente perché non manifesta il carattere; allora scartando % di probabilita
genotipica aa restano in ballo nel quadrato di Punnett tra due eterozigoti 1/3 di probabilita
genotipica AA e 2/3 di probabilita genotipica Aa. La probabilita che nasca un figlio che manifesti
il carattere dall'incrocio tra 1ll-2 e 11I-3 & data da: 2/3 di probabilita che l'individuo 1ll-2 sia Aa x 12
di probabilita che dia al figlio I'allele a x 1 di probabilita che I'individuo IlI-3 dia il suo unico allele
a, e cioé 1/3 di probabilita che il figlio sia genotipicamente aa.

Esercizio 6

Immaginiamo che dalla coppia in questione nascano tanti figli (sono conigli ©), almeno un
centinaio e che nessuno di questi figli manifesti il o | o

carattere che stiamo analizzando. Il fatto che il caratte- -—E"—--‘—g-m(t A T
re sia recessivo non € compatibile con questa situazio- ; RN |
ne perché il fatto che nessuno dei figli non manifesti il ——— ; -rﬁﬂ e
carattere (su una progenie cosi numerosa) cozza coni __ EEa 1 {ij}) T 1.1 1
calcoli statistici: se i due genitori I-1 e |-2 fossero —— O 1 O q H.0 o
eterozigoti Aa, da un incrocio Aa x Aa abbiamo 3 di ' ‘ ‘
probabilita che nascano figli fenotipicamente A-; e quindi su 100 figli statisticamente 75 dovreb-
bero manifestare il carattere, mentre %4 di progenie non dovrebbe manifestarlo e cioe almeno 25
figli su 100! Su questi grandi numeri (centinaia) se non si verifica un comportamento mendeliano
allora c’¢ qualcosa che non va (escludiamo scientificamente che il marito sia cornuto ©).
L’insegnante ci dice oltretutto che gli individui I-1 e I-2 sono linee pure che per definizione sono
due linee omozigoti: quando due linee omozigoti con lo stesso fenotipo vengono incrociate,
otteniamo una progenie in cui dovrebbe comparire sempre lo stesso fenotipo e genotipo dei
genitori! In questo caso il fenotipo parentale non compare mai: potrebbe essere un esempio di
complementazione. Se si trattasse di complementazione dovremmo ammettere che vi siano due
geni indipendenti che perd sono coinvolti entrambi nella manifestazione di un unico fenotipo
(quello che osserviamo nei genitori). La complementazione & quindi I'interazione del prodotto di
geni differenti per dare un unico fenotipo: chiamiamo i due geni A e B. | due genitori sono due

—
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linee pure, ma per poter osservare nella progenie complementazione, dobbiamo assumere che
uno dei genitori abbia genotipo AAbb e l'altro abbia genotipo aaBB (sono entrambe linee pure
perché omozigoti per entrambi i geni, solo una & omozigote dominante per un gene e omozigote
recessiva per l'altro e l'altra linea e reciproca). Dall'incrocio di queste due linee pure i figli saran-
no genotipicamente tutti doppi eterozigoti AaBb. Siccome abbiamo detto che la complementa-
zione si verifica nel momento in cui due prodotti di geni differenti interagiscono per dare un unico
fenotipo allora stiamo ammettendo che siano i prodotti del gene A e del gene B funzionali
(dell’'allele A e dellallele B) entrambi presenti in tutta la progenie Il. Se incrociassimo due indivi-
dui della F1, tipo II-1 e 1I-2 che rapporto fenotipico ci aspetteremmo nella generazione successi-
va? Incroceremmo quindi AaBb x AaBb, ma fenotipicamente avremmo solo due espressioni, e
cioé il simbolo pieno come i nonni I-1 e II-2 e il simbolo vuoto come i genitori e zii della genera-
zione II. Il rapporto 9:3:3:1 descrive 4 classi fenotipiche possibili dall’incrocio di due diibridi,
quindi osserveremmo un rapporto che € una modificazione del rapporto 9:3:3:1, ovvero un rap-
porto 9:7, di cui 9/16 di individui con fenotipo dei genitori 1I-1 e 11-2 e genotipo A-B-; e 7/16 di in-
dividui con fenotipo differente e con genotipi A-bb (3/16), aaB- (3/16), aabb (1/16).

Esercizio 7
Abbiamo una donna di gruppo sanguigno A che ha due figli, uno di gruppo 0 e I'altro di gruppo
B; questi due figli li ha avuti in due matrimoni diversi, uno col padre P1 e uno col padre P2. P1 &

di gruppo 0 e P2 & di gruppo AB. Sulla base di queste affer- —giesizin %

mazioni sierologiche e sulla base della conoscenza del si- _ L
stema ABO siamo in grado di attribuire la paternita a questi Tidie < —_?»__ e
signori, ovvero di stabilire di chi & figlio F1 e di chi F2 rispetto H4 1:‘; 4
ai due partner della donna? Gli individui di gruppo 0 hanno ;f{ FoTP
un genotipo specifico (I°I°) e sicuramente sia il figlio F1 che Pla, B ATP
individuo P1 hanno questo genotipo. Gli individui di gruppo T4

AB hanno genotipo eterozigote (I*IB) e quindi l'individuo P2 B3 1Y

avra questo genotipo. La madre fenotipicamente A avra un
allele I* nel suo genotipo ma l'altro allele potrebbe essere I* oppure I°, perché I* &€ dominante su
I°. Allo stesso modo gli individui di gruppo B possono avere genotipo (IBI°) oppure (IBI). Che ge-
notipo avra quindi la madre? La madre ha genotipo (I1*1°): se cosi non fosse non avrebbe potuto
avere un figlio fenotipicamente 0 né I'altro fenotipicamente B. P1 di chi non puo essere il padre?
Di F2 perché P1 ha genotipo (I°°) e la madre (I*1°), di conseguenza I'allele IB non poteva venir
fuori dal nulla; quindi potrebbe essere il padre di F1, ma non di F2. P2 potrebbe essere il padre
di F1? No, perché ha genotipo (I*I®) e non ha alleli I° da dare al figlio; quindi F1 deve aver eredi-
tato I° dalla mamma e I° dal papa; posiamo ammettere la compatibilita invece tra P2 ed F2. Ov-
viamente questa € un’analisi di esclusione di paternita e non di attribuzione di paternita; cioe
escludiamo che P1 sia il padre di F2 e stiamo dicendo che P2 potrebbe essere il padre di F2,
ma qualunque individuo di gruppo 0 potrebbe essere il padre di F1!

Esercizio 8

Il reincrocio di un triibrido ha prodotto la progenie elencata in figura. Dobbiamo dedurre dai dati
forniti da questa progenie tutte le possibili informazioni riguardanti il triibrido. Stiamo quindi in-
crociando un triibrido con un triplo omozigote recessivo e quindi, stiamo osservando nella pro-
genie i risultati delle meiosi che sono avvenute nel genitore triibrido, perché I'apporto gametico
del genitore triplo omozigote recessivo € un unico tipo di gamete con i tre alleli recessivi (a, b,
d). la prima cosa che possiamo stabilire € se questi tre geni che stiamo osservando sono asso-
ciati o sono indipendenti. | numeri ci dicono che i geni sono associati: se i geni fossero stati indi-
pendenti avremmo osservato nella progenie otto classi fenotipiche equifrequenti (frequenza di
1/8; frequenza del 12,5%). (Se invece di un reincrocio avessimo avuto un inincrocio AaBbDb x
AaBbDd avremmo osservato 8 classi fenotipiche nella progenie ma con frequenza
27:9:9:3:9:3:3:1 se i tre geni fossero indipendenti!) Nel nostro esercizio osserviamo due classi
piu abbondanti che sono ABd (135) e abD (137) che definiamo classi parentali; abbiamo quindi
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ora capito la configurazione di questo triibrido: A e B sono associati in cis mentre D & associato
ER o0 € in trans. Le classi meno abbondanti che
osserviamo sono AbD (1) e aBd (2) che
AaBbla x 4abb 4d definiamo classi doppi ricombinanti. Gli
ABD | 20 ] fitequen: altri saranno singoli ricombinanti, ma per
= 'gd “°<—5- Py stabilire quali sono ricombinanti in prima
ARENTALT 1L 4 b D 4384 regione e quali in seconda regione, biso-

g q g ’
| b | A2 Y fnequenia 3 gna prima stabilire quale sia il gene cen-
Dot no A1y lhf juenta 4 trale. Il gene centrale & A: se osserviamo
R cort > infatti la configurazione della classe paren-
4) 3 Asodlal | tale (abD 137) e la confrontiamo con quel-
2)Ae i D la della classe doppia ricombinante (AbD
) Alabl il gene G 1) notiamo che la posizione dei geni B e d
2 A B e identica, quella che varia € la posizione
XX 2 7 gom bin del gene A; di conseguenza A ¢ il gene
B 2 Cpol centrale! Definendo ora la prima regione
B » B ook s ombingnld quella compresa tra B ed A e la seconda
TS op regione quella compresa tra A e D, quali
C panentiale) : _ saranno allora i singoli ricombinanti in
| gune enbale £ A prima regione osservando le classi paren-
distanya [BA = (42443 442) xAcO\=[ 849 ¢ tali? Saranno BaD (13) e bAd (12). | sin-
“%421 goli ricombinanti in seconda regione sa-
(stanta | ADl= | (220300 4 449) X400 = 4516 It ranno BAD (22) e bad (20). Possiamo ora
FoFAt ’ calcolarci ora le distanze di mappa tra B ed
. i . A e tra A e D. Per la distanza di mappa
digtanta BO= PAxAD): S1A Al B lGdl= A Sl 4B o A dobbiamo considerare tutti i sin-
| ! goli ricombinanti in prima regione, tutti i

doppi ricombinanti, dividere il tutto per il totale della progenie e moltiplicare il risultato per 100 e
otteniamo la distanza di mappa in cM. Per la distanza di mappa tra A e D dobbiamo considera-
re tutti i singoli ricombinanti in seconda regione, tutti i doppi ricombinanti, dividere il tutto per il
totale della progenie e moltiplicare il risultato per 100 e otteniamo la distanza di mappa in cM.
Per ottenere la distanza di mappa tra B e D sommiamo poi le due distanze di mappa interme-
die ottenute.

Esercizio 9

Nellimmagine abbiamo schematizzato il reincrocio di un triibrido con un triplo omozigote reces-
sivo e quelli ottenuti sono i dati osservati nella progenie. Dobbiamo dedurre tutte le informazioni
possibili su questo triibrido in base ai dati che ci sono stati forniti. Innanzitutto dobbiamo ricor-
darci che se i 3 geni fossero indipendenti otterremmo 8 classi fenotipiche equifrequenti e
queste non sono equifrequenti. Se i geni fossero tutti e tre associati ci aspetteremmo due classi
molto piu abbondanti di tutte, due classi molto meno abbondanti di tutte, due classi di ricombi-
nanti in prima regione e due in seconda regione, quindi in sostanza osserveremmo 4 livelli di
frequenza ognuno rappresentato da due classi! In questo caso osserviamo nella progenie 2
livelli di frequenza: un gruppo rappresentato da classi fenotipiche numericamente di frequenza
(121; 120; 119; 120) ed un gruppo rappresentato da classi fenotipiche numericamente di
frequenza (10; 8; 12; 9). Cosa significa osservare due livelli di frequenza? Siccome stiamo
osservando una progenie con tre geni differenti, la loro configurazione potrebbe essere: tutti e
tre associati oppure due associati € uno indipendente su un altro cromosoma. La prima ipotesi
non é valida, in quanto se i tre geni fossero associati tutti e tre sullo stesso cromosoma avrem-
mo osservato nel reincrocio con un triplo omozigote recessivo 4 livelli di frequenza; ma noi ne
abbiamo osservati 2! Di conseguenza dobbiamo affermare che nel nostro esempio, due geni
sono associati sullo stesso cromosoma e un gene € indipendente su un altro cromosoma. E
come facciamo a capire quali geni sono associati e quale quello indipendente?
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Consideriamo i geni due per volta in tutte le
combinazioni possibili; consideriamo ad esem-
pio solo i geni A e B: in tutta la progenie osser-
vata abbiamo fenotipi AB, ab, Ab, aB. Quanti in-
dividui AB ci sono in questa progenie? 121+119.
Quanti individui ab? 120+120. Quanti individui
Ab? 10+12. Quanti individui aB? 8+9. su questi
dati possiamo affermare che A e B sono asso-
ciati in cis (guardando i parentali). Consideriamo
i due geni B e D: quanti individui BD, bd, Bd, bD
ci sono nella progenie? BD (121+8); bd
(120+10); Bd (119+9); bD (120+12): le coppie
hanno risultati troppo distanti tra loro (121+8);
mentre nel caso delle coppie di geni associati
AB abbiamo un livello simile (121+119). Se fac-
ciamo la prova con i geni AD osserveremo una
situazione simile a quella osservata con la cop-
pia BD. Quale sara la distanza di mappa tra A
e B? Numero di ricombinanti fratto la progenie
totale per 100.
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LEZIONE 12 (17/04/2015)

Le alterazioni della struttura e del numero dei cromosomi possono essere utilizzate per posizio-
nare (mappare) i geni sui cromosomi

| cromosomi sono stati de-
scritti per la prima volta verso
la fine del 1800; il termine

* [ cromosomi sono stati descritti per la prima volta
da Strausberger nel 1875.

* Il termine “cromosoma” € stato utilizzato per la cromosoma  si  riferisce
prima volta nel 1888 da Waldeyer per indicarne la all’affinita del DNA ai coloranti
marcata affinita per coloranti basici. basici essendo (il DNA) aci-
« Il conteggio del numero dei cromosomi puo essere do. | cromosomi possono es-
effettuato durante la metafase mitotica. sere osservati in maniera

semplice al microscopio ottico
durante un momento del ciclo
cellulare, ovvero in metafase
perché in questo momento i
cromosomi sono nel loro maggiore stadio di spiralizzazione, la cromatina € nel suo massimo
stato di compattazione perché un cromosoma non € costituito da una sola molecola di DNA ma
e complessata a proteine di vario tipo che possono essere di tipo istonico e di tipo non istonico e
attraverso l'interazione con queste proteine la molecola di DNA si avvolge attorno alle proteine
istoniche e si compatta. E possibile osservare il cariotipo di un individuo compiendo delle
semplici operazioni: a seconda del tessuto utilizzato e della specie in esame le tecniche per
analizzare il cariotipo sono differenti.

* Ogni cromosoma € costituito da una fibra di
cromatina (1 molecola di DNA + proteine).

Nellimmagine & schema-
tizzata la tecnica per
eseguire un cariotipo della
nostra specie. Si effettua
un prelievo di sangue, si
centrifuga la provetta per
separare la fase sierosa da
quella cellulare, si preleva
con una normale pipetta la
fase cellulare che presenta i linfociti (nella nostra specie i globuli rossi sono anucleati per cui
sono inutili per effettuare il cariotipo) e si mettono in coltura in modo tale che comincino a
dividersi, dopo un certo tempo si somministra alla coltura un veleno mitotico (una sostanza che
blocca la mitosi) e facendo trascorrere del tempo dall’aggiunta di questo veleno la maggior parte
delle cellule presenti in coltura si trovera in metafase, blocchiamo cosi la mitosi quando i
cromosomi sono facilmente visualizzabili. Dopo si prelevano queste cellule, si effettuano una
serie di lavaggi e si sospendono in una soluzione ipotonica perché in questo modo le cellule si
rigonfiano fino a scoppiare; poi si preleva questa soluzione con una pipetta e si lasciano cadere
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delle gocce sul vetrino in modo che i cromosomi si dispongano non uno sopra l'altro ma in ma-
niera contigua e si osserva il vetrino al microscopio. Si riescono a vedere anche senza colora-
zione, ma per facilitare la visualizzazione si effettuano anche delle colorazioni con coloranti ba-
sici.

Un tempo le piastre metafisiche ottenute venivano

fotografate, si ritagliavano dalle foto i singoli cromo- ‘ ( ) ( l <

somi e si effettuava la ricostruzione del cariotipo (a \ }, ))
mano). Oggi questa operazione si effettua al compu- ' !

ter mediante specifici programmi di elaborazione di ! ? * ¢ *
immagini. Nellimmagine osserviamo un cariotipo

femminile. Si utilizza oggi una tecnica avanzata di )' 7' lr ll "‘ )t ‘r
colorazione che consente di marcare ogni coppia di '

omologhi differente con un colore differente. Si pud  * ot ’ » oo
utilizzare anche la tecnica del bandeggio, utilizzan- . /

do una colorazione che consente di visualizzare sul " Jl .‘ ’( h’ "
cromosoma delle bande (strisce chiare e strisce ¥ “ = » il "
scure): il colorante si lega maggiormente alle regioni

eterocromatiche dei cromosomi, ovvero quelle piu ’.‘ it 3 ¥ )‘
spiralizzate. Le regioni eterocromatiche possiedono » » » x 4
meno geni rispetto a quelle eucromatiche e questi

geni vengono trascritti con na minore frequenza rispetto ad altri. Ricordiamo che la regione
maggiormente eterocromatica di un cromosoma & quella del centromero.

In base alla posizione del centromero i cromosomi possono essere classificati in me-
'Memnmc tacentrici (quando il centromero divide il cromosoma in due bracci di uguale lun-
ghezza); submetacentrici o acrocentrici (quando il centromero & spostato verso
una delle due estremita); telocentrici (quando il centromero € posizionato ad una
delle due estremita del cromosoma).
Quando abbiamo parlato della teoria cromosomica dell’ereditarieta abbiamo detto
Acrocentric che Morgan é riuscito ad attribuire piu geni ad uno stesso cromosoma ed & stato
- 1] piuttosto facile in quanto i geni che studid erano associati sul cromosoma X e quindi
Telocentric seguivano un particolare tipo di trasmissione. Ovviamente nelle specie che presen-
tano sesso omogametico e sesso eterogametico esistono anche gli autosomi, i cui
geni hanno una trasmissione autosomica (non seguono le regole della trasmissione
sessuale), quindi non & facile capire su quale cromosoma sia posizionato un determinato gene.

»

Submetacentric

»

Come si fa a stabilire su quale autosoma si trova un gene? Ci sono vari
approcci: ci sono approcci formali che consentono di attribuire un de-
terminato gene ad uno specifico autosoma. Il primo approccio utilizzato
nella nostra specie consiste nella formazione degli ibridi somatici cel-
lulari: fare degli ibridi somatici cellulari nella nostra specie consiste nel
prelevare delle cellule umane (di solito fibroblasti) e delle cellule tumo-
rali di topo perché queste ultime hanno la caratteristica di essere im-
mortali (si replicano all'infinito, non smettono mai di replicarsi); a que-
sto punto se ne promuove la fusione, cioé si mettono nella stessa col-

tura (capsula di Petri) in presenza del virus di Sendai che promuove la . gea ot
fusione delle membrane plasmatiche dei due tipi di cellule e la fusione salcva modin
delle membrane nucleari, si formera una cellula ibrida che contiene un “

unico nucleo all’interno del quale ci sono i cromosomi di topo e i cro-

mosomi umani. Queste linee ibride non riescono a conservare tutti i @ @

Hybedd colony A Colony B Colony C

cromosomi umani, alcuni li perdono; quindi si creano nella piastra vari

101



cloni ibridi che hanno mantenuto un certo numero di cromosomi umani. L’esclusione di cromo-
somi umani € casuale, quindi ci saranno dei cloni ibridi che avranno mantenuto ad esempio i
cromosomi 1, 5, 7 e 9; altri cloni che hanno mantenuto i cromosomi 2, 4, 6, 8, 12; altri cloni altri
Cromosomi e cosi via.

Coerng ot ey o e Sl

Essendo I'esclusione di ti-
po casuale e possibile che
si formino ibridi che ab-
biano mantenuto gli stessi
cromosomi umani.
Nellimmagine possiamo osservare un metodo per effettuare I'attribuzione di uno specifico gene
umano ad uno specifico autosoma. Nella tabella &€ schematizzato il contenuto di cromosomi
umani di tre linee ibride (linea 23, linea 34 e linea 41): la linea 23 ha mantenuto i cromosomi
umani 1, 2, 3 e 4; la linea 34 ha mantenuto i cromosomi umani 1, 2, 5 e 6; la linea 41 invece i
cromosomi umani 1, 3, 5 e il 7. Nella parte destra della tabella abbiamo una serie di prodotti
genici che sono stati testati in queste linee cellulari ibride: immaginiamo di avere questi quattro
geni umani (A, B, C, D) per ciascuno dei quali conosciamo lo specifico prodotto genico (ancora
meglio se il prodotto genico € un enzima per la sua attivita specifica); nella linea 23 non abbiamo
riscontrato l'attivita enzimatica del prodotto del gene A, mentre abbiamo riscontrato quella del
gene B, non abbiamo riscontrato quella del gene C e abbiamo riscontrato quella del gene D;
nella linea 34 abbiamo riscontrato l'attivita enzimatica del gene A e D e non quella dei geni B e
C; nella linea 41 abbiamo I'attivita di A, B e D e non quella di C. Guardando la tabella possiamo
dire che 'enzima codificato dal gene C non & presente in nessuna delle tre linee ibride che
stiamo osservando e non possiamo fare alcuna deduzione riguardante la posizione del gene C,
dovremmo quindi andare ad analizzare altre linee ibride. Ovviamente sappiamo quali sono i
cromosomi umani trattenuti dalle linee ibride perché ne facciamo il cariotipo e morfologicamente
siamo in grado di riconoscere quali sono i cromosomi umani e quali quelli murini, e sappiamo
riconoscere nellambito dei cromosomi umani quale € il cromosoma 1, quale il 2 e cosi via. Il
prodotto del gene A nella linea 23 non € presente; € presente invece sia nella linea 34 che nella
linea 41: quali sono i cromosomi comuni alla linea 34 e alla linea 41? Il cromosoma 1 e il
cromosoma 5 sono comuni, ma il cromosoma 1 &€ comune anche alla linea 23 e in questa linea
non compare il prodotto del gene A, quindi sicuramente il gene A non € presente sul cromosoma
1 ma deve stare sul cromosoma 5. Facciamo un ragionamento analogo per il gene B. Lattivita
del prodotto del gene B la ritroviamo nella linea 23 e in quella 41: quali sono i cromosomi
comuni alla linea 23 e alla linea 417 Il cromosoma 1 e quello 3, ma il cromosoma 1 & presente
anche nella linea 34 dove non c’e I'attivita del prodotto del gene B, di conseguenza il gene B
deve essere localizzato sul cromosoma 3. Il gene C non possiamo attribuirlo a nessun cromo-
soma in esame. |l gene D € espresso in tutte e tre le linee cellulari e il cromosoma che € comu-
ne a tutte e tre le linee cellulari & il cromosoma 1, per cui il gene D si deve trovare sul cromoso-
ma 1.

Aberrazioni Cromosomiche Una volta attribuito un gene
ad un cromosoma il passo

successivo € capire in quale

Il numero di cromosomi delle cellule somatiche (2n) e punto del cromosoma €& posi-
gametiche (n) di una specie ¢ gpneralmente costante, grazie alla  zionato il gene e anche se e-
precisa ripartizione dei cromosomi durante le lelSlOl’ll cellulari.  siste una relazione tra la po-

sizione del gene sul cromo-
soma e la mappatura geneti-
ca di quel determinato cro-
mosoma; cioe fare un con-
fronto tra la mappa fisica

In alcuni casi possono verificarsi alterazioni della struttura o del
numero dei cromosomi: aberrazioni cromosomiche

(mappa citogenetica) e la mappa statistica (mappa in cM).
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Nellimmagine possiamo osservare la schematizzazione del
cromosoma: il bandeggio del cromosoma & specie-specifico e
riproducibile; per una certa specie se ripetiamo per cento volte
un cariotipo con bandeggio otterremo per ogni cromosoma
sempre lo stesso profilo, quindi non & una colorazione casuale
ma dovuta a particolari caratteristiche del cromosoma; infatti i
cromosomi vengono suddivisi in regioni e sottoregioni che
hanno dei nomi e dei numeri ben precisi sulla base del ban-
deggio che si ottiene e rappresentano dei punti di riferimento
per effettuare un’attribuzione sempre piu certa della posizione
di un determinato gene. Quindi, avendo a disposizione delle
regioni sempre piu piccole si pud attribuire la posizione di un
gene in una regione sempre piu specifica. || metodo molecola-
re piu accurato per effettuare la localizzazione cromosomica e
un’ibridazione in situ, cioé si deve avere a disposizione un
pezzettino del gene che si vuole mappare, lo si deve comples-
sate ad un colorante che emetta fluorescenza, si denatura ot-
tenendo DNA a singolo filamento e si fa ibridare con il cariotipo
anch’esso denaturato e cosi il pezzettino del gene reso fluore-
scente andra a legarsi secondo il principio della complementa-
rita delle basi nella regione specifica, ovvero quella contenuta

CGM12
PSG3
PSG8
CGM13
PSG12
PSG1
PSGE
PSG7
CGM14
PSG13
CGM15
PSG2

p13.1

q13.1

nel gene d’interesse; osservando con microscopio a fluorescenza noteremo nei punti in cui
avvenuta l'ibridazione un segnale di fluorescenza e conoscendo il cromosoma in questione e la
specifica regione del cromosoma possiamo attribuire con certezza e precisione la posizione del
gene. Ovviamente non sempre si puo utilizzare questo tipo di approccio perché bisogna cono-
scere la sequenza a valle del gene. Prima dell’avvento di queste tecnologie molecolari & stato
comunque possibile mappare fisicamente i geni sui cromosomi utilizzando approcci che si basa-
no tutti sul fatto che esistono delle alterazioni della struttura dei cromosomi. Esse comprendono
alterazioni della struttura cromosomica e alterazioni del numero cromosomico. Le principali
alterazioni della struttura dei cromosomi sono: la delezione, la duplicazione, I'inversione e la

traslocazione.

La delezione cromosomica
e la mancanza di un intero
pezzo di cromosoma. Se im-
maginiamo che un cromoso-
ma nella sua forma selvatica
abbia una successione di ge-

(@bcdefdefghi)
ni(abcdefghi)uncromo-

|. Delezione: manca una parte del cromosoma (ab c g h i)

2. Duplicazione: una parte del cromosoma € ripetuta due volte

soma deleto potrebbe avere 3. Inversione: una parte del cromosoma ha subito una rotazione
una successione genica (ab  di |80 gradi(abcfedghi)

c g h i), gli manca il pezzo

che contiene i geni (d e f). La 4.Traslocazione: una parte di un cromosoma si € spostata su

duplicazione €& il concetto
opposto: su un cromosoma
una certa regione € ripetuta
due volte, facendo riferimento
alla sequenza genica in alto

un altro cromosoma non omologo
Se un cromosomaéabcdefghielaltroeuvwxyz
la traslocazione (reciproca) potrebbe essere
abcdefxyz anduvwghi

potremmo avere una duplicazione della regione che contiene i geni (d e f). Un’inversione € una
rotazione di 180° di un pezzo di cromosoma, non ci sono geni in piu 0 in meno, cambia I'ordine
dei geni: la regione invertita ha un ordine ruotato di 180° rispetto all’'ordine normale (abcfedg
hi). La traslocazione & uno scambio di pezzi di cromosomi tra cromosomi hon omologhi,
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quindi se consideriamo la sequenza in alto e quella di un altro cromosoma (u v w X y z) una
traslocazione reciproca potrebbe generare un prodotto del tipo (a b c d e f x y z) su un cromo-
soma e (u v w g hi); si hanno quindi dei cromosomi che hanno una sequenza genica che non &
quella canonica di quel determinato cromosoma, ma conterra un pezzo di un altro cromosoma.

Nellimmagine notiamo una rappresentazione
grafica della delezione (dove manca un pez-
20), della duplicazione (dove compare due vol-

ABCODE FGH

Dolation A 8 C E FGH

® )

AR FeH o, ASCC 0L O H te lo stesso pezzo), dellinversione (il pezzo &
e ren e > ruotato), della traslocazione (dove c’&@ uno
e - scambio di pezzi di cromosomi).

— Reciprocal .
leoPa L] -7 AB PO R Delezlone

(0N [ O

» In omozigosi, la maggior parte delle delezioni sono
ietali (manca un intero tratto di cromosoma,
Le delezioni cromosomiche sono la mancan- contenente numerosi geni).

za di un pezzo grande di cromosoma contenen- | 1. aterozisosi. una delezione viene anc he definita in
. . . . . . . P 111 CLCI ULISU)I, ulild CICLIUIIC VICIIC dliCric dciitla in
te numerosi geni; quindi possiamo dire che in i (e | q . I
L e . emizigosi (c’e una sola copia dei geni coinvolti nella
omozigosi non sono vitali perché mancando
delezione) e generalmente ¢ vitale

un intero pezzo contenente una serie di geni nel
momento in cui manca lo stesso pezzo su tuttie » Nella regione di un cromosoma che corrisponde alla

due i cromosomi omologhi l'individuo (deleto in delezione sul cromosoma omologo il crossing-over &

omozigosi per quel pezzo di cromosoma) non  agsente (non c'é una controparte cromosomica con
ha una serie di geni; e se ad un individuo cui fare avvenire lo scambio).

manca una serie di geni e difficile che egli
riesca a compiere il proprio sviluppo pre e post-
embrinale. Non osserviamo individui omozigoti per una delezione. In eterozigosi sono gene-
ralmente vitali perché il cromosoma omologo non deleto sopperisce con i suoi geni alla man-
canza dei geni deleti sull’altro cromosoma. Se stiamo parlando di ceppi eterozigoti per una
delezione cromosomica, nella regione non deleta del cromosoma non osserveremo mai ricom-
binazione perché non c’€ una controparte sul cromosoma omologo con cui la regione possa
ricombinare: la ricombinazione avviene dopo che i cromosomi duplicati si sono appaiati e
'appaiamento oltre ad essere un evento cruciale (altrimenti non avviene il crossing-over) deve
avvenire in maniera precisa, si dice che i cromosomi si appaiano punto a punto altrimenti le
ricombinazioni genererebbero degli assetti molto strani; quindi la regione deleta sullaltro
cromosoma non si puo appaiare punto a punto con nulla, di conseguenza non potra mai ricom-
binare.

Quando una cella di un individuo con una delezione
in eterozigosi fa la meiosi, nel momento in cui gli
omologhi si devono appaiare come fanno ad ap-
paiarsi dato che i cromosomi sono morfologicamen-
te diversi? Si appaiano tranquillamente secondo
A & f F uno schema preciso: il cromosoma non deleto for-
Dskeklen Jeshviug CPS ma un’ansa in corrispondenza della regione di de-
lezione dell’altro cromosoma. Nellimmagine il cromosoma in bianco presenta la delezione della
regione contenente i geni C, D ed E; nel momento in cui si appaia con 'omologo non deleto,
quest’ultimo forma un’ansa in corrispondenza della regione contenente i suoi geni C, D ed E e si
appaia quindi punto a punto con le regioni in comune al cromosoma omologo che gli consentono
quindi creare I'appaiamento.
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Questo tipo di strutture si possono vi,sualizzare I1 genoma di Drosophila
molto facilmente in Drosophila perché essa ha s
una caratteristica a livello larvale. In Drosophila ci  » 3 assetti di autosomi
sono 4 coppie di cromosomi di cui una coppia di » 2 e 3 — cromosomi grandi e metacentrici
cromoslomi sessuali (coppia 1 XX o XY_), I cro- » 4 — cromosoma molto piccolo telocentrico
mosomi 2 e 3 che sono due cromosomi meta- ~

- . . N » Cromosomi X/Y (1)
centrici (autosomici belli grandi) e il cromosoma & q | )
4 che & piccolino (autosomico presenta pochi ge- > 2 & un cromosoma grande e telocentrico

ni).
Alcune peculiarita di Drosophila Ricordiamo inoltre che nel maschio

di Drosophila il crossing-over non
o e TR avviene. Un’altra caratteristica di
» Neile celiuie delia ghiandole salivari delie larve avviene Drosophila rende facile la mappatura
replicazione del DNA non seguita da divisione cellulare  dei geni e la visualizzazione delle a-
» | filamenti cromosomici duplicati restano fisicamente associati  berrazioni cromosomiche: nelle cellu-

» Nei maschi non avviene il crossing over

e formano strutture cromosomiche giganti (cromosomi le delle ghiandole salivari della larva
politenici). si verifica un fenomeno chiamato en-
doduplicazione.

. . . Cromosomi politenici
Questo fenomeno consiste in una serie di duplicazio- -

ni del DNA che non sono seguite da divisione cellula-  Sui cromosomi politenici € molto facile
re, ma i filamenti neosintetizzati restano tutti adiacen-

ti 'uno all’altro e si formano queste strutture molto _ o _
grosse (si arriva fino a 1024 molecole di DNA) che '’ Identificare aberrazioni cromosomiche
costituiscono i cosiddetti cromosomi giganti o cro- » Ottenere la mappa fisica di geni
mosomi politenici. Non sono esclusivi delle ghian- , Effettuare esperimenti di ibridazione
dole salivari di Drosophila, ma si trovano anche in

specifici tessuti di altre specie. Grazie alla presenza di cromosomi politenici € facile individuare
la presenza di aberrazioni cromosomiche, ottenere mappe fisiche dei geni ed effettuare esperi-
menti di ibridazione in situ, perché avendo a disposizione delle strutture cosi grosse & piu sem-
plice la visualizzazione.

Nellimmagine osserviamo un particolare di cromosomi po-
litenici (cromosoma X di Drosophila): in alto osserviamo il
tratto selvatico del cromosoma (senza alcuna aberrazione
cromosomica), nella parte centrale c’€ una delezione in e-
terozigosi (si visualizza I'ansa durante I'appaiamento dei
cromosomi omologhi); per lo stesso motivo, quando c’e
una duplicazione in eterozigosi (su un cromosoma c’e una
regione ripetuta due volte e sullomologo c’e la sequenza
normale) nel momento in cui essi si appaiano il loop (ansa)
si formera sul cromosoma duplicato (nellimmagine in bas-
S0).

Figura 6.18 Cromosomi politenici che mostrano ) la struttura
normale delle regiom 6 ¢ 7 nel mezzo del cromasoma X di Droso-
phita, {b) un cterozigote con una delezione della regione 6F-7C in
uno dei ¢cromasomi (freceia) € (¢} un cromosoma X ¢he mostra una
duplicozione n tandem invertita della regione 6F-7C. In (), le
bande evident nelle regioni 74 e 7C sono presenti nel cramosama
supericre, ma assenti in quelle inferiere, indicande che il cromo-
soma infériore ha subito una deleziane. In (c) le sequenze dupicate
sono, da sinistca a destra, 7C, 78, 7A, 7A, 7B, 7C.

105



Genotipo w/Df

Fenotipo

Utilizzando le aberrazioni cromosomiche € pos-
sibile fare una mappatura fisica precisa dei ge-

szl IE

elimina il gene wt

ni che si trovano su un determinato cromosoma;
OGER besciy capire in quale regione del cromosoma di trova
quel gene. L’'esempio nellimmagine riguarda il

H‘

Of non elimina il gene w*

cromosoma X perché il gene indicato € white
(w). Per fare una mappatura per delezione ci
serve un ceppo che sia mutante in omozigosi, in
questo caso per il gene w e differenti ceppi che

Occhi rossi

siano deleti per il cromosoma X ma la delezione

Flgura 7.20 > Principio della mappatura per delezione per localiz- . . AT . .
zare un gene su un cromosoma di Drosophila. Come esempio viene riguardi delle regioni differenti del cromosoma;

utilizzato il gene white del cromosoma X, la cui mutazione reces- per Ccui avremo un ceppo che presentera la dele-

siva w determina il colore bianco dell‘occhio.

zione in una posizione del cromosoma; un ceppo

due che presenta una delezione in un’altra posizione del cromosoma; un ceppo tre che presenta
una delezione in un’altra posizione del cromosoma ed un ceppo quatto e cosi via. Quante piu
regioni delete abbiamo (quanti piu ceppi con la delezione nel cromosoma X in posizioni differen-
ti) e quanto piu piccole sono queste delezioni allora tanto piu accurata sara la mappatura che

riusciremo a fare. Il principio

per fare una mappatura per delezione € quello di mettere in

eterozigosi un cromosoma che viene dalla linea omozigote per la mutazione con un cromoso-

ma deleto; quindi creare degli

eterozigoti per la delezione e andare ad osservare il fenotipo di

questi eterozigoti: se I'eterozigote che abbiamo creato presenta un fenotipo selvatico (per il
colore dell’occhio in questo caso) allora la delezione che stiamo considerando non comprende il

gene white in questo caso.

Se abbiamo quindi degli eterozigoti del tipo 2, 3, 4 e
5 in figura, il colore dell’'occhio é selvatico perché la
delezione ¢& in una regione esterna al punto in cui si
trova il gene w. Nel momento in cui ritroviamo un
ceppo eterozigote per la delezione che presenta
fenotipo occhio bianco (fenotipo mutato) allora il
cromosoma deleto (utilizzato per creare questo
eterozigote) manca di un pezzo di cromosoma nella
regione che comprende il gene w*, quindi questo
eterozigote ha l'allele w sul cromosoma che abbia-
mo preso dal ceppo omozigote per la mutazione e
sull’altro cromosoma non ha nessun allele w perché
quella regione € deleta, di conseguenza il fenotipo
che si manifesta € mutato (si comporta come se
fosse emizigote).

Delezions  Purti di rothwa  Fenotipo

I‘g

DifLjw AL 362 Occhi bianchi

i

xIa

Difl)t7® 6F1-2; 7Ck2 Qcchi rossi

y
|

|

DfL)m?5%4  10C1-2; 10E1-2  Occhi rossi

|
|

Difly+7%  14B13; 1589  Occhi rossi

I

“I

DRmaB  19A1-2;204  Qcchi rossi

!

W colore delfocchio mutante osservato con D1 ! indica che il gene white & compreso
nefla delezione tra i punti di rotture nelle bande 3A1 e 3C2 sul cromosoma X,

g Unequal crossing-over

Sl 16AA ey~ Dy Pllcation =2 coples
of 164 (Bar)

from s —— — Deleti

b)

Ix Unequal crossing-over

L e 7. 17| e e

l

e AN AT A Three copies of 16A
and )

CifALy  Onecopyof164
(normal)
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La duplicazione € una regione cromosomica presente due vol-
te in successione che viene fuori dai crossing-over ineguali.
Immaginiamo una coppia di omologhi che invece di appaiarsi
punto a punto si appai in maniera leggermente storta: se av-
viene ricombinazione tra due cromosomi omologhi appaiati in
maniera leggermente sfalsata si genera un cromosoma con
due copie di una ragione (nellimmagine la regione 16A di Dro-
sophila) e un cromosoma deleto con nessuna copia della re-
gione 16A. Se avvenisse un ulteriore crossing-over ineguale tra
due cromosomi con la duplicazione si formera una terza copia
di quella regione ed & esattamente quello che accade quando
osserviamo il fenotipo Bar in Drosophila, che & un fenotipo
dominante del colore dell’occhio (omozigosi della regione 16A),



occhio piu stretto; quando le duplicazioni della regione 16A sono tre allora si osserva sempre
occhio a barra ma il fenotipo € piu severo, cioé I'occhio € ancora piu piccolo.

Nellimmagine osserviamo

| geni w ed ec sona molto distanti sulla

un Confronto tra una map' mappa genetica, ma risultano essere

pill vicini sulla mappa fisica del cromosoma.

pa genetica ed una mappa

fisica del cromosoma X

politenico di Drosophila sul

quale sONO stati MapPati  Soeerarspotorcn o
una serie di geni; POSSIa- i mats seetcs e mosra
mo notare la distanza fisi- S s o whitey o . S e
ca tra i geni, mentre nella  m« sle con « rimsgate i mappa i, m o i e

parte superiore ™

dellimmagine notiamo la mappa genetica: notiamo che sicuramente 'ordine dei geni tra le due
mappe € lo stesso e anche la posizione relativa dei geni, ma compaiono alcune discrepanze e
cioé, geni che sulla mappa genetica appaiono lontani perché ricombinano tra di loro sulla mappa
fisica sono piuttosto vicini. Questa discrepanza € conseguenza del fatto che la ricombinazione
non avviene in maniera omogenea per tutte le regioni di un cromosoma, ma ci sono delle regioni
che presentano un tasso di ricombinazione maggiore rispetto ad altre regioni per la loro costitu-
zione in basi azotate o per la loro maggiore complessita; di conseguenza su una mappa geneti-

ca due marcatori possono apparirci piu distanti di quanto siano nella realta.

Inversioni Le inversioni sono un’alterazione della struttura dei
I e cromosomi che si genera perché un pezzo di cromo-
» Le inversioni possono essere classificate in: . S ™ . .

soma ruota di 180°, quindi non abbiamo aumento né

diminuzione dell'informazione genetica (il contenuto
genico € lo stesso rispetto ad un cromosoma non in-

» Pericentriche - includono il centromero

» Paracentriche - non includono il centromero

vertito) ma cambia 'ordine dei geni.

a) Pericentric hmloﬂ b) Pluaomrk Inversion
(includes centrome: (does not include centromere)

Possono essere pericentriche o paracentriche a seconda che | na @
I'inversione coinvolga o meno il centromero. In presenza di un’inversione *"’ —

in eterozigosi 'appaiamento meiotico puo avvenire? Ic} H E E
\ | cromosomi omologhi cercano in tutti i
cramosoms e — mp Modi di appaiarsi nella metafase: uno
COEE:  cEE TED ~“xamp dei cromosomi anziché fare un occhiel-
Flgwa 622 Appaiamento tra un cr normale ¢ Fomologo con urfinversione. lo come precedentemente descritto,

compie una sorta di giro su se stesso
in modo tale da appaiarsi con il cromosoma invertito cosi da avere la successione di geni che
corrisponde al cromosoma con inversione, sia nel caso di una inversione pericentrica che para-
centrica.

In questo modo i cromosomi si sono appaiati punto a punto quindi possono Inversione

anche ricombinare per la regione invertita; ma se avviene ricombinazione Paracentrica

per la regione con inversione cosa accade? Un macello! Infatti solitamente ;):LZE’::':E"’V”
affermiamo che linversione & un soppressore della ricombinazione; ma o 0soma acentrico
non e vero perché la ricombinazione avviene, quello che non vediamo ¢ yno dicentrico
quando c’é un’inversione in eterozigosi seguita da ricombinazione, sono i

prodotti della ricombinazione; in altre parole i gameti che si formano in

seguito alla ricombinazione sono gameti aberranti e quindi non parteciperanno alla formazione

della generazione successiva.
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Positon of crossing-over
within inversion loop

Nellimmagine & descritta una inversione
paracentrica, i cromosomi sono rappre-
sentati dopo la duplicazione (ogni omologo
e costituito da due cromatidi fratelli) avvie-

When the centromere is not incdluded in the inverted region,
one of the aossover products is a dicentric chromosome, and
the reciprocal product is an acentric chromosome. Among the
two ch ids not involved in the cr , one carries the
inversion and the other the normal gene sequence.

,,;‘/ Soinde ne I'appaiamento e il cromosoma selvatico
i compie un giro su se stesso ed avviene |l
3 4 crossing-over (tra il cromatidio con inver-

i S sione e quello senza inversione). | croma-

tidi non fratelli che non sono stati coinvolti
nello scambio saranno uno con l'ordine selvatico dei geni e l'altro con l'ordine invertito dei geni;
i cromosomi che vengono fuori dalla ricombinazione tra il cromatidio invertito e quello non
invertito saranno uno acentrico (privo di centromero) che non si attacca alle fibre del fuso l'altro
sara dicentrico, per cui i due centromeri si attaccheranno entrambi alle fibre del fuso (uno da un
lato e uno dallaltro), in questo modo il cromosoma si spezza: sia i gameti che contengono |l
cromosoma spezzato sia quelli che contengono il cromosoma acentrico non daranno prodotti
vitali; per questo motivo quando avviene un’inversione in eterozigosi osserveremo solo progenie
parentale nonostante avvenga la ricombinazione.

Inversione pericentrica
In una inversione pericentrica se avviene ricombinazione si forme- « || crossing-over

ranno due gameti parentali (uno con inversione e uno non invertito) e determina

due gameti ricombinanti che possiedono un’informazione genetica duplicazioni e

sbilanciata delezioni
dell'informazione

{A) Pericentric inversion 8) :'::m;‘m"ﬁm Spindle pole genetica

(due copie di un gene da una parte
e geni mancanti dall’altra parte) e
non contribuiranno alla formazione
della generazione successiva.

Position of crossing-over
within inversion loop.

When the centromere s included in the inversion
loop, one of the cx products is dupl d
for & and deficient for d; the other is duplicated
for d and defident for a. Among the two
chromatids not involved in the crossover, one
carries the inversion and the other is normal.

£

| Spindle pole

» Ceppo CurlylPlum (2); Dichaete/Stubble (3). Questo ceppo € eterozigote per le mutazioni

Tramite [l'utilizzo delle inversioni & possibile
mappare i geni. Come si possono attribuire i
geni agli autonomi di Drosophila? Con I'utilizzo
di ceppi letali bilanciati. Un ceppo letale
bilanciato di Drosophila € un ceppo letale
bilanciato per 4 differenti mutazioni che in
omozigosi sono letali, quindi quando osservia-
mo il fenotipo mutante di una di queste quattro

dominanti Cy, Pm, D e Sb che sono letali in omozigosi. Cy (ala Curly) e Pm (colore dell’occhio
Plum) si trovano sul cromosoma 2, mentre D (ala Dichaete) e Sb (setole Stubble) sul
cromosoma 3.

Cy + D+

+  Pm +  Sh

Tra i marcatori Cy e Pm, cosi come tra i marcatori D e Sb, non si formeranno ricombinanti
perché si trovano su regioni che contengono numerose inversioni cromosomiche in
eterozigosi. Cy/Pm D/Sb & un ceppo letale bilanciato; I'inincrocio tra due mosche di questo

cenno produrra solo progenie eterpzisote
Ceppe progurra soic progenie eterozigote.

mutazioni stiamo osservando un eterozigote

(romozigote non campa); due di queste mutazioni si trovano sul cromosoma 2, altre due si
trovano sul cromosoma 3: due sono mutazioni della forma dell’ala (curly e dichaete, una
riguarda la forma delle setole (stubble) ed una riguarda il colore dellocchio (plum). Curly e
plum sono sul cromosoma 2 mentre dichaete e stubble sul cromosoma 3. se ci costruiamo un
ceppo mutante per tutte e quattro le mutazioni allora il ceppo sara eterozigote per tutte e quattro
le mutazioni. |l ceppo mutante per le 4 mutazioni che ci costruiamo & un eterozigote in trans,
quindi sul cromosoma 2 abbiamo curly e + (+ come forma selvatica dell’allele plum) e + (+ come
forma selvatica dell’allele curly) e plum sul’omologo; sul cromosoma tre un omologo possiede
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dichaete e + (+ come forma selvatica dell’allele stubble) e I'altro omologo + (+ come forma sel-
vatica di dichaete) e stubble.

Cy + D+ - Cy + D+
: X :
Mantenere un cep- — ’ m— — ’ m—
po letale bilanciato __——=— ————_ e ———_

e semplice perché ——— W'\ —
una volta costruito L ——— el ———
i coomo  doppia. —— L= —
eterozigote in el S — T m

trans, facendo in- — 4—/\/\
croci risulterd sem- - B 5

pre progenie mu-
tante perché su en-
trambi i cromosomi
di questi ceppi letali Cy . D

bilanciati ci sono — > m—

una serie di inver-

sioni in eterozigosi e quindi qualora avvenisse ricombinazione durante la meiosi, i gameti ricom-
binanti non saranno mai vitali, di conseguenza manteniamo sempre l'assetto bilanciato: mante-
niamo un ceppo letale bilanciato quindi effettuando incroci tra maschi e femmine letali bilanciati
(femmina mutante per le 4 mutazioni e maschio mutante per le 4 mutazioni). Nellimmagine sono
schematizzati i tipi di gameti vitali che possono essere prodotti dalla femmina e dal maschio.
Nessuno & un gamete ricombinante, ma si possono formare 4 tipi di gameti differenti per
I'assortimento indipendente dei cromosomi: questi 4 tipi di gameti prodotti dalla femmina e dal
maschio non possono unirsi in tutte le combinazioni possibili 0 meglio, si possono unire in tutte
le combinazioni possibili ma non viene fuori progenie se in una di queste combinazioni uno di
questi quattro geni € in omozigosi, per cui le frecce indicano le uniche combinazioni vitali possi-
bili ciascuna delle quali da origine ad un quadruplo eterozigote in trans per ogni coppia di geni
sul cromosoma 2 e sul cromosoma 3.

Mappatura tramite ceppi letali bilanciati
"""""" oo Immaginiamo di aver isolato

Immaginiamo di voler attribuire una mutazione autosomica recessiva m ad uno specifico cromosoma d

Drosophile. § . ’ un nuovo mutante di Droso-
» Incrociamo una femmina omozigote per la mutazione m/m con un maschio letale bilanciato Cy/Pm; D/Sb; ph”a (mUtante receSSiVO) elo
chiamiamo m; se é recessivo

m/m X — - e allora il ceppo che manifesta

v 4 la mutazione & omozigote

D ot N — (m/m); vogliamo capire su

T Pa— — quale cromosoma si trova

N —— — questa mutazione (avendo

C‘Fr @ escluso i cromosomi sessua-

li). Utilizziamo quindi i ceppi

Genotpt e Fenti 1 S Z——> letali bilanciati. Cominciamo

effettuando un incrocio tra

m/+ (selvatico) Cy +/+ +; (Curly) D +/+ + (Dichaete) . .

. + Pt +: (Plom) + 5o/t + (Seubble una femmina omozigote re-
m/+ (selvatico) Cy +/+ +; (Curly) + Sbi+ + (Stubble) cessiva per la mutazione m e
m/+ (selvatico) + Pm/+ +; (Plum) D +/+ + (Dichaete) selvatica per cu r|y, dichaete,

plum e stubble (che abbia solo fenotipo m) con un maschio letale bilanciato per le 4 mutazioni:
i gameti prodotti dalla femmina saranno di un solo tipo (m e selvatici per dichaete, stubble, plum
e curly); i gameti prodotti dal maschio saranno di quattro tipi come in figura. La progenie ottenuta
dallincrocio sara fenotipicamente tutta selvatica per la mutazione m che stiamo studiando (per-
ché i maschi letali bilanciati non sono mutati per m) mentre osserveremo diverse combinazioni
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fenotipiche per curly e dichaete che riflettono i tipi gametici del maschio e quindi: % di progenie
curly e dichaete; % plum e stubble; % curly e stubble ed 4 plum e dichaete.

Effettuiamo un ulteriore T Genotipi ¢ Femotipi F1 T
incrocio tra una femmina mi+ (selvatico) Gy ++ + (Curly) D +/+ + (Dichaete)
m utante per |a m UtaZIOne m/+ (selvatico) + Pm/+ +; (Plum) + Sb/+ + (Stubble)

m/+ (selvatico) Cy +/+ +;(Curly) + Sb/+ + (Stubble)

m che stiamo analizzando
(omozigote recessiva per
m e selvatica per gli altri 4

genl) e_ un maSChIO a caso a. Nessun individuo della F2 con fenotipo Curly ha la mutazione m: il gene m si trova sul cromosoma 2 (associato a Cy).
ottenuti nella F1 Nel maschio di Drosophila non avviene il crossing over, quindi se I'allele m & sul cromosoma 2, nei maschi della F1 non
IH : . puo ricombinare con Cy (che si trova sul cromosoma 2). In questi maschi, I'allele Cy e I'allele dominante del gene m (+) si
de” INCrocio precedente' trovano sullo stesso cromosoma (configurazione cis: + Cy/m +). Tali maschi produrranno solo gameti + Cy e m +. Una
prend]amo 18] ConS|de|’a- cellula uovo contenente I'allele m, fecondata da uno di questi gameti, non produrra mai progenie fenotipicamente Cy e

m/+ (selvatico) + Pm/+ +: (Plum) D +/+ + (Dichaete)
Incrociamo una femmina m/m con un maschio della F1

Femmina m/m (mutante) X Maschio m/+ (selvatico) Cy +/+ +; (Curly) D +/+ + (Dichaete)

Zione un maSChIO COl Dato che il cromosoma 3 assortisce in modo indipendente dal cromosoma 2, la meta dei gameti maschilimsaramDe
primo fenotipo (CU rly @ [laltrametasara m +, quindi la meta della progenie F2 fenotipicamente m sara Dichaete e I'altra meta avra ali selvatiche.

diChaete) . A Seconda de”a b. Nessun individuo della F2 con fenotipo Dichaete ha la mutazione m: il gene m si trova sul cromosoma 3 (per un
pOSiZione de| gene ragionamento simile a quello precedente.

I’esponsab”e de| fenotipo c. 11 50% degli individui della F2 con fenotipo m presenta fenotipo Cy e 'altro 50% fenotipo D: il gene m si trova sul

m  otterremo  risultati “°me°™*

differenti nella progenie di questo ulteriore incrocio. Un

primo risultato potrebbe essere che nessun individuo della F2 con fenotipo curly presenti la
mutazione m: deduciamo che il gene m si trovi sul cromosoma 2 dove € presente l'allele curly.

Nellimmagine abbiamo il genotipo della femmina

¢ * che si incrocia con il maschio della F1 precedente:

ek e G e LB - in questa femmina osserviamo m insieme alla forma
dol 44 [ [+ 4+ m [ N * [+ | selvatica degli alleli per curly e stubble ed & selvati-

ca anche per gli altri due geni plum e dichaete; nel
maschio F1 (ottenuto dall’unione tra il gamete maschile con mutazione curly e dichaete e |l
gamete femminile mutato per m e selvatico per gli altri due marcatori) osserviamo lallele
recessivo m in trans rispetto all’allele curly e poiché non avviene il crossing-over nel maschio di
Drosophila non potra mai avvenire ricombinazione tra curly ed m allora tutti gli individui della
progenie di questo incrocio con fenotipo curly necessariamente presentano l'allele + per la
mutazione m. Se il risultato osservato € I'assenza del fenotipo mutato m negli individui che
presentano fenotipo mutato curly deduciamo che la mutazione m si trovi sul cromosoma 2. Un
altro risultato potrebbe essere l'assenza allinterno della progenie ottenuta di individui con
fenotipo dichaete e fenotipo mutante m assieme. Deduciamo che m si trovi sul cromosoma 3
associato al gene dichaete e poiché nel maschio che stiamo utilizzando I'associazione € in trans
€ non avviene crossing-over non si possono ottenere ricombinanti; quindi nella progenie non
osserveremo mai contemporaneamente nello stesso individuo il fenotipo dichaete e il fenotipo
mutante per m. Se invece ci ritroviamo nella situazione in cui il 50% della progenie con fenotipo
m manifesti anche il fenotipo curly e 'altro 50% é dichaete, deduciamo che m non si trova né sul
cromosoma 2 né sul cromosoma 3; quindi si trova sul

cromosoma 4 visto che non & legato al sesso. oo -
Le traslocazioni sono degli scambi di pezzetti di cromo- R m———— T
somi tra cromosomi non omologhi. Facciamo riferimento w — .
alle mutazioni bilanciate, con scambio reciproco. Anche an -
nelle traslocazioni non c’é€ un’alterazione del contenuto Y
genico, non ci sono geni in piu o in meno, ma geni che 2 )
hanno cambiato posizione sui cromosomi, quindi il proble- > s
ma si presenta nel momento dell’appaiamento degli - .
omologhi in meiosi. In presenza di una traslocazione - s
P c <
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reciproca i cromosomi omologhi formano delle strutture a quattro, cioe tutti e 4 i cromosomi (i
due omologhi non traslocati e i due omologhi traslocati) staranno in una struttura di appaiamen-
to: i due non traslocati si appaieranno con la parte omologa non traslocata mentre i due trasloca-
ti tentano di appaiarsi sia col cromosoma non traslocato che con quello traslocato: queste strut-
ture non comportano un dispendio energetico, ma possono segregare in tanti modi differenti
(almeno 3) e a seconda del tipo di segregazione in prima divisione meiotica si avra poi la forma-
zione di particolari tipi di gameti.

In alto nellimmagine notiamo un primo tipo di

segregazione (segregazione adiacente I). In Segregazions adlacents I.

questa struttura i 4 omologhi sono numerati P

in modo tale che possiamo seguirli nelle se- e <—---> L lcentromerile 3

gregazioni: il cromosoma 1 non é traslocato, D d vaiino verso un polo
il 2 & traslocato, il 3 € traslocato e il 4 non & ~ vanno alfaltro polo,
traslocato. Pud accadere in questo tipo di . <____>3 oo
segregazione che il cromosoma 1 e il cromo- >3 g

soma 3 vadano verso lo stesso polo e il cro- @

mosoma 2 e 4 vadano verso laltro polo; i Segrogazlone adlacents Il

gameti che si formeranno a seguito di questo 2 L

tipo di :segregazicgn.e saranno . _ lcentromeri1e 2

gameti aneuploidi, cioé gameti che hanno yz';“ggrg;‘n!’g'gi-

un’informazione genetica sbilanciata per con-
tenuto genico ma che potrebbero generare
progenie vitale. Un secondo tipo di segrega-

all'altre, producendo
gameti anéuploidi..

zione (segregazione adiacente Il) prevede B
la segregazione verso lo stgsso polo del Segregazions alternata.
cromosoma 1 e del 2 e verso il polo opposto 3

la segregazione del cromosoma 3 e 4: anche N
in questo caso il contenuto genico dei gameti A YRS
sara sbilanciato, quindi saranno gameti a- ) s
neuploidi. Un terzo tipo di segregazione (se- ~ ) :
. . . D
gregazione alternata) prevede che i cromo- ° "
somi 1 e 4 vadano vero un polo e i cromo- Sy
somi 2 e 3 verso il polo opposto e i gameti o 4
che si formeranno saranno in parte di tipo
. . . . Figura 6.24 » Tipi di segregazione in una traslocazione eterozi-
selvatico e in parte non selvatici ma con gote durante la meiosi. Per semplicita, & indicato solo un cromati-
un’informazione genetica bilanciata (non SO- dio fratello di ciascun. cromosoma duplicato. {a) Una forma di se-
ti loidi). | di t | . gregazione adiacente, in cui i centromeri omologhi vanno ai poli
np game_ | aneu_p O.I |)- n caso di FS..S OC?‘ZIO' opposti durante |'anafase. {b) Un’altra forma di segregazione adia-
ni bilanciate quindi a seconda del tipo di se-
gregazione che avviene in meiosi si possono

cente, in cui i centromeri omologhi vanno verso lo stesso polo du-
rante I'anafase. (¢} Segregazione alternata, in cui i centromeri omo-
avere gameti aneuploidi e gameti non aneu-
ploidi.

loghi vanno verso poli opposti durante I’anafase.
* Aneuploidia = assetto

I centromeri2e 3
vanho verso un poko
eicentromeril e 4
vanno allaltro,
producendo gameti
euploidi.

W=

ArArmaAaArina nAan

CIVITTIUSUITHVU 1T1VI]

bilanciato
* Monosomia = mancanza
di un cromosoma di una
coppia
* Polisomia = presenza di
un cromosoma in piu
» Sono quasi sempre letali,
tranne la trisomia 13, la
trisomia 18, la trisomia 21
(sindrome di Down) e molte
aneuploidie dei cromosomi
sessuali
+  XXY (Klinefelter)
X0 (Turner) 111
o XXX

+ XYY

Le aneuploidie

Un assetto cromosomico puo essere alterato dal punto di vista nu-
merico in questo ambito studiamo le alterazioni che riguardano sin-
gole coppie cromosomiche o l'intero assetto cromosomico. Le aneu-
ploidie possiamo distinguerle in monosomie e polisomie. Per mo-
nosomia si intende quando per una coppia cromosomica € presente
un solo cromosoma (manca il cromosoma omologo) mentre per po-
lisomia si intende la situazione inversa e cioé quando per una cop-
pia cromosomica si hanno tre cromosomi omologhi. Per la nostra
specie le monosomie a livello autosomico non sono vitali, per i cro-



mosomi sessuali la manosomia del cromosoma X € compatibile con la vita ad esempio la
sindrome di Turner (X0) anche se si riscontrano alterazioni a livello cognitivo, a livello motorio.
Le polisemie autosomiche per la nostra specie compatibili con la vita sono poche: la trisomia del
XIll, del XVIII e del XXlI, la piu famosa tra le trisomie (nota anche come sindrome di Down) e
tutte e tre le trisomie determinano una serie di problemi durante lo sviluppo sia a livello cognitivo
che motori e cardiocircolatori a seconda della severita. Anche nel caso dei cromosomi sessuali
le trisomie sono compatibili con la vita sia per cariotipi XXY (sindrome di Klinefelter) che
colpisce maschi, sia per cariotipi XXX e cariotipi XYY.

Nellimmagine osserviamo un cariotipo della trisomia del
XX| dove compaiono tre cromosomi invece di due per la

Ak

coppia XXI.
e
¢ 7 ) ) 10 n 12 Le aneU'
i e ploidie pos-
bW wooowom sono verifi- ' '
-—n b —ab #—  carsiperer Nodaginions P s o
n 2 x 1 1 / / \
w » rori di se- @ O @
® Trisomia gregaZIone * +

cromosomica durante la meiosi in prima divisione
meiotica o in seconda divisione meiotica. Nella
parte sinistra dell'immagine osserviamo una non

X

s«:ondlm,

meiotica

WNondisgiun

Figura 6.15 » La non-disgiun-
Zione meiotica e Porigine della
sindrome di Down. La non-di-
sgiunzione nella meiosi | non
praduce gameti mnormali. La
non-disgiunzione nella meicsi
Il produce un gamete con due
cromosom| fratelli identici, un

Norimh * junzione

¥\ 3 I ¥\
disgiunzione in prima divisione meiotica: una O ®®O
volta che i cromosomi omologhi si sono appaiati
una coppia dovrebbe migrare verso un polo e I'altra verso il polo opposto e invece pud accadere
che le due coppie di omologhi vadano entrambe verso lo stesso polo e si generi una cellula di
prima divisione meiotica che per quel cromosoma ha entrambe le coppie di omologhi mentre
laltra cellula originata dalla prima divisione meiotica non presentera alcun cromosoma per
quella coppia; dalla divisione di questa cellula priva del cromosoma della coppia in esame si
origineranno in seconda divisione meiotica due
cellule anch’esse prive del cromosoma mentre dalla divisione della cellula con entrambe le
coppie di omologhi si genereranno due cellule di seconda divisione meiotica ognuna contenente
due cromosomi omologhi invece di uno. Una cellula di questo tipo (con due cromosomi omolo-
ghi) fecondata da un gamete euploide (con il corretto assetto cromosomico) dara vita ad uno
zigote triploide. La non disgiunzione pud avvenire anche in seconda divisione meiotica a fronte
di una prima divisione meiotica corretta. Nella parte destra dellimmagine notiamo la coppia i
cromatidi fratelli migrata verso lo stesso polo, di conseguenza si forma una cellula con un
contenuto doppio per quel cromosoma e una cellula senza quel cromosoma; la fecondazione di
uno di questi due gameti da parte di un gamete euploide generera trisomia 0 monsomia per
quella coppia cromosomica. Nelle femmine della nostra specie le meiosi cominciano prima della
nascita e poi si bloccano alla nascita, poi con la maturita sessuale continua una meiosi al mese
fino ad esaurimento scorte, ovvero le donne possiedono un bagaglio di gameti che ancora non
hanno terminato la meiosi e man mano che I'eta avanza invecchiano e maggiore sara la proba-
bilita che avvengano meiosi aberranti
con produzione di gameti aberranti.

»> TABELLA 6.1

Aneuploidie risultanti da non.disgiunzioni nella specie umana

Sindrome
clinica

Down 1/700

Cariotipo Formula . Frequenza
e}

Fenotipo
alla nascita

47,421 n+l Mani tozze con solco palmare, bassa staturs, iperflessibilic
delle giuature, ritardo meatale, testa grande co viso toado,
bocca aperta con lingua grande, epicanto.

Deficienza mentale ¢ sorditd, ridotte dimensioni dei
muscoli, schisi del labbro /o del palato, anomalic
cardiache, protuberanza posteriore sul calcagno.
Malformazioni congenite di molti organs, dimension
minute, orecchie walformate, mandibola recessa, labbra ¢
naso piccoli con una facies elfica, deficienza mentale, rene a
ferro di cavallo o doppio rene, sterno corto, il 90% muore
nel primi sei mesi dopo la nascita.

Femmine con sviluppo sessuale ritardato, di solito sterili,
statura bassa, piega di pelle nella regione del eollo,
anomalie cardiovascolari, difficolta nell’udito.

Nella tabella osserviamo un elenco di
aneuploidie umane con la loro frequen-
za. Ad esempio per la sindrome di
Down osserviamo una frequenza di
1/700, frequenza altissima rispetto a
quella della sindrome di Patau. Molti sE
maschi di Kleinefelter scoprono di es-

47,413 2n+1 Patau 1/20.000

47,418 241 Edward 1/8.000

1/2.500 nate
fermmine

Turner

47, XXY el Klinefelter 1/500 navi maschi  Maschi subfertili con testicoli ridow, ginecomastia, timbro
di voce fernminile, arti lunghi, ginocchia valghe,
48, XXXY n+2
48, XXYY 42
1 1 2 49, XXXXY  2n+3
50, XXXXXY 2n+4

47, XXX n+1 Triplo-X 17700 Femmine solitamente con genitali normali e fertilita

limitata, lieve ritardo mentale.

gamete che manca del cromo-
soma 21 e due gameti normali.



sere affetti dalla sindrome quando notano di avere problemi di sterilita, infatti si suggerisce di fa-
re un cariotipo: cio indica che questa sindrome puo® essere anche asintomatica.

Quando parliamo di assetti poliploidi ci riferiamo ad
un aumento del numero di tutti i cromosomi rispetto
iph ad un determinato assetto cromosomico di base. So-
no frequenti gli assetti tetraploidi (4n= doppio

e loide osomico i base diuna specie € detto - dell’assetto diploide) che si possono generare da
una duplicazione dell'intero genoma prima della fe-
- | poliploidi possono formarsi condazione oppure da una meiosi di tipo aberrante e
*  in seguito a duplicazioni genomiche che a seconda che gli assetti tetraploidi si originino
F’reced‘_’t“°is‘:9“°”‘f la fe;°“daz't‘_’”e o dallunione di due assetti diploidi della stessa specie
¢ In seguito alla tormazione ai gametl contenenti . . . . . . . T
un numero cromosomico non ridotto (dipioidi) o di Spe_C|e dlfferen_tl Si parla di aUtOPOIIPIOId'a_
- in seguito a mitosi abortive dette (quando i due assetti sono della stessa specie) o di
endoduplicazioni. allopoliploidia (quando i due assetti sono di specie
differenti).
La poliploidia & un fenomeno molto diffuso Nel e v Spucion Al Specis 8 ipiic
regno vegetale: quasi tutte le piante commesti- T T TN - “\
bili sono commestibili. In quel caso la poliploidia e e /
e venuta fuori per fenomeni di ibridazione indotti \_//
dall’'uomo. — s
Sexual or asexual Hybridization accompanied by
polyploidization sexual or asexual polyploidization
PN e X
SRR G \ L X
\ )Two P PR Complete diploid
diploid A genomes i A genome plus
— \\\ o ;orzg;l‘:::ediploid
New autotetraploid species New allotetraploid species ﬂ
Eventi piu rari ma importanti dal punto di
K vista evolutivo sono le fusioni cromoso-
Due cromesc X miche e le fissioni cromosomiche, cioé
SO la possibilita di due cromosomi di unirsi e
l diventare un unico cromosoma o viceversa
Traslocazione la possibilita di un cromosoma (di solito
robertsoniana (D : : o gr e :
metacentrica + accade ai cromosomi grandi) di dividersi a
proves livello del centromero e diventare due cro-

Perso mosomi differenti. Queste ultime vengono

Figura 6.26 P Formazione di una traslocazione metacentrica ro- chiamate mutazioni Robertsoniane.
bertsoniana mediante lo scambio tra due cromosomi acrocentrici

non omologhi.
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LEZIONE 13 (21/04/2015)

Mutazioni

Nella lezione precedente abbiamo detto che le alterazioni della struttura dei cromosomi possono
essere utilizzate per mappare i geni, sia attraverso lo studio delle delezioni, sia dei ceppi letali
bilanciati di Drosophila. In generale una mutazione € un cambiamento della sequenza nucleoti-
dica del DNA e gli effetti a livello fenotipico possono essere enormi o addirittura non visibili;
possono essere talmente enormi da determinare letalita: esistono mutazioni letali, alterazioni
della sequenza di un determinato gene, che determinano la letalita se presenti in omozigosi
(quando sono recessive) o in eterozigosi (quando sono dominanti); se invece parliamo di geni
legati al sesso (mutazione letale recessiva per un gene legato al cromosoma X) nelle femmine si
manifestera in omozigosi e nei maschi in emizigosi. Esiste un tasso spontaneo di mutazioni
che rappresenta una fonte di variabilita: in natura vi sono degli agenti fisici (mutageni) che
incrementano il tasso spontaneo di mutazioni.

Il test di Muller o test CIB Muller incentrd la sua ricerca nello

'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' studio degli effetti dei raggi X sul tas-
» Hermann Muller (1927) so di mutazione. Mise a punto il primo

» Lipotesi: test di valutazione di un agente muta-
geno per quantificare proprio il potere

» Lesposizione ai raggi X aumenta il tasso di mutazione X . .
mutageno dei raggi X in Drosophila.

Muller si costrui un ceppo letale bilanciato * Hermann Muller (1927)
rispetto al cromosoma X di Drosophila  » Il materiale

(cromosoma 1). Il “cromosoma X particola- » Un ceppo di D. melanogaster con tre mutazioni sul
re” di Drosophila utilizzato nel test di Muller cromosoma X

(o test del CIB) presentava tre mutazioni (C; O “ceppo CIB”

[; B): “C” rappresenta un’inversione della O C: Ampia inversione che impedisce crossing over
regione che comprende i marcatori “I’ e “B”. produttivi

Perché Muller decise di mettere O kallele letale recessivo

un’inversione sul cromosoma X particolare? O B: duplicazione cromosomica occhio Bar

Perché individui che presentano cromosomi

con un’inversione in eterozigosi producono gameti con assetto ricombinante aneuploidi (non
vitali); di conseguenza non si osservera progenie ricombinante per i marcatori che si trovano
nella regione dell’inversione in eterozigosi.

‘I’ (elle minuscolo) rappresenta una mutazione letale recessiva; le femmine omozigoti
per la mutazione | non sono vitali; i maschi emizigoti per la mutazione | non sono vitali;
le femmine eterozigoti per la mutazione | sono vitali. “B” rappresenta la mutazione Bar,
una mutazione dominante utilizzata come marcatore fenotipico per capire quali femmi-
ne hanno ereditato il cromosoma CIB; essendo una mutazione dominante, le femmine
che presentano I'occhio a barra hanno il cromosoma CIB con ™ ; N
la configurazione descritta perché i ricombinanti non si osser- N0 T4 G CLE £ Q Saliy

LT cL
vano. thre XX % X
]
, . . , . F
Se incrociamo una femmina eterozigote CIB con un maschio , a8
selvatico quali tipi di gameti produrranno questi due individui? e < i

La femmina produrra due tipi di gameti (uno contenente X e e T a8 I XY
uno contenente X®® con una frequenza del 50%) e il maschio

Lol b
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due tipi di gameti (uno contenente X e uno contenente Y con una frequenza del 50%). Nella
progenie ottenuta da questo incrocio osserviamo il 50% di femmine con occhio Bar (hanno ere-
ditato il cromosoma X°®® dalla madre e il cromosoma X dal padre) e il 50% di femmine selvatiche
(hanno ereditato il cromosoma X dalla madre e l'altro X dal padre); i maschi osservati sono per il
100% selvatici (hanno ereditato il cromosoma X dalla madre e il cromosoma Y dal padre); i ma-
schi CIB muoiono perché sono emizigoti (X°® Y): da questo incrocio otteniamo una progenie con
rapporto sessi sbilanciato (femmine:maschi 2:1).

Test del CIB
Muller prese dei maschi di Drosophila e |i sottopose ai ~ paciial X D
raggi X. Nellimmagine il maschio irradiato € indicato con - o

un asterisco sul cromosoma X. Successivamente incrocio , 18
il maschio irradiato con una femmina CIB: la femmina - —X
produce il 50% di gameti con il cromosoma X selvatico e _L# e B el X[ XTaXXT | X
il 50% di gameti con il cromosoma X°®; il maschio produ-
ce il 50% di gameti con il cromosoma X irradiato e il 50% _ , e | A
di gameti con il cromosoma Y. Nella progenie ottenuta ' m}a " «
dallincrocio Morgan osservo un rapporto sessi bilanciato i C {"“ﬂ‘%’ﬂ _’1
(femmine:maschi 2:1), inoltre il 50% delle femmine pre-

sentava fenotipo Bar e il 50% fenotipo selvatico (tutte avevano ereditato dal padre il cromosoma
X irradiato e il 50% di loro il cromosoma X selvatico dalla madre e I'altro 50% di loro il cromoso-
ma X°B dalla madre); i maschi hanno ereditato dal padre il cromosoma Y, di conseguenza il 50%
di essi riceve il cromosoma X°® dalla madre e quindi non sopravvivono, e il 50% il cromosoma X
selvatico dalla madre.

~ ?S* [CN 9 A

g}
4
X
rC

[

| 1] [ [ | |
PARENTAL XY L’esperimento continua incrociando le femmine CIB ot-
Gared X Y tenute dall'incrocio precedente (prendiamo le femmine
J CIB perché C é linversione che impedira di recuperare
| | ¢ * progenie ricombinante per questa regione) con i maschi
~HgEsIg il ’fz* 4 selvatici. La femmina produce il 50% di gameti con il
N> SRR cromosoma X°® e il 50% di gameti con il cromosoma X
R4ra L 5T o irradiato; il maschio produce il 50% di gameti con il cro-
B Y o ) e mosoma selvatico e il 50% di gameti con il cromosoma
| R - Y. Nella progenie ottenuta dall'incrocio Morgan osservo

una progenie interamente femminile: il 50% era costituita da femmine con fenotipo occhio Bar
(quindi avevano ereditato il cromosoma X°® dalla madre e il cromosoma X selvatico dal padre) e
I'altro 50% da femmine fenotipicamente selvatiche (quindi avevano ereditato il cromosoma X ir-
radiato dalla madre e il cromosoma X selvatico dal padre). Non si osserva progenie maschile: il
50% dei maschi muore perché riceve il cromosoma X°® dalla madre, mentre I'altro 50% di ma-
schi riceve il cromosoma X irradiato dalla madre (evidentemente i raggi X hanno indotto sul
cromosoma X delle mutazioni recessive che nei maschi si manifestano perché sono emizigoti,
cioé non hanno l'altro cromosoma X con i geni non mutati). Di conseguenza, se non si ottiene
progenie maschile da questo tipo di incroci deduciamo che i raggi X hanno indotto sul cromoso-
ma X mutazioni letali.

| risultati

Muller allesti una serie di esperimenti per valutare il tasso spontaneo di mutazioni sul cromo-
soma X e lo mise a confronto con i risultati che otteneva sottoponendo le Drosophile a raggi X.
Egli scopri che il tasso spontaneo di mutazioni letali recessive sul cromosoma X di Drosophila si
aggirava intorno allo 0,1% cioe, su mille esperimenti di controllo (incrocio tra femmina CIB e ma-
schio selvatico non irradiato) in uno non recuperava progenie maschile perché era insorta una
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mutazione letale sul cromosoma X del maschio. Effettuando incroci utilizzando perd maschi
irradiati con raggi X, Morgan noto che su mille campioni circa cento non presentavano progenie
maschile, notd quindi un aumento significativo del tasso spontaneo di mutazione a seguito
dell’esposizione ai raggi X, circa 100 volte in piu.

> Hermann Muller (1927) La prima dimostrazione che ci

» Interpretazione dei risultati viene fornita dal test del CIB &
» Nei maschi di controllo non irradiati sono avvenute pochissime che i raggi X aumentano il
mutazioni letali X-linked tasso di mutazione in Droso-

o Circa | su 1.000 phila, inoltre questo incre-

» Nei maschi irradiati sono avvenute molte pili mutazioni letali X-linked mento & direttamente propor-

o Circa 100 volte di pit: zionale alla dose di raggi X

» | raggi X aumentano notevolmente il tasso di insorgenza di mutazioni somministrata; quindi mag-
letali recessive X-linked giore € la dose di raggi X

somministrata al maschio
maggiore € lincremento del tasso di mutazione osservato. Ovviamente nei maschi irradiati
osserviamo le mutazioni che insorgono a livello della linea germinale e non a livello somatico
(quindi mutazioni a livello dei loro spermatozoi).

Esperimento di Sia e Dawson Gelle dtholF o

~~~~~

Gli esperimenti di Sia e Dawson ©
(1981) in realta sono una pssenza di capsdn —
. t . d | . t d Batteri di tipo IR vivi Colonie di tipo IR
I’Ip.e !Zlone egl espenmenl I che crescono in un mezzo di coltura
Griffith; la differenza & che gli .
. . . cpgn Cellule di tipe IS
esperimenti di Griffith erano uccise gl calore
effettuati in vivo mentre questi ﬁ

sono stati effettuati in vitro.

. . . . . . Capsul Ast di coloni
Parliamo quindi di ceppi batterici e s
di Streptococcus Pneumoniae r
che nei topini di Griffith induce- ol catore 1 azzs o sotura
vano una polmonite molto grave Celule di tipo IS

uccise al calore

Trattamento con siero,
~ che precipita le cellule

~

o o IR dalla miscela P
~ -
.

che portava alla morte; questi
ceppi presentano una capsula

lipopolisaccaridica responsabile L Colonie ditipo IS
della virulenza. Poiché le colonie Celllle di tipo el
. . . . IR vive P . X Batteri lIR precipitati
di questi ceppi di Streptococcus , Selue ditipo IS uccise
Pneumoniae sono lisce e lucide 1ipo IR vive che crescono

in un mezzo di coltura

quando crescono su agar
vengono chiamati ceppi S; ci
sono altri ceppi di Streptococcus
che non sono virulenti e che mancano della capsula lipopolisaccaridica e vengono chiamati R:
esistono ovviamente vari fenotipi di ceppi S e vari fenotipi di ceppi R. Se prendiamo cellule di un
ceppo R di Streptococcus e le facciamo crescere in coltura liquida otteniamo cellule che, una
volta pilastrate su terreno solido, formeranno colonie di tipo R; se prendiamo cellule di un ceppo
virulento S, le facciamo crescere in coltura liquida e poi sottoponiamo la coltura ad una tempera-
tura molto elevata, le cellule muoiono; poi piastrando il contenuto della coltura liquida su un
terreno solido non osserviamo colonie (perché tutti i batteri sono morti). Se prendiamo invece
cellule di un ceppo non virulento R, le mettiamo in coltura assieme a cellule di un ceppo virulen-
to S precedentemente ucciso al calore, aggiungiamo alla soluzione un siero che ci fa precipitare
le cellule del ceppo R (prive della capsula), preleviamo una parte della coltura e la piastriamo su
terreno solido osserveremo delle colonie batteriche lisce S. Quindi cosa deve essere successo?

Figura 9.1 » Dimostrazione di Sia € Dawson della trasformazione in vitro di Streptococcus pneumoniae.
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Ci deve essere stato un qualcosa che ha “trasformato” le cellule R non virulente in cellule viru-
lente S, un qualcosa che ha dato loro I'informazione per poter sintetizzare la capsula; esiste
quindi un principio trasformante. Molti scienziati negli anni 30-40 erano convinti che le moleco-
le depositarie dell'informazione genetica fossero le proteine e non gli acidi nucleici. La prima di-
mostrazione che il principio trasformante fosse il DNA si € avuta molti anni dopo (1944) grazie
agli esperimenti di Avery, MacLeod e McCarty.

Esperimento di Avery, MacLeod e
McCarty

Avery, MaclLeod e McCarty hanno ripe-
tuto I'esperimento di Griffith in vitro ripe-
tendo per tre volte il passaggio in cui
viene mescolato il ceppo non virulento
vivo con il ceppo virulento morto al calo-
re. Nella prima coltura aggiungevano
delle proteasi, enzimi che degradano le
proteine, nella seconda coltura aggiun-
gevano delle RNAsi, enzimi che degra-
dano 'RNA e nella terza coltura aggiun-
gevano delle DNAsi, enzimi che degra-
dano il DNA. Nella prima coltura dopo
'aggiunta di proteasi si osservava lo
stesso risultato ottenuto dall’esperimento
di Sia e Dawson, si sviluppavano colonie
di tipo virulento S, quindi era avvenuta la
trasformazione, di conseguenza pos-

F
Cellule di tipo IR

9

Colonie IR
DNA di cellule
IS uccise —
al calore
Nessuna colonia
. DNA di cellule  Siero che
&% +  llSuccise + precipitale J—
al calore cellule IR
Cellule di tipo IR dalla miscela
Colonie IS
DNA di cellule  Siero che
o IS uccise precipita le .
Pl —»
Bt dlcalore celule )R+ Proteasi
Cellule di tipo IIR dalla miscela
Colonie IS
DNA di cellule  Siero che
2s3e IS uccise precipita le . >
T deaore ' celulelR * Riasi
Cellle di tipo IR dalla miscela
Colonie IS
. DNA di cellule  Siero che
#% +  lSuccise + precipitale  + DNasl —
al calore cellule IR
Celule di tipo IIR dalla miscela Nessuna colonia

Figura 9.2 W La prova di Avery, MacLeod e McCarty che il “principio trasformante” & il DNA.

siamo concludere che il principio trasformante non & costituito da proteine perché la trasforma-
zione € avvenuta anche in assenza di proteine. Nella seconda coltura dopo I'aggiunta di RNAsi

by

si osservava lo stesso risultato, di conseguenza il principio trasformante non € costituito da
RNA. Nella terza coltura dopo I'aggiunta di DNAsi non si osservava alcuna colonia, ovvero non e
avvenuta la trasformazione di alcuna cellula R in S perché & stato distrutto il principio trasfor-
mante, ovvero il DNA. Questa ¢ stata la prima dimostrazione della natura del principio trasfor-

mante.
Rivestimento
. proteico
r— Testa
— DNA ——
[~ “Core” della cada
™ Guaina della cgda
L I~ Fibre - J
% { delacoda *, ;
| esperimento: ’
fago marcato 4
con 32p :
L-32PDNA
=i
+ =i —_—
10 minuti
=i

CeluladiE. coli  Fago T2 Cellula infettata
3% I 3o ) ¥5%
© Mescola i fagi @ Aspetta che il fago
ei batteri infetti il batterio
Il esperimento:
fago marcato
con 358
Rivestimento
=8 proteico con 55
+ =il —
10 minuti
=i
Celula diE. cofi  FagoT2 Cellula infettata

Figura 9.3 » La dimostrazione di Hershey e Chase che I'informazione genetica del batteriofago T2 si trova nel suo DNA.

Cellula infettata Rivestimenti

€© Omogeneizza la miscela
con un frullatore

Cellula infettata  Rivestimenti

Esperimento di Hershey e
Chase

| biochimici ancora ipotizzava-
no che le proteine fossero le

Poca radioattivita
nel supernatante

32PDNA

- ? molecole depositarie

- dell’informazione genetica e
—_— y e 3

— che levidenza dimostrata

- dall’esperimento di Avery et.al.

non fosse sufficientemente va-
lida per assumere che il DNA
fosse realmente il materiale
ereditario. La prova definitiva

Radioattivita nel

del fago precipitato di cellule

&%
° Separai batteri dai fagi
per centrifugazione

N ettt che il DNA fosse il materiale
ereditario si € avuta dagli e-

+:_, sperimenti di Hershey e Cha-
o Cories se. Essi utilizzarono un siste-

ma fagico. | batteriofagi sono

Poca radioattivita nel

del fago precipitato di cellule
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virus che hanno una specificita d’ospite ristretta alle cellule procariotiche, ovvero virus dei
batteri. Un batteriofago non € in grado di compiere il proprio ciclo vitale da solo, ma deve
necessariamente infettare una cellula batterica. Un classico virus della serie T pari ¢ il fago T2,
costituito da una molecola di DNA posizionata all’interno di un involucro proteico, il capside, che
€ attaccato ad un filamento proteico che presenta delle zampette di natura proteica per aderire
alla parete batterica; attraverso la coda inietta il proprio DNA all’interno del batterio. Il DNA del
batteriofago una volta entrato nel batterio utilizza le polimerasi e i ribosomi del batterio per
replicarsi e codificare per le poche proteine necessarie alla sintesi del capside; una volta che si
sono replicate le particelle fagiche viene lisata la cellula batterica e i fagi attaccheranno altri
batteri per continuare il loro ciclo vitale: questo € definito ciclo litico di un batteriofago. Hershey
e Chase pensarono di marcare in maniera differenziale le componenti del fago T2; in particolare
effettuarono una serie di esperimenti marcando il DNA del fago ed una serie di esperimenti
marcando le proteine utilizzando un isotopo radioattivo per seguirne il destino. Per marcare |l
DNA introdussero un isotopo radioattivo del fosforo (32P) nel terreno di coltura in maniera tale
che le colonie di fagi in crescita lo incorporassero. A questo punto gli scienziati allestirono
l'infezione fagica mettendo a contatto i fagi replicati in terreno contenente l'isotopo radioattivo e
colonie di Escherichia Coli; i fagi iniettavano il loro DNA radioattivo all’interno delle cellule
batteriche; successivamente scuotevano la coltura in soluzione per assicurarsi che i capsidi
vuoti dei fagi si staccassero dalle cellule batteriche; centrifugarono la coltura per far precipitare
le cellule batteriche infettate e lasciare in sospensione i capsidi vuoti. Successivamente si
misurarono la radioattivita e notarono che essa compariva sul fondo della provetta centrifugata
ovvero, nelle cellule batteriche precipitate: poiché era il DNA fagico ad essere stato marcato
allora era il DNA ad essere entrato nelle cellule batteriche, se invece fosse stata la componente
proteica del capside allora avrebbero misurato la radioattivita in sospensione perché il DNA non
era entrato nelle cellule batteriche. Nell’altra serie di esperimenti gli scienziati marcarono la
componente proteica del capside fagico con %S perché lo zolfo € presente in tutti gli amminoa-
cidi e di conseguenza questo isotopo consenti loro di effettuare una marcatura molto accurata e
ripeterono tutti i passaggi effettuati prima: notarono che la radioattivita misurata era presente in
soluzione e non sul fondo della provetta e dedussero che la componente proteica fagica non era
entrata allinterno delle cellule batteriche ma era rimasta in soluzione, quindi la molecola
depositaria dell’informazione ereditaria doveva essere per forza il DNA.

f¥e)

N , Esperimento di Fraenkel-
82 . ] Proteine A
3 Degradato 0“ Proteine B Proteine B Conrat
—_—] T . .
o s costi In alcuni casi la molecola depo-
;:I% particelle SRNERSER Frogenie sitaria dell'informazione genetica
o - & RNA. Una delle caratteristi-
_‘/v RN RIdA che dei virus € che sono sempre
Degradato foutezone di costituiti da una molecola di aci-
S Protene do nucleico e da un involucro
MV tipo A RIA > proteico (capside), ma alcuni vi-

rus presentano come acido nu-
cleico il DNA ed altri 'RNA. Ovviamente serviva una dimostrazione che 'RNA fosse realmente la
molecola depositaria dell'informazione genetica per i virus ad RNA. Per dimostrarlo fu utilizzato il
virus del mosaico del tabacco, un virus ad RNA che infetta le foglie della pianta di tabacco
determinando necrosi delle cellule infettate e di quelle circostanti. Di questo virus esiste un tipo
A ed un tipo B che differiscono per alcune proteine che costituiscono il capside. Questi esperi-
menti di ricostituzione batterica effettuati consistevano nel prendere virus del mosaico del
tabacco di tipo A e di tipo B e denaturare la componente proteica del capside cosi da separare
le proteine dal’RNA. Successivamente si effettuava una ricostituzione ibrida, cioé veniva
preso 'RNA di un ceppo e lo si faceva ricostituire utilizzando le proteine dell’altro ceppo:
nellimmagine osserviamo 'RNA del ceppo A ricostituito con le proteine del ceppo B formando
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un virus ibrido. A questo punto furono effettuati dei tagli sulla superficie delle foglie di tabacco
per far avvenire l'infezione con questo virus ibrido; una volta che si formo il tessuto necrotico si
recuperarono i virus presenti e si notdo che erano tutti virus di tipo A sia per la componente di
RNA che per la componente proteica; di conseguenza era stata la molecola di RNA responsabi-
le della formazione delle proteine servite a creare il capside per le nuove particelle virali formate
dopo l'infezione. Quindi sia il DNA che I'RNA sono le molecole depositarie dell'informazione ge-

netica.

Struttura degli acidi nucleici

Il DNA é costituito da nucleotidi
e ogni nucleotide e costituito da
un gruppo fosfato, uno zucche-
ro e una base azotata. Le basi
azotate sono di due tipi a se-
conda che siano a singolo o
doppio anello (pirimidine e puri-
ne); il legame covalente si for-
ma attraverso il gruppo fosfato

Desossitimidina Desossicitiding Desossiadenosing Desossi i
monofosfato, dTMP monofostato, dCMP monofosfato, dAMP mmmmm
Figura 9.6 » del quattro leotidi comuni presenti nel DNA. Gli atomi di carbonio e di azoto negli anelli delle basi

sono numerati da 1 a 6 nelle pirimidine e da 1 a 9 nelle purine. Gli atomi di carbonio negli zuccheri dei nucleotidi sono numeratida 1’ a
5°, per distinguerli da quelli delle basi.

e gli zuccheri (legame fosfodiesterico).

Quando si scrive una sequenza di DNA la si orienta in direzione
5’-3’, perché presenta ad un’estremita un gruppo fosfato libero
(estremita 5) ed un gruppo OH libero all’estremita 3.
L’appaiamento delle basi avviene sempre tra A-T e C-G attra-
verso legami idrogeno, per cui basta poca energia per romperli
e dissociare la doppia elica in singoli filamenti.

Cromosoma

U Nn Cro- metatasico Nucleosomi
/

Fibea di 11 nm

mosoma
& costi- R

tuito da M
una mo- N

lecola di

DNA complessata a proteine che formano strutture di entita
sempre maggiore fino a costituire fibre addensate che si posso-
no visualizzare durante la divisione cellulare in metafase.

Molecola di DNA

La replicazione del DNA nei batteri onic

che hanno cromosoma circolare avviene in maniera bidirezionale e

parte in un punto specifico chiamato origine di replicazione e si for-
ma una sorta di bolla che avanza in entrambe le direzioni; nei cromo-
somi lineari si ha lo svolgimento della doppia elica e ciascuno dei due
filamenti funge da stampo per la sintesi di un nuovo filamento com-

plementare.

Le DNA polimerasi

Necessitano di uno stampo

v v v

» Polimerizzano in direzione 5’-3’

Necessitano di 4 dNTPs (e di ioni magnesio)

Necessitano di un innesco (primer)

Gli enzimi che in-
tervengono nella
replicazione  del
DNA, le DNA po-
limerasi, cataliz-
zano le reazione
di sintesi solo in

,,,,,,,,,,,,,,

» Hanno attivita esonucleasica 3’-5’ Copyright © 2006 Pearson Prentice Hall Inc.

» Correzione di bozze per appaiamenti illegittimi 119

» Hanno attivita esonucleasica 5’-3’ (non tutte)



direzione 5’-3’, riescono cioe ad allungare la catena polinucleotidica solo se trovano un’estremita
3’OH a cui aggiungere il nucleotide successivo. Quindi sul filamento di DNA parentale che va in
direzione 3’-5’ la sintesi del neofilamento avviene in maniera continua, mentre sul filamento che
va in direzione 5-3’ si osserva la sintesi di inneschi di RNA, i frammenti di Okazaki, che
hanno la funzione di fornire un’estremita 3OH alla DNA polimerasi che pu0 allungare il filamento
nascente, dopodiché i primer di RNA vengono rimossi e intervengono enzimi chiamati DNA
ligasi che cominciano a “cucire” tra loro i vari frammenti neosintetizzati.

Affinché avvenga la replicazione del DNA !l processo di replicazione e
........................................................................................................................... molto accurato nel senso che
la DNA polimerasi pone una
timina di fronte ad una adeni-
na, di fronte ad una citosina
» Devono essere sintetizzati gli inneschi pone una guanina, ma come
tutti i processi biologici & sog-
. ) getto ad un tasso di errore,

antiparalleli...) alcune volte infatti la DNA po-
» Devono essere rimossi gli inneschi limerasi forma un appaiamen-
to illegittimo. Tra le basi con
appaiamento illegittimo non si
Devono essere corretti gli eventuali errori formano i gusti legami idro-
geno e si crea una distorsione
della doppia elica. Il tasso di errore della DNA polimerasi € di 1 su un milione di coppie di basi:
il genoma umano € costituito da 3 miliardi di coppie di basi in forma aploide quindi ad ogni
replicazione la DNA polimerasi dovrebbe commettere 3 mila errori!
Esistono dei sistemi presenti Accuratezza del processo di replicazione
sia nei batteri che negli -
eucarioti che attuano un
“controllo” dellattivita della
DNA polimerasi e quindi
riparano gli eventuali errori; in
questo modo il tasso di

mutazione risulta minore del
tasso di errore della DNA » La variabilita generata € sottoposta al vaglio della selezione naturale,

polimerasi. Esistono quindi ma questo tasso sarebbe troppo eievato!

dei meccanismi di ripara- . N
zione del DNA che abbassa- ’ Ld Feplicdzione
no il tasso di mutazione indotto a sua volta dal tass

» La doppia elica si deve svolgere

» Devono essere copiati entrambi i filamenti (che sono

» Devono essere “cuciti” i pezzi...

v

» Il genoma umano e costituito da circa 3 miliardi di coppie di basi

» Un tasso di errore di | su | milione di coppie di basi replicate
genererebbe 3000 errori per ogni divisione cellulare

Esercizio 1
Immaginiamo di avere un triibrido, di sapere che i tre geni sono —ggg i
associati, che l'ordine dei geni & quello in figura, che il gene B
rispetto a quello A e quello D si trova in configurazione trans e
che la distanza di mappa tra il gene A e il gene B sia di 10cM e a
quella tra il gene B ed il gene D sia di 10 cM. Vogliamo fare
una previsione delle classi gametiche che potrebbe produrre il
triibrido in questione e anche della frequenza con cui ciascuna
classe viene prodotta. Quanti tipi di gameti ci aspettiamo da
questo triibrido? 8 tipi di gameti. Poiché conosciamo I'ordine
dei geni e la configurazione del triibrido possiamo gia dire che
ci aspettiamo innanzitutto 8 classi non equifrequenti perché i —
geni sono associati e sappiamo gia quali sono le classi piu
abbondanti e quelle meno abbondanti: le prime due
nellimmagine sono le classi piu abbondanti (AbD e aBd) in
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guanto sono le classi parentali, cioe riflettono la configurazione del triibrido di partenza. Le clas-
si gametiche meno abbondanti saranno le ultime due in figura (ABD e abd) in quanto sono le
classi doppi ricombinanti rispetto al triibrido di partenza. Le altre 4 classi gametiche in figura
rappresentano le 4 classi di singoli ricombinanti, che possiamo distinguere in singoli ricombi-
nanti in prima regione (ABd e abD) e singoli ricombinanti in seconda regione (aBD e Abd).
Come facciamo a calcolare la frequenza con cui vengono prodotte queste 8 classi gametiche?
Partendo dalla distanza di mappa: dire che la distanza di mappa tra A e B € di 10 cM significa
dire che & possibile osservare il 10% di ricombinanti nella regione tra A e B, di conseguenza co-
nosciamo la frequenza con cui avviene il crossing-over in questa regione; e poiché abbiamo la
distanza di mappa anche tra i geni B e D allora conosciamo anche la frequenza con cui si os-
servano i ricombinanti nella regione D e B e la frequenza quindi con cui avviene il crossing-over
in quest’altra regione. Per calcolare le frequenze delle classi gametiche partiamo dalla classe
dei doppi ricombinanti. Abbiamo quindi detto che i doppi ricombinanti si ottengono perché in
una stessa meiosi avviene un crossing-over in prima regione e uno in seconda regione con-
temporaneamente, due eventi tra loro indipendenti che devono verificarsi contemporaneamen-
te nella stessa meiosi e di ciascuno di questi due eventi (frequenza del crossing-over in prima
regione e frequenza del crossing-over in seconda regione) conosciamo la probabilita di accadi-
mento che € 10% in prima regione e 10% in seconda regione; quindi per calcolare la frequenza
dei doppi ricombinanti applichiamo la regola del prodotto: moltiplichiamo quindi 10% x 10%=
1%. La probabilita che vengano prodotti gameti doppi ricombinanti € 1%, quindi ciascuna classe
di gameti doppi ricombinanti ha probabilita di essere prodotta di 0,5%. La probabilita che venga-
no prodotti le classi gametiche singoli ricombinanti in prima regione € 10% - 1%, perché dal 10%
dobbiamo escludere la probabilita di accadimento di produzione dei doppi ricombinanti, perché i
doppi ricombinanti presentano anche il crossing-over in prima regione: quindi i singoli ricombi-
nanti in prima regione avranno frequenza 9%. Le singole classi di singoli ricombinanti in prima
regione avranno frequenza del 4,5%. Stesso discorso per i singoli ricombinanti in seconda re-
gione: 10% - 1%= 9%; le singole classi di singoli ricombinanti in seconda regione avranno fre-
quenza del 4,5%. Per ottenere la frequenza dei parentali a questo punto ci basta sottrarre dal
100% delle classi gametiche la frequenza di produzione delle cassi doppi ricombinanti, singoli
ricombinanti in prima regione, singoli ricombinanti in seconda regione: 100% - 1% - 9% - 9%-=
81%; di conseguenza le singole classi di gameti parentali hanno frequenza del 40,5% ciascuna.

Esercizio 2

Nellimmagine abbiamo un individuo che presenta due geni as-
sociati (A e B) in configurazione trans e la distanza di mappa tra i
due geni e di 70cM. Quali saranno i tipi di gameti che puo produr- A_E AB= 30
re questo diibrido e le loro relative frequenze. Le classi gameti- a :
che che produce questo diibrido sono 4 (Ab; aB; AB; ab); consi- —— eq
derando la configurazione del diibrido le classi gametiche paren- e PARENTAL
tali sono le prime due e le classi ricombinanti le ultime due. Cal- 43
coliamo ora la frequenza con cui vengono prodotte queste 4 s
classi gametiche. Cosa significa che la distanza di mappa tra A e Jg’c 2,50 £it = 504
B & di 70cM? Significa che i due marcatori sono molto lontani e dato I'alto valore della distanza
di mappa, dalla meiosi saranno prodotte il 50% di classi gametiche parentali e il 50% di classi
gametiche ricombinanti, di conseguenza ciascuna classe gametica ha frequenza del 25%, cioé
questo & uno di quei casi in cui i marcatori che si trovano sullo stesso cromosoma (sono fisica-
mente associati) ma si comportano come se fossero indipendenti; perché dire che le 4 classi
gametiche hanno il 25% di frequenza significa dire che sono 4 classi equifrequenti e hanno una
probabilita di formazione identica a quella che si osserva in un diibrido on due geni indipendenti.
Quindi, pur essendo due geni fisicamente associati si comportano come se fossero indipendenti
perché sono troppo lontani. Come abbiamo saputo che la distanza di mappa tra i due marcatori
e di 70cM? Abbiamo utilizzato dei marcatori intermedi che tra loro hanno distanze di mappa mi-
nori e le abbiamo sommate per ottenere quella tra il primo marcatore e quello di interesse.

LUl 1
_ESERQIZIO 2 |

iche g | | |

B

>R D>
0~ R [0
iyl

NINNN

RAOHBINANT]

121



IL TEST DI MULLER DEL CIB (Dispensa Prof. Aceto)

H. J. Muller fu il primo genetista ad elaborare un metodo per analizzare gli effetti dei raggi
X sul tasso di mutazioni spontanee in Drosophila. Ovviamente, come “controllo” gli era
necessario conoscere la frequenza della mutazioni spontanee in Drosophila.

Muller riusci ad ottenere, effettuando vari tipi di incroci, un ceppo di Drosophila CIB,
costituito da sole femmine.

Una femmina CIB contiene in uno dei suoi cromosomi X una inversione C, un gene letale
recessivo | ed un gene dominante Bar (occhio di dimensioni ridotte).

Analizziamo il significato di queste tre mutazioni.

L'inversione € impedisce che si formino zigoti vitali ricombinanti per questa regione. Gli
zigoti che si originano dalla fecondazione di una cellula uovo contenente cromosomi deleti o
duplicati, frutto della ricombinazione nella regione dell'inversione C, non riescono a portare
a termine lo sviluppo. Cio significa che i geni | e B sono ereditati come un'unita.

Il gene B ha la funzione di far riconoscere rapidamente i moscerini eterozigoti €IB (perché
le femmine con occhio Bar hanno un solo cromosoma CIB, in quanto il gene | ¢ letale in

0mozigosi).

Se una femmina CIB ¢ incrociata con un maschio normale si ottiene il seguente risultato:

/
. >
gameti IC ‘ ‘ [\
B
C C
/ ‘ /
B B
F1 Femmine CIB Femmine normali Muoioho Maschi normali
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Il rapporto sessi osservato nella progenie di questo incrocio e 2 (femmine) : 1 (maschi).

I| test del CIB permette di misurare il tasso di mutazioni letali che si generano sul cromo-

soma X contenuto negli spermatozoi.

ATTENZIONE: IL TASSO DI MUTAZIONI MISURATO NON E' RIFERITO AD UN SIN-
GOLO LOCUS, MA A TUTTI I LOCI DEL CROMOSOMA X CHE POSSONO MUTARE IN

UNA FORMA LETALE!!

Muller irradio con raggi X maschi di Drosophila appartenenti ad un ceppo selvatico e li in-

crocio con femmine CIB. Indichiamo il cromosoma X irradiato con un asterisco.

gameti

F1

C

B

~

C
[
B

Femmine CIB  Femmine eterozi-

eterozigoti per  goti per il nuovo
il nuovo letale letale

>

T

*‘

C

/

B
Muoiono

I

Maschi normali
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A questo punto, Muller incrocio le femmine CIB della F1 con i maschi normali, allestendo
incroci separati e non di massa.

P
/
, >
Gameti#
C %
B
F2 C . C .
B B

Femmine CIB Femmine eterozi- Muoiono Muoiono
goti per il letale

# i gameti ricombinanti della femmina non li consideriamo perché essi danno origine a
progenie non vitale.

QUINDI, SE SUL CROMOSOMA X DEL MASCHIO IRRADIATO SI GENERA UNA MU-
TAZIONE LETALE, NELLA F2 NON SI OSSERVERANNO MASCHI.

Quando Muller utilizzava maschi non irradiati in incroci di questo tipo, circa 1 incrocio su
1000 generava una F2 priva di maschi. Cio significa che la probabilitd di accadimento di una
mutazione letale spontanea sul cromosoma X e 0,1% circa.

Utilizzando, invece, 1000 maschi irradiati con 4000 r-unita di raggi X in 1000 singoli incroci,

otteneva circa 100 F2 (10%) prive di maschi. Questa dose di raggi X, dunque, aumentava di
circa 100 volte il tasso di mutazione spontanea.
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LEZIONE 14 (24/04/2015)

_ Accuratezza del processo di replicazione
Precedentemente  abbiamo .

parlato di un test di mutage-

nesi, il test del CIB, il primo

messo a punto da Muller per * Il genoma umano é costituito da circa 3 miliardi di coppie di basi
valutare gli effetti di un agente » Un tasso di errore di | su | milione di coppie di basi replicate
fisico sul tasso spontaneo di genererebbe 3000 errori per ogni divisione cellulare
mutazione; il test si riferiva a

mutazioni letali recessive che » La variabilita generata & sottoposta al vaglio della selezione naturale,

possono insorgere sul cromo- ma questo tasso sarebbe troppo elevato!
soma X di Drosophila. Ab-
biamo detto che la replicazio- » La replicazione del DNA deve essere molto accurata.

ne del DNA € un meccanismo

che si svolge con una grande accuratezza altrimenti non sarebbe assicurata la fedelta di tra-
smissione dellinformazione ereditaria da una cellula alle sue cellule figlie e nel caso delle linee
germinali da una generazione a quella successiva.

. . . Un altro fenomeno responsa-
Mutazioni spontanee € indotte | pike della variabilita genetica
degli organismi & la mutazio-
ne, il cambiamento delle basi
del DNA. Le mutazioni e gli
effetti delle mutazioni sono
sottoposti al vaglio della sele-
zione naturale che stabilira se i cambiamenti possono andare avanti nel corso delle generazioni
oppure sono dannosi da non poter aver seguito (come le mutazioni letali). Il tasso spontaneo di
mutazione dipende da una serie di caratteristiche intrinseche al DNA stesso, cioé & la stessa na-
tura del DNA che determina I'insorgenza di questi cambiamenti per due fondamentali aspetti: un
primo aspetto sono gli errori che di tanto in tanto compie la DNA polimerasi, ma se il tasso di
mutazione osservato dipendesse esclusivamente dal tasso di errore della DNA polimerasi si os-
serverebbe un tasso di mutazione spontanea molto piu elevato rispetto a quello che realmente si
registra, quindi possiamo immaginare che esistano all’interno delle cellule dei meccanismi di
riparazione degli eventuali errori compiuti dalla DNA polimerasi; un secondo aspetto che de-
termina l'insorgenza di mutazioni spontanee € rappresentato da una caratteristica propria delle
basi azotate.

I I meccanismi di riparazione delle mutazioni

La tautomeria delle basi azotate

I |
‘:w- -— - |Le basi azotate, infatti, possono esistere in due forme tautomeriche dif-
TR e “ R ferenti, una piu stabile (forma che chetonica) e una meno stabile
et mme 270" (forma enolica) nel caso della timina e della guanina. La forma co-
" . mune piu stabile € quella che la base azotata adotta nella maggior par-
o,‘: =" _ te dei casi e per la maggior parte del tempo, mentre la forma meno sta-
wioo” .. wmem bile & quella che adotta raramente e quindi anche per minor tempo. La
e " citosina e l'adenina presentano una forma piu stabile detta forma

“ -— ” amminica e una meno stabile detta forma imminica.
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Rare A:C base pair Rare G:T base pair
s

W Hgli Nelle loro forme tautomeriche rare le basi azotate

_ g P W non hanno l'appaiamento canonico, quindi se duran-
sugafJ M L “H te la replicazione del DNA si viene a creare un cam-
(mecivr‘;::\fem)" 1 (co,,,,::,‘,!';‘;:':,o,’,',,\,( Y biamento di stato ta_iutomgrlco d_l una deIIe.paS| Si
Adenine " Guanine . POSSONO creare degli appaiamenti non canonici, defi-
(commenaminoform) rareenelform) —niti appaiamenti illegittimi. Nellimmagine la citosi-

o gmmine are n thei rare imime snd anol tautomeric forme. . N@ nella sua forma rara anziché appaiarsi con la gua-
S e nina si appaia con l'adenina formando due ponti i-

drogeno; quindi se durante la replicazione del DNA una citosina del filamento stampo passa
nella sua forma tautomerica rara, la DNA polimerasi inserira sul flamento nascente un’adenina:
non €& un errore della DNA polimerasi, ma € I'appaiamento non canonico che si viene a creare
perché la citosina € nella sua forma rara e non riesce ad appaiarsi con la guanina. Nella parte
destra dell'immagine & schematizzato un appaiamento non canonico che si viene a creare tra la
forma rara della guanina e la timina. A seconda dei passaggi tautomerici che si possono avere
nelle basi azotate possono insorgere errori durante la replicazione del DNA.

Mutazioni causate dalla tautomeria: so-
Mechanism by which tautomeric shifts in the bases in DNA cause mutations. stituzioni

La formazione di un appaiamento illegitti-

rrrTrT

enol tautomeric 2EETE wild- s . . w
form of guanine (G e . LEets "™ mo & causa di una mutazione, ma non & in
DNA ,,,/\‘(( 1e124 “TITIT sé una mutazione. Nellimmagine partiamo

< " O FeTAG Motant . . . .

XETTL replication <77 g;‘: ona LELAE da una molecola di DNA costituita dai due

Jesre, —» 1¢ Sy replication . . . . {
—— “\ “TTTTT widype filamenti antiparalleli correttamente appaia-
m @ Trevf _, 5 ti che corrispondono alla sequenza selvati-
Fi,sm“’wmmi,,, “TTITT wiawpe C&; IMMaginiamo che questa elica debba
progeny m'mﬁii:n " replicarsi, quindi i due filamenti parentali si
“ progeny separano e ciascuno funge da stampo per
B la sintesi del nuovo filamento complemen-

tare: nel filamento in basso non accade nulla durante la replicazione per cui da questo si origina
una doppia elica parentale da cui a sua volta si origineranno poi due doppie eliche identiche a
quella parentale. Immaginiamo che durante la replicazione della molecola parentale (1) sul
filamento superiore la base azotata G passi per un attimo nella sua forma tautomerica rara
(forma enolica) e che quindi sia ora complementare non piu alla C ma alla T: si viene a creare
una doppia elica con appaiamento illegittimo, e quando la guaina tornera nella sua forma stabile
si creera una distorsione della doppia elica perché G e T non si appaiano tra loro (3.1). Questa
molecola in sé non & ancora un mutante ma presenta per adesso solo una distorsione, ma nel
momento in cui la molecola andra a replicarsi, dal filamento contenente la G ritornata alla sua
forma stabile si formera un neofilamento contenente la C con cui fara legame idrogeno e nel
complesso ricostituiranno la molecola di DNA parentale (4.1); dal filamento contenente la T (3.1)
invece si formera un neofilamento contenente A con cui fara legame idrogeno e nel complesso
andranno a costituire una molecola mutante di DNA rispetto a quella parentale. Questa
descritta € una possibile origine di mutazione dovuta a cambiamenti tautomerici delle basi
azotate che avvengono durante i meccanismi di replicazione del DNA. Questo tipo di mutazione
ha portato ad un cambiamento di una posizione nella sequenza nucleotidica.

Mutazioni causate da anse: inserzioni e delezioni

Sono possibili altri tipi di mutazioni che non determinano il cambiamento di una posizione, ma
laggiunta o la perdita di una coppia di basi nella sequenza del DNA. Nellimmagine € mostrato
un esempio di inserzione e delezione di una base durante la replicazione del DNA. Questo
meccanismo delle DNA polimerasi € definito slippage e avviene soprattutto in quelle regioni del
DNA che presentano ripetizioni, cioé sono costituite da una sola base azotata ripetuta. Nel
momento in cui avviene la replicazione del DNA, nei tratti che sono costruititi da ripetizioni pud
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Newstrand € -=*TTTTTTTTTTIT ™ ¥

succedere due eventi. Nella parte AT AT AT ACATCAATC

alta dellimmagine possiamo osser- Templato strand 3 =ve LLLLLLILLLLIIILLILILLLL...5

vare una ripetizione di AAAAA sul / \ :

filamento il direzione 3-5', nel mo- — ; v o e

mento in cui la doppia elica si sepa- * "ITEIITIT Y AT R LIS T’T' ?

ra pud accadere che nel filamento ,  IGSSINVEEICTIORE |, IRMPASMAMESIEND

stampo (molecola in alto a sinistra) Looping out of

in tale regione si venga a formare fempiate strand o base inseriion

una piccola ansa (loop) che com- | teieng | pmmewstrand

prende un nucleotide, una A anziché T /1 T e FTITITIIIT ‘n.u T

stare dritta sulla sequenza del fila- . : _ ??%s???ﬂ?? TT?;?;%?; _
’ annf’ Yo e 57

mento forma una piccola gobba e
non risulta visibile alla DNA polime-
rasi, la quale vedra solo la A precedente e quella successiva ad essa, per questo motivo ag-
giungera una T sul neofilamento in corrispondenza della A precedente al loop ed un’altra T in
corrispondenza della A successiva al loop. Dopo la replicazione (molecola in basso a sinistra) su
un filamento compariranno quattro T e sul complementare cinque A di cui una € quella nel loop;
nel momento in cui questa nuova doppia elica si replichera avra origine una nuova doppia elica
contenente quattro appaiamenti AT e non piu cinque, si perde una coppia di basi. Ritornando
alla molecola di partenza in alto nellimmagine, nel momento in cui essa comincia la replicazione
puo avvenire un altro fenomeno: il loop puo formarsi sul neofilamento crescente in corrispon-
denza della regione ripetuta anziché sul filamento stampo; ovvero mentre la DNA polimerasi al-
lunga il filamento di neosintesi, i legami idrogeno tra le basi complementari non si formano im-
mediatamente, per cui la base che non si appaia perfettamente pud estroflettersi dalla neose-
guenza (molecola in alto a destra) e la DNA polimerasi rilegge per la seconda volta la stessa A
sul filamento stampo e attacca al neofilamento un’ulteriore T, si originera una molecola di DNA
costituita da un filamento contenente sei T e un filamento contenente 5 A (molecola in basso a
destra). Nel momento in cui la molecola in basso a destra si replica, la sintesi del filamento
complementare a quello contenente le 5 A dara origine ad una molecola di DNA selvatica, men-
tre la sintesi del flamento complementare a quello contenente le sei T dara origine ad una mo-
lecola di DNA mutata. Quindi per via dello slippage si possono originare delle delezioni di cop-
pie di basi se il fenomeno avviene sul filamento stampo, oppure delle inserzioni se avviene sul
filamento di neosintesi.

Mutazioni puntiformi Mutazioni puntiformi

------------------------------------------------------------- Le mutazioni puntiformi riguardano uno o pochi nucleotidi

» Sostituzioni di basi della sequenza del DNA e vanno distinte dalle mutazioni
L. cromosomiche che riguardano invece ampie regioni di

» Transizioni DNA. Le mutazioni puntiformi possono essere classificate
» Pirimidina - Pirimidina in due gruppi che sono le sostituzioni di coppie di basi
Deg,C>T (quelle che si generano spontaneamente a causa della tau-

» Purina = Purina tomeria delle basi azotate) e le inserzioni e delezioni di
0eg,A>G coppie di basi. Le sostituzioni di coppie di basi possono

» Transversioni essere suddivise in transizioni e transversioni; nelle tran-

sizioni la sostituzione avviene tra nucleotidi della stessa
classe, ovvero una purina viene sostituita con un’altra puri-
na oppure una pirimidina viene sostituita con un’altra piri-
midina; nelle transversioni la sostituzione avviene tra una
purina ed una pirimidina oppure tra una pirimidina ed una

» Purina - Pirimidina e viceversa
Deg,A>C
» Sono pil rare delle transizioni

purina.
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» Le mutazioni somatiche non sono trasmesse alla Mutazioni somatiche e
progenie germinali _ _
Le mutazioni possono avveni-
re in tutte le cellule e a se-
conda che avvengano nelle
) cellule del soma o in quelle
progenie della linea germinale, vengo-
no definite mutazioni soma-
tiche e mutazioni germinali. Ovviamente I'interesse di un genetista non € esattamente focaliz-
zato sulle mutazioni somatiche perché esse manifesteranno il fenotipo solo nell’individuo in cui
si verificano, ma si interessera maggiormente delle mutazioni germinali, perché solamente
queste ultime possono essere trasmesse alla progenie, cioé diventano ereditarie e rappresenta-
no un significato evolutivo perché saranno sottoposte al vaglio della selezione naturale per
stabilire se possono avere un futuro oppure in caso contrario si interrompera la loro trasmissio-
ne.

» Le mutazioni della linea germinale sono trasmesse alla

Tasso di mutazione e Tasso di mutazione e retromutazione
retromutazione T

by

Non & possibile attribuire un
unico e preciso valore al

tasso spontaneo di mutazione ) || numero di nuove mutazioni per gene per generazione &

perché varia a seconda degli . apile (da 1/10° a 1/10°9)
organismi che consideriamo,

ad esempio per i procarioti il

tasso spontaneo di mutazione € molto piu alto di quello degli eucarioti, € nellambito di questi
due grandi gruppi, a seconda della sottospecie a cui facciamo riferimento il tasso medio di
mutazione spontaneo puo essere molto variabile. In linea generale varia comunque da un valore
alto di 10° a valori minori di 1°. Una retromutazione & una seconda mutazione che avviene
esattamente nel punto in cui € avvenuta la prima mutazione e che riporta la sequenza del DNA
alla sua forma originaria: ovviamente il tasso di retromutazione € molto piu basso del tasso di
mutazione. Non si tratta di un evento impossibile ma solo molto raro. C’e pero da dire che la
delezione € una mutazione che non pud assolutamente revertire al genotipo selvatico, in
particolare la delezione cromosomica, perché dovrebbe avvenire una inserzione dello stesso
pezzo di DNA mancante esattamente in quel punto di rottura che ha generato la delezione e
nello stesso orientamento, ed & impossibile. Una retromutazione di una sostituzione di coppie di
basi puo tranquillamente accadere. Solitamente il tasso di retromutazione corrisponde al tasso
di mutazione per il tasso di mutazione, si raddoppia quindi 'ordine di grandezza dell’esponente
negativo, perché devono avvenire due eventi: prima la mutazione e poi la nuova mutazione nello
stesso punto che ripristina il genotipo selvatico.

- Cambiamento o perdita di basi
Probabilmente superano 50.000/cellula/giorno

Mutazioni Spontanee - Errori di replicazione

Se tutte le mutazioni che avvengono

per errori della DNA polimerasi o per \ A4 4444

la tautomeria delle basi restassero St PREERE
allinterno di un genoma, si osserve- Ty corretto?

rebbe un tasso di mutazione molto Vllﬁ?ﬁﬁ%g&ﬁ

piu elevato rispetto a quello che no

realmente si osserva. Esistono quindi “ ).
dei meccanismi cellulari che ricono- replicAzione

) . . K
scono gli errori e qualora possono li fAC ,(Cfr
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correggono. Generalmente a seconda del tipo di correzione, riportano la situazione a quella ori-
ginaria (alcuni tipi di meccanismi di riparazione). Altri tipi di meccanismi di riparazione, qualora
individuano un appaiamento illegittimo lo eliminano e inseriscono una coppia di nucleotidi qual-
siasi correttamente appaiata, o scopo € di eliminare le distorsioni della doppia elica e riparare in
qualche modo I'appaiamento illegittimo non curandosi del fatto di ripristinare o meno la sequen-
za originaria. Se come nellimmagine abbiamo una base che per un qualsiasi motivo (errore del-
la DNA polimerasi o tautomeria) genera un appaiamento illegittimo, nel momento in cui viene
corretto si ripristina la sequenza originaria del DNA, se invece non viene corretto, nel momento
in cui avviene la replicazione si originera una doppia elica mutata a partire dal filamento stampo
con l'errore (nellimmagine il filamento contenente la C al posto della T) e una doppia elica sel-
vatica a partire dal filamento stampo corretto. Quando si iniziarono a studiare le mutazioni
c’erano due correnti di pensiero; una delle due riteneva che a seconda dell’ambiente in cui si
trova un organismo possono insorgere determinate mutazioni piuttosto che altre. Questo tipo di
visione viene definito adattativo, cioe, in presenza di antibiotico ampicillina ad esempio, un bat-
terio muta e diventa resistente all’antibiotico: in realta non e cosi, perché le mutazioni non sono
adattative ma avvengono indipendentemente dall’agente selettivo che ci consente di visualizzar-
le. E stata dimostrata I'insorgenza di mutazioni di tipo preadattativo attraverso due test. Uno di
questi e il test di fluttuazione e 'altro ¢ il test di piastramento in replica.

Il test di fluttuazione e la Bl fasi _ inavkialcures
natura pre-adattativa E I E
delle mutazioni

Luria e Delbruk utilizzaro- o
no come sistema un cep- ST E E

po di Escherichia Coli R g233283939
sensibile all'infezione del
fago T1, suddivisero la
coltura, una parte di essa

la lasciarono in una beuta P D D D 9D S D DD
(coltura massiva) e I'altra

parte la suddivisero in 6@@66 ééééé
venti piccole colture da ééééé

due mL ciascuna (colture

in provette singole). ??@?@
L’obiettivo era quello di

mettere sia la coltura massiva, sia le venti colture in provetta a crescere in un opportuno terreno
liquido per lo stesso numero di generazioni. Successivamente gli scienziati utilizzarono delle
capsule Petri contenenti terreno di coltura solido (agar aggiunto al terreno di coltura) per piastra-
re un’'uguale quantita di batteri prelevati dalla coltura massiva (dalla beuta), circa dieci piastre;
poi piastrarono successivamente un’uguale quantita di batteri da ciascuna singola provetta su
una corrispettiva capsula Petri (dalla provetta 1 prelevarono un’aliquota e la piastrarono sulla
capsula 1 e cosi via per le altre 19) per un totale di 20 capsule. Dopo la piastratura aggiunsero a
tutte le capsule (sia le 10 derivanti dalla soluzione in beuta, sia le altre 20 derivanti dalle provet-
te) uno stesso titolo (stessa quantita) di fago T1; incubarono il tutto a 37°C per una notte. Il gior-
no seguente osservarono che sia nelle capsule contenenti le aliquote della coltura massiva, sia
in quelle contenenti la coltura in provetta singola erano presenti colonie batteriche, cioé gruppi di
batteri che erano resistenti al fago T1, ovvero erano dei mutanti rispetto al ceppo originario che
era sensibile all'infezione del fago. Osservarono colonie sia nelle capsule provenienti dalla coltu-
ra massiva sia in quelle provenienti dalla coltura in provetta singola. Quando andarono a conta-
re il numero di colonie resistenti e fecero la media ottennero lo stesso valore medio, ciog il
numero medio di colonie resistenti al fago T1 che venivano fuori dalla coltura massiva e il nume-
ro medio di colonie resistenti che veniva fuori dalla coltura in provetta singola era all'incirca iden-
tico; cioe che variava tra i due gruppi di esperimenti era la deviazione standard, cioé lo sco-
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stamento rispetto alla media del numero di colonie osservate. Nelle colonie ottenute dalla
coltura massiva si osservava uno scostamento dalla media molto basso perché su ogni piastra
era presente lo stesso numero di colonie; nelle colonie ottenute dalla coltura in provette
singole la fluttuazione era molto alta, pur avendo lo stesso numero medio c’era una grossa
variabilita tra le 20 piastre analizzate: su alcune non c’erano colonie batteriche (nessun mutante
resistente al fago T1), su alcune c’erano tantissime colonie batteriche (tanti mutanti resistenti al
fago T1), su altre c’erano un numero variabile di colonie batteriche. Questo risultato dimostra la
natura pre-adattativa delle mutazioni perché se fosse stata la presenza del fago T1 a determina-
re I'insorgenza della mutazione “resistenza al fago T1” gli scienziati avrebbero dovuto osservare
la stessa distribuzione sia nelle piastre provenienti dalla coltura massiva sia in quelle provenienti
dalle 20 colture singole in provetta perché il fago e stato aggiunto nello stesso momento in tutte
le capsule; di conseguenza non ¢ il fago T1 a determinare la resistenza nelle cellule batteriche
nei suoi confronti, ma la mutazione deve essere insorta precedentemente dal contatto e indi-
pendentemente nella colonia massiva e nelle singole colture; il fago T1 € solo il mezzo che ha
consentito di evidenziare la resistenza ovvero l'agente selettivo. Questa visione ci spiega |l
motivo per il quale nelle piastre provenienti dalla coltura massiva si evidenzia una fluttuazione
molto bassa e nelle piastre provenienti dalle singole colture si osserva una fluttuazione molto
alta. Nelle piastre provenienti dalla coltura massiva si osservava una bassa fluttuazione perché
le cellule batteriche sono state tenute tutte insieme nella beuta per cui a generazioni variabili
sono insorte mutazioni all'interno dei batteri: se infatti insorge una mutazione in un batterio allora
tutta la sua progenie sara mutante e se non insorge tutta la progenie resta selvatica. Nelle
piastre provenienti dalle singole colture la fluttuazione era maggiore perché avendo fatto una
separazione a monte, ogni singola provetta € diventata una coltura indipendente dalle altre, di
conseguenza in una singola coltura potrebbe non essere avvenuta alcuna mutazione e pia-
strando non si € osservata alcuna colonia ed in un’altra coltura si sono osservate poche cellule
resistenti al fago, indice che in una generazione di crescita della coltura € insorta la mutazione
“resistenza al fago T1”. Nel momento in cui si osservavano poche colonie batteriche resistenti si
e dedotto che la mutazione fosse avvenuta nelle ultime generazioni di crescita. Nelle piastre in
cui si osservavano tante colonie batteriche resistenti al fago T1 € stato dedotto che la mutazione
fosse insorta molto precocemente in una delle generazioni iniziali e si sia propagata a quasi tutta
la progenie. Questo test dimostra che non & I'antibiotico che determina la mutazione responsabi-
le della resistenza all’antibiotico, ma la mutazione insorge nei ceppi batterici indipendentemente
dal fatto che sia presente o meno l'antibiotico; ma se noi prendiamo tanti antibiotici selezionere-
mo nel nostro organismo i ceppi resistenti a quell’antibiotico e prenderanno il sopravento
diffondendosi nella popolazione generando il problema della resistenza agli antibiotici, che oggi
e diffuso a causa dell’abuso del mezzo selettivo.

o ool Gorerion Nella parte superiore dellimmagine & sche-
o T T g matizzato cid che dovrebbe accadere se
Time 2 o Yo o o : o Yo o o fosse il fago T1 a determinare la mutazione:
3 O/ \O O/ \O O/ \O O/ \O 3 ‘O/ \O O/ \0 O/ \ O/ \O H i H .
i  AARRRRAR RALZR AR R se aggiungiamo il fago alla quarta genera-
—»4 0000000000 ROOR0O 4080800000 0QRLEBO0Q . . . . .
phage, : zione, sia nella coltura massiva che in cia-
" ) scuna delle singole colture dovrebbe insor-
: Daa o lo stesso numero di mutanti, perché
0. [} 0 _ o ere ’

1 O/ \O 1 O/ \. g . . . . P
AN AN s A\, @ggiungiamo lo stesso titolo di fago e do-
Im 2 2 . . . .
Tme AN AN LA o/O ./'\-. A vremmo osservare la stessa distribuzione di
asam, dhdbdedbdbdbdbdd  dbdbdbdbenen ﬂ, s fagi T1 sulle differenti piastre. Nella parte

phage

inferiore del’limmagine & schematizzato cio
che realmente accade: nonostante si aggiunga il fago T1 alla quarta generazione la mutazione &
insorta molto prima del contatto tra fago e coltura, indipendentemente; i batteri non sanno che
ad una certa generazione gli viene somministrato il fago!
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Il test di piastramento in replica (Lederberg)

Questo test dimostra la stessa teoria del test di fluttua-
zione. Partendo da una coltura di cellule di Escherichia
Coli sensibili allinfezione del fago T1 e facendole cre-
scere su una piastra su un terreno solido, utilizziamo
un disco ricoperto da un tampone di velluto sterile e lo

~, Master plate containing

i many colonies that were
¥ grown in the absence of
T1 phage

A velvet cloth (wrapped cver a
cylinder) is pressed gently onto the
master plate and then lifted. A little
bit of 2ach bacterial colony adheres
to the velvet cloth, thereby creating
a replica of the arrangement of
colonies on the master plate.

poggiamo sulla piastra dopo averla orientata (con dei
segni asimmetrici per riconoscere esattamente la posi-
zione del tampone rispetto alla piastra). Prendiamo al-
tre quattro piastre prive di batteri, le orientiamo e pog-
giamo su ognuna di essere il tampone di velluto (che
prima € stato posto sulla piastra con coltura batterica)
nella stessa posizione in cui era stato posto sulla coltu-
ra di partenza: facciamo questa operazione perché
poggiando il tampone di velluto sulla piastra madre al-
cune cellule restano attaccate al tampone e poggian-
dolo poi su una piastra vuota queste cellule si attac-
cheranno al terreno solido esattamente nella posizione
corrispondente a quella della colonia sulla piastra ini-
ziale. Sulle quattro piastre, oltre al terreno di coltura abbiamo aggiunto anche il fago T1; effet-
tuiamo il pistramento e mettiamo a crescere. Dopo la crescita su tutte le piastre & presente un
uguale numero di colonie nella stessa posizione che corrisponde a quella di una colonia della
piastra iniziale: i batteri resistenti erano gia presenti nella coltura iniziale e noi li abbiamo solo
trasferiti in replica sulle quattro piastre contenenti 'agente selettivo. Se fosse stato 'agente se-
lettivo a indurre la mutazione allora avremmo osservato una posizione variabile delle colonie
perché in un caso I'avrebbe indotta in una colonia, in un altro caso in un'altra colonia e cosi via;
invece nelle quattro repliche (quattro piastre) osserviamo sempre la stessa posizione delle colo-
nie mutanti. Anche questo approccio dimostra la natura pre-adattativa delle mutazioni: non &
'agente selettivo a determinare la mutazione, esso serve solo ad evidenziarla.

Velvet cloth

The replica is then gently pressed
onto 2 secondary plates that
contain T1 phage.

Petri plate -~ —
with T1 phage W= aeiius gl

Incubate ovemight to
allow bacterial growth.

j Patri plate
g with T1 phage
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Principali mutageni chimici

Di-(2-chloroethyl) sulfide Ethyl methane sulfonate Ethyl ethane sulfonate A ) K L.
(Mustard gas) (EMS) (EES) Esistono una serie di sostanze chimi-

(a) Alkylating agents che e di agenti fisici che per le loro ca-
I H oW ratteristiche sono in grado di aumenta-
"\.I./C\ﬁ/"' .I.%\" N - "\g‘\“/‘%l(‘*f/“ re il valore del tasso rispetto al tasso di
04‘\?/‘\“ SN " qu/kf/ \,?ac\$¢<\;,,, mutazior)e spontanea; ma non aumen-

H H H O H H tano mai un particolare tipo di mutazio-
e ey ey ni perché si riferiscono sempre al tasso

(b) Buse anulogs ) Aeidines mutazionale generale del genoma, tut-

to il DNA aumenta il suo tasso di muta-
zione: non aumenta il tasso di muta-
zione di uno specifico gene ma quello
di tutto il genoma. Nella tabella sono
elencati i principali tipi di mutageni
chimici, in alto notiamo gli agenti alchilanti tra cui il gas mostarda, I'etil metan sulfonato, I'etil
etan sulfonato; un’altra classe di mutageni chimici € costituita dagli analoghi di base tra cui il 5-
bromo-uracile e 2-amminopurina; poi ci sono le acridine tra cui la proflavina; gli agenti deami-
nanti tra cui I'acido nitroso; gli genti idrossilanti tra cui I'idrossilammina. Ciascuna classe di
mutageni chimici € in grado di aumentare il tasso di mutazione spontaneo agendo in maniera
specifica.

HNO,
Nitrous acid

NH,OH
Hydroxylamine

(d) Deaminating agent

Figure 13-16 Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons

(e) Hydroxylating agent
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¢) Mutagenic action of 58U

AT-to-GC transition mutation

Il 5-bromo-uracile
Il 5-bromo-uracile ¢ il piu

I Addse T _— famoso mutageno chimico
Smis . L

z':;:wlon E | to rare states (58U} 5BU shifts back che viene utilizzato per
5BU Inct:'porated DNA j o normal m- ] dimostrare Pi nsorgenza
mnomaisate replloation™ 2 pya —a&__  delle mutazioni. In genere
GC-to-AT tranition mutation roplication g c’® sempre una relazione
¢ Add 58U ‘c Tansiton mutation  dose-effetto tra i mutageni

‘Q ‘G 5BU retums (instead of AT, it is CG) |’ ff tt t h
DNA 25 fonomaisite g e leffeto mutageno che
— G hanno: maggiore ¢é la

5BU Incorporated DNA ¢ - S .
inrarostata  replication é DNA i il quantita di mutageno
replication

T
A;

Transition mutation

somministrata e maggiore
sara l'incremento del tasso

(instead of GC, it is AT)

mutazionale fino a rag-
giungere un valore soglia oltre il quale si osserverebbe uno squilibrio talmente grande nella
costituzione di un genoma che non avrebbe piu senso. Il 5-bromo-uracile riesce a far finta di
essere una base azotata, cioé riesce ad ingannare la DNA polimerasi che la scambia per una
base azotata e la incorpora nella sequenza del filamento neosintetizzato se & presente
nel’ambiente in cui la DNA polimerasi sta catalizzando. Anche il 5-bromo-uracile esiste in due
forme tautomeriche, una chetonica piu stabile e una enolica meno stabile e rara. Nella usa
forma chetonica si appaia con 'adenina mentre nella sua forma enolica si appaia con la guani-
na. Nella parte superiore dellimmagine osserviamo una posizione TA che fa parte di una doppia
elica di DNA che fa parte di una cellula a cui & stato somministrato il 5-bromo-uracile, il DNA si
sta replicando quindi i due filamenti si separano; il filamento che contiene T ricevera una A sul
filamento di neosintesi complementare e ricostituiranno il DNA selvatico; il filamento che contie-
ne la A puo ricevere il 5-bromo-uracile nella sua forma chetonica sul flamento di neosintesi
complementare: nel momento in cui questa nuova doppia elica si replica il filamento stampo con
la A generera una molecola di DNA selvatica, invece il filamento contenente il 5-bromo-uracile
generera una molecola di DNA mutante qualora passasse dalla sua forma chetonica a quella
enolica instabile rara perché diventerebbe complementare alla G e non piu alla A. Nella parte
inferiore dellimmagine possiamo osservare cosa accade quando viene incorporato il 5-bromo-
uracile ella sua forma enolica instabile. Nella sua forma instabile il 5-bromo-uracile pud essere
messo solo di fronte alla G, quindi immaginando un appaiamento GC tra due filamenti che
devono replicarsi verra inserito il 5-bromo-uracile in forma enolica sul filamento di neosintesi
complementare a quello parentale che contiene G generando una molecola di DNA contenente
G-5BU; quando questa molecola si replichera il filamento contenente G originera una molecola
di DNA selvatica mentre se sul filamento che contiene 5BU questo passa nella sua forma
chetonica stabile questo filamento generera una molecola di DNA mutata rispetto a quella
selvatica. Abbiamo quindi osservato come un analogo di base pud incrementare il tasso di

mutazione spontanea.
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Un agente deaminante: I’acido nitroso

L’acido nitroso trasforma 'adenina in ipoxantina, la quale si
appaia con la citosina; quindi nella posizione in cui
un’adenina viene deaminata dall’acido nitroso I'ipoxantina

(a) Adenine Hypoxanthlnc
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che si genera si appaiera con la citosina. La citosina ad 0

\
N—H

opera dell’acido nitroso viene trasformata in uracile che & N
complementare all’adenina. La guanina deaminata diventa
xantina che si appaia con la citosina per cui in questo caso
non si genereranno mutazioni.
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Un agente intercalante: la proflavina

Tra le acridine troviamo la proflavina, un agente mutageno che si intercala tra

due coppie di basi successive del DNA e a seconda della quantita somministrata mewecues
avremo un effetto piu 0 meno evidente. Nel momento in cui avviene la replicazio-

ne si generera un tipo di mutazione che non € una sostituzione di coppie di basi,

ma un’inserzione o una delezione. s

1 Mutageni fisici: i raggi UV e i raggi X

Tra gli agenti mutageni fisici ricordiamo i raggi X e i raggi UV.
Questi ultimi sono dei potenti mutageni che agiscono sul DNA.
L’incremento del tasso di mutazione dovuto ai raggi X in Drosophi-
la alla dose di 4000 roentgen €& di circa 100 volte e piu 0 meno si
ha lo stesso tipo di incremento di tasso mutazionale anche

-
o
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lethal mutations
w
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% di mutazioni
. . . letali i
partendo dal fatto che il tasso mutazionale incrementato tinked € _—
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2x10% geni per generazione; nel genoma umano sono pre-  mutazione Dose di raggi X——
senti 25000 geni quindi un tasso mutazionale di 2x10© sj-  SPontanea no X-ray
aps ye . . . . . \&l TVVUY
gnifica l'insorgenza di 0,05 mutazioni per ogni generazio-  cromosomix) ™™
ne. I mutageni incrementano notevolmente il tasso di
mutazione spontanea
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lizza la sostanza di cui vogliamo testare il potere mutageno e infine un estratto di enzimi epatici
di ratto. Si utilizza questo estratto di enzimi epatici perché hanno la funzione di detossificare,
cioe trasformare le sostanze potenzialmente dannose in sostanze che non lo sono. Se vogliamo
quindi capire se una certa sostanza chimica X possa avere un effetto mutageno o non mutageno
su un sistema di mammiferi non possiamo utilizzare un sistema batterico; mettendo questo
potenziale mutageno invece in presenza di enzimi estratti dal fegato di un mammifero riusciamo
a creare una situazione simile a quella in cui si verificherebbe quando esso si verrebbe a trovare
nei dotti epatici. Come per tutti gli esperimenti ¢’ bisogno di fare un controllo: in questo caso il
controllo & costituito da un ceppo di Salmonella His™ e gli enzimi di ratto piastrato su un terreno
solido privo di istidina, quindi il ceppo non deve crescere: osserviamo un certo numero di cellule
che crescono non elevato che corrisponde al tasso di retromutazione. In parallelo mescoliamo
la sostanza di cui vogliamo testare il potere mutageno con l'estratto di enzimi epatici di ratto e
immergiamo un disco di carta assorbente in questa miscela ottenuta. Contemporaneamente
prepariamo un’altra piastra Petri con un terreno privo di istidina sulla quale piastriamo il ceppo di
Salmonella His- , poggiamo il dischetto imbevuto di mutageno ed enzimi di ratto e mettiamo la
coltura a crescere. Se il giorno seguente intorno al dischetto si sono formate tante colonie che
non necessitano di istidina e che quindi sono mutati rispetto al ceppo iniziale, deduciamo che la
sostanza che abbiamo testato & un mutageno.

IL TEST DI FLUTTUAZIONE (Dispensa Prof. Aceto)

Quando una popolazione di cellule del batterio Escherichia coli viene esposta all'infezione
del fago T1, si evidenzia una piccola parte della popolazione resistente all'infezione fagica e
questa caratteristica viene trasmessa alla progenie..

S. Luria e M. Delbriick si proposero di stabilire se tale resistenza, chiamata Ton® (T one
Resistance, resistenza al fago T1), fosse dovuta all'insorgenza di mutazioni spontanee o a
un adattamento fisiologico che insorgeva a bassa frequenza nella popolazione batterica. In
pratica, si proposero di stabilire se la resistenza al fago T1 fosse adattativa o pre-
adattativa.

Partendo da un unico ceppo di E. coli sensibile a T1, Luria e Delbriick inocularono 20
provette (ciascuna contenente 0,2 mL di terreno liquido) e una grande beuta (10 mL di
terreno liquido) con cellule di E. coli e le lasciarono crescere in assenza del fago T1, nelle
stesse condizioni e lo stesso numero di generazioni, fino a raggiungere la densita di 10°
cellule/mL.

Il contenuto di ogni provetta (0,2 mL) venne piastrato su terreno solido e dalla coltura
nella beuta vennero prelevati 10 campioni di 0,2 mL (contenenti un numero di cellule batte-
riche pari a quello delle provette) e piastrati separatamente su terreno solido. A tutte le
piastre venne aggiunto lo stesso titolo di fagi T1.
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I risultati dell'esperimento sono riportati nella seguente tabella

COLTURE SINGOLE COLTURA MASSIVA

NUMERO DELLE NUMERO DELLE NUMERO DELLE NUMERO DELLE

COLTURE COLONIE Ton® COLTURE COLONIE Ton®
1 1 1 14
2 0
3 3 2 15
4 0
5 0 3 13
6 5
7 0 4 21
8 5
9 0 5 15
10 6
11 107 6 14
12 0
13 0 7 26
14 0
15 1 8 16
16 0]
17 0 9 20
18 64
19 0 10 13
20 35
Media 11,3 Media 16,7
Varianza 694 Varianza 15
Varianza/Media 61 Varianza/Media 0,9

Sebbene i valori medi di colonie Ton® siano simili, esiste un'importante differenza tra i due
tipi di piastramento: la coltura massiva non mostra una grande variabilita nei singoli pia-
stramenti (il rapporto tra varianza e media ¢ circa 1), mentre le singole colture presentano
fluttuazioni molto ampie intorno alla media dei valori individuali, cosicché il rapporto tra va-
rianza e media & 61.

Se la resistenza al fago T1 fosse causata da un adattamento fisiologico, in entrambi i gruppi
di piastre sarebbero attese fluttuazioni piccole e della stessa ampiezza.

LA SPIEGAZIONE PIVU' PLAUSIBILE DI QUESTO RISULTATO ERA CHE NELLE COL-

TURE DA 0,2 mL ST FOSSERO VERIFICATE MUTAZIONI CASUALI IN MOMENTI
DIVERSLI.
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Le mutazioni avvenute precocemente davano origine ad un numero maggiore di colonie
resistenti, mentre quelle avvenute pit tardivamente davano origine ad un numero minore di
colonie resistenti. Se le mutazioni non erano avvenute affatto, nessuna colonia resistente
cresceva sulle piastre.

o/ .\o o/ .\o M“*‘um”/ O\/ \/O\
N A A AR AN AN

ione preco- ) )
Mutazione preco Mutazione tardi-

Le piastre derivanti dalla coltura unica erano OMOGENEE rispetto al numero di colonie
resistenti, perché la suddivisione in aliquote avveniva dopo la crescita (e quindi dopo
I'insorgenza delle eventuali mutazioni). Le cellule mutanti erano uniformemente distribuite
in tutte le aliquote di 0,2 mL.

Luria e Delbriick utilizzarono i dati derivanti dal test di fluttuazione per determinare la
frequenza di mutazione spontanea (a) per cellula per generazione. Poiché per passare da un
numero iniziale di batteri No ad un numero finale N sono necessarie N - No generazioni
cellulari, si deduce che il numero medio di mutazioni avvenute in ogni singola coltura del test
di fluttuazione, dove N > Np, € pari ad aN. Dato che ci si aspetta che queste mutazioni si
distribuiscano a caso nelle ¢ colture, segue dalla legge di Poisson* che il numero di colture
po in cui hon & avvenuta alcuna mutazione (cioe non & comparso sulla piastra nessun mutante
Ton®) &

PO - e-aN

cioe

a = (-In po)/N

L'analisi dei dati delle singole colture rivela che in 11 delle 20 colture non si sono trovati
batteri mutanti Ton®, cio& in queste colture non & avvenuta nessuna mutazione Ton® — Ton".
Quindi, po = 11/20 = 0,55 e dato che N = 0,2 x 108, segue che a = (-In 0,55)/0,2 x 108 = 3 x

10°® mutazioni per cellula per generazione.

* La legge di Poisson ¢ una distribuzione statistica secondo la quale p, = (x'/r!)e™
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LEZIONE 15

Esercitazione in aula (Prof. Gaudio)
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LEZIONE 16 (05/05/2015)
Meccanismi di riparazione N accanicmi di rinaraziana dal NN A
d I DNA IVAVCG O VAlLliIDIlil Ul llPal ALILIVUILIIV UVL L1 I
e
I DNA ha una sua capacita . .
o . > 1. I procarioti e gl eucarioti posseggono sistemi
intrinseca di mutare ma la cel- r e r oo
lula possiede dei meccanismi enzimatici di riparazione del DNA.

che tendono a riparare quan- 5 [ sistemi di 1“par-"zi0‘1e Sono ra

to piu possibile gli errori

commessi durante la replica- meqcamsmo u 7 7 o
zione, altrimenti il tasso mu- > Alcuni correggono I’errore in modo diretto
tazionale spontaneo sarebbe »  Altri eliminano le basi errate e poi riparano il “buco”

molto piu alto di quello che si

osserva. | meccanismi di riparazione entrano in gioco quando sia nei procarioti che negli euca-
rioti avviene un errore, ovvero I'incorporazione all'interno del DNA di un nucleotide “sbagliato”,
cioé un nucleotide che non dovrebbe essere in quel posto; ad esempio un nucleotide appaiato
male (un appaiamento illegittimo) oppure un’inserzione o una delezione; oppure quando nel
DNA si creano delle strutture anomale dovute alla formazione di legami covalenti tra due pirimi-

dine successive (dimeri di timine).

Tasso di mutazione osservato sperimentalmente in E. coli:

1 mutazione/10'° basi polimerizzate

Tasso atteso di errore delle DNA polimerasi di E. coli (sulla base delle

proprieta fisico-chimiche delle basi):
1 mutazione/10° basi polimerizzate
Tasso osservato di errore delle DNA polimerasi di E. coli:

1 mutazione/107 basi polimerizzate

In Escherichia Coli il tasso di
mutazione sperimentalmente
osservato € di una mutazione
ogni 10" basi polimerizzate,
quindi un tasso piuttosto bas-
s0; ma se confrontiamo que-
sto tasso di mutazione con il
tasso di sostituzione spon-

tanea delle basi azotate ci rendiamo conto che c’€ una discrepanza, perché quest’ultimo € di
circa 1 su 10° basi polimerizzate, quindi molto piu alto di quello osservato, cosi come se osser-
viamo in vitro il tasso di mutazione della DNA polimerasi di Escherichia Coli notiamo che ha un

valore di 1 su 107 basi polimerizzate.

Queste osservazioni hanno fatto ipo-
tizzare l'esistenza di meccanismi di
riparazione di questi cambiamenti che
avvengono spontaneamente. Ovvia-
mente i sistemi di riparazione entrano
in ballo quando insorgono mutazioni

Conclusione:

x

- Le DNA polimerasi posseggono una attivita di “correzione di
bozze” (proofreading).
- Esistono anche altri sistemi di riparazione degli errori.

spontanee e anche quando insorgono mutazioni indotte, funzionano a fronte di ogni tipo di mu-

tazione.

Attivita di correzione di bozze (proofieading) della DNA polimerasi

rrrr correzione Y
naove AACGC —— AACGT

vecchio ! ! Sis:é ! s:l

La DNA polimerasi ha 3 attivita:
- Puo aggiungere una base all’estremita 3°-OH
- complementare allo stampo
- Puo rimuovere una base dall’estremita 3’-OH
Normalmente, il tasso di aggiunta >> tasso di rimozione

- Puo rimuovere una base dall’estremita 5’

Un primo meccanismo di riparazione
fondamentale perché corregge quasi
tutti gli errori di polimerizzazione ¢ |l
meccanismo di correzione di boz-
ze, che € una proprieta anch’essa in-
trinseca della DNA polimerasi. La
DNA polimerasi € capace quindi di
essere fedele allo stampo che legge e
qualora commettesse un errore (e ne
commette) € in grado di percepire
'errore commesso e di correggerlo.
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Oltre ad avere la capacita di allungamento del filamento a partire dal 3’OH aggiungendo nucleo-
tidi, la DNA polimerasi ha attivita di rimozione di basi azotate all’estremita 3'OH e anche
all’estremita 5’; ovviamente l'attivita predominante della polimerasi € quella di polimerizzazione,

ovvero aggiungere nucleotidi.

o Correzione di bozze
¥ base appaiata ail'estremita 3' - tasso di estensione elevato Se la base che viene in-
A trodotta sul neofilamento
f . in crescita non € comple-
AACG .’ A ,. mentare  allo  stampo,

AACEwr — AAL

ALgeors LIeEhe

+ e e "o e e “e °e

O TTSENG

w—v—v—v—v—v—v—v

base NON appaiata all’'estremita 3’
— tasso di estensione basso

quindi c’e un errore, diven-
ta predominante lattivita di
rimozione (da parte della
DNA polimerasi)
allestremita 3 e quindi
'enzima rimuove il nucleo-

probabilita di rimozione elevata base al 3 T a0 ctoce
nuovamente S
appalata! ha aggiunto e a quel punto

L’attivita proofreading corregge circa il 99% degli errori di
incorporazione!

pud aggiungere quello
giusto. L’attivita di proo-
freading o correzione di
bozze riesce a correggere

all'incirca il 99% degli errori di incorporazione dei nucleotidi che avvengono durante la polimeriz-

zazione.

Riparazione degli appaiamenti L’attivita proofreading corregge molti errori, ma alcuni sfuggono;
illegittimi come vengono individuati e riparati?

Molti degli errori vengono corretti

perd ci sono errori che sfuggono / GACGTACATG

allattivita proofreading. Esistono

ulteriori meccanismi di riparazio- GACGTACATG

CTGCATGTAC  appaiamento
_—‘“illegittimo”

ne. Uno di questi & il mismatch CTGCATGTAC GACGT--%

repair (riparazione \,. .,..GCA.[;!;AC

dell’appaiamento illegittimo), che . . o \

) ) N la riparazione tende a y 4

interviene dopo la replicazione del S A

DNA ripristinare la sequenza B AN

' corretta - > -
GACGTACATG GACGTTTG
CTGCATGTAC CTGCATgTAC
riparato non riparato

Meglio compreso nei batteri

1. Identifica gli appaiamenti illegittimi nel DNA
proteina mutS di E. coli

2. Riconosce il filamento stampo

utilizza lo stato di metilazione del DNA per identificare il filamento
stampo
P CH,

]
TGATCA deossiadenosina TGATCA
ACTAGT  metilasi (DAM) ACTAGT

CH,

3. Corregge I’altro filamento (NEOSINTETIZZATO)
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Mismatch repair

Il sistema batterico & semplice e
complesso allo stesso tempo. Esi-
ste un proteina chiamata mutS in
Escherichia Coli che riconosce gl
appaiamenti illegittimi, ma per ef-
fettuare una reale correzione e tor-
nare alla sequenza selvatica del
DNA c’e bisogno nell’appaiamento
illegittimo di capire qual € il nucleo-
tide errato inserito perché muS ri-
conosce l'appaiamento illegittimo
ma non discrimina il filamento da



correggere, quindi € necessaria un’ulteriore proteina capace di riconoscere il filamento stampo
(filamento originario) e distinguerlo dal filamento neosintetizzato sulla base dei livelli di metila-
zione differente tra i due filamenti. Il flamento parentale possiede alcune basi che sono metilate
e che ancora non sono state metilate nel filamento neosintetizzato; quind esiste una proteina
capace sui livelli di metilazione di riconoscere quale dei due filamenti € quello vecchio e quale
quello neosintetizzato trasferendo poi questa informazione ad un’altra proteina che correggera il
filamento neosintetizzato per ripristinare la sequenza originaria di DNA.

Nellimmagine vediamo una
doppia elica di DNA prima del-
la replicazione, i cerchietti sui
due filamenti rappresentano  fiamento stampo

dei gruppi di mutilazione di al- {;ansientemente
|a dOppIa ellca SI rep“ca |I f|la' distinto da quello > IIIIIIIIIIIIIIIIII%HIIIIIIIIIIIIII%HIIII[IIII%
mento neosintetizzato inizial- neosintetizzato -.—.—.-/“

o @ . 4 L X J @ L J L 2
[T TN
[ [ ¥ 3 [ [ L 3

l replicazione del DNA

mente non & metilato, di con- l replicazione del DNA
seguenza si riesce a distingue- i filamento stampo

re tra i due filamenti qual € il transientemente o [ ) ,\K
vecchio e quale il nuovo sulla  emimetilato pud essere ® ® o > —
base dei livelli di metilazione e distinto da quello o e e '_/(_"
anche al procedere della meti- neosintetizzato e L4

lazione del filamento di neosin-

tesi ci saranno sempre delle regioni che non sono ancora metilate, c’€ un momento breve in cui i
due filamenti di DNA hanno livelli di metilazione differenti, cioé quello neosintetizzato non & an-
cora metilato.

La proteina mutS riconosce 1’appaiamento illegittimo La proteina mutH riconosce |l
filamento parentale sulla base
dei livelli di metilazione, poi in-
La proteina mutL promuove I’attivita di mutH (taglio nel filamento neosintetizzato) terviene la proteina mutL che
aiuta mutH a correggere il fi-

La proteina mutH riconosce il filamento parentale

mismmokS  mutH

N lamento neosintetizzato.
5'—CACGTTACAAGGTSAIJGTTTCCGATCE‘A—3’ Nellimmagine notiamo un ipo-
3'"-GTGCAATGTTCCA G CAAAGGCTAG T-5" tetico appaiamento |||eg|tt|mo

CH, che viene riconosciuto da

mutS, poi mutH subentra e di-
rimuove il mismatch .\TTACAAGGTCATGTTT scrimina tra il filamento metila-
to e quello non metilato, com-

mutL

5' _CACGTTACAAGGTCCTGTTTCCGATCTA- 3" prende che la correzione deve
3'~GTGCAATGTTCCAGGACAAAGGCTAGAT-5" avvenire su quello non metilato
ri-sintesi del DNA . CH, e quindi la A é il nucleotide
TS ———— T sbagliato nell’appaiamento

AG; se non avessimo potuto fare alcuna distinzione tra i due filamenti il sistema non avrebbe
mai capito cosa correggere in questo appaiamento illegittimo. A questo punto entra in gioco
mutL che fa rimuovere un tratto di filamento neosintetizzato che contiene I'appaiamento illegit-
timo, cosi puo avvenire una nuova sintesi di quel tratto in maniera corretta mettendo di fronte la
GlaC.
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| raggi ultravioletti sono po-
tenti mutageni in quanto in-
ducono la formazione di le-
gami covalenti tra due piri-
midine consecutive, i piu
Luce-dipendenti e luce-indipendenti frequenti sono i dimeri di timi-
na, che creano una distorsio-
ne della doppia elica: il fila-
mento che contiene il dimero di timina non riesce ad appaiarsi in maniera stabile con il filamento
complementare, si viene a creare una distorsione in quel punto e la molecola di DNA ¢ forte-
mente instabile.

Riparazione dei danni indotti da UV

Bisogna correggere quindi queste distorsioni generate dai dimeri di Ultraviolet light
pirimidina a loro volta indotti dai raggi UV. fjif

‘l'hymln&dlmef
Quali sono i geni coinvolti? TT1c nz’ ]

-GCT GTA

c E.A ¢ ii CCAT

L

Riparazione del danno al DNA in-
wrA  dotto da raggi UV
uvrB Facendo riferimento ad un sistema
uvrC batterico, se somministriamo ad una
coltura di Escherichia Coli una luce
ultravioletta per un certo periodo di
tempo e andiamo ad osservare |l
numero di cellule selvatiche di E-
scherichia Coli che sopravvivono ci
y T W rendiamo conto che con il procedere
del tempo di esposizione ai raggi ul-
travioletti diminuisce il numero di cellule selvatiche vitali che recuperiamo dalla coltura. Esiste
quindi una proporzionalita anche se non lineare tra i minuti di esposizione ai raggi UV e il
numero di cellule selvatiche che sopravvivono in una data coltura; abbiamo un decremento di
cellule selvatiche vive e troviamo anche un altro tipo di cellule che diminuira molto piu rapida-
mente la vitalita, cioé dopo poco tempo di irradiazione saranno tutte morte, non si recupera
nessuna cellula vitale. Queste cellule che hanno un comportamento diverso da quelle selvatiche
sono in realta cellule mutanti per un sistema di riparazione che specificamente ripara i danni
indotti dai raggi ultravioletti; le cellule selvatiche continuano a mantenere una certa vitalita
anche dopo un periodo lungo di esposizione ai raggi UV perché nel loro genoma hanno geni
funzionanti che codificano per prodotti che riescono a correggere gli errori che vengono indotti
dalla somministrazione dei raggi UV; le cellule mutanti per questi livelli di riparazione avranno un
decremento di vitalita molto piu rapido (nel grafico si osserva un picco verso il basso in poco
tempo). | geni coinvolti nella riparazione dei danni causati dalla luce ultravioletta sono numero-
si e appartengono a due grossi gruppi: un gruppo di geni che effettua una riparazione in presen-
za di luce (riparazione luce-dipendente) e un gruppo di geni che invece funziona indipenden-
temente dalla presenza di un certo tipo di luce (riparazione luce-indipendente).

% cellule
sopravvissute

Mutanti difettivi

nel sistema di
riparazione UV

0

Ammettendo che lI'impulso di luce UV ad una coltura di Escherichia Coli sia di 250nm, se
andiamo a contare i dimeri di timina che si sono formati ogni 1000 basi notiamo un incremento
notevole durante l'impulso; nel momento in cui si arresta l'impulso e andiamo nel tempo a
seguire il numero di dimeri di timina, notiamo una diminuzione progressiva se conserviamo la
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COltU ra al bu |O al bu |O | d|mer| d| 2 meccanismi di riparazione del danno indotto da UV: dipendente dalla luce e non dipendente dalla luce

timina vengono escissi come dei
singoli frammenti e vengono ripa-

rati. Se invece eseguiamo le stes- | piccoli frammenti di ssDNA
se operazioni in presenza di luce # dimeri di /b‘“o

blu, cioé luce con una lunghezza pirimidina/kb

d’'onda compresa tra i 300nm e i DNA 1“C§0‘;,1‘;$)° >

500nm notiamo la formazione di
dimeri di timina al momento 250nm

I dimeri di pirimidina del
genoma sono convertiti in

s tempo

i dimeri di pirimidina

. ; ; ‘scompaiono’
dell'impulso, ma una volta sospe- impulso di luce UV
so limpulso abbiamo un decre- 57 ~CACGTTACAAGGTCCTGTTTCCGATCT-3"
mento molto pill netto e totale del 3’ -GTGCAATGTTCCAGGACAAAGGCTAGA-5

numero dei dimeri di timina, cioé
scompaiono, vengono corretti

l Phr = fotoliasi (+ luce blu)

5’ -CACGTTACAAGGTCCTGTTTCCGATCT-3"

completamente. La prima osser-
vazione che possiamo fare € che

y 3T =GTGCAATGTTCCAGGACAAAGGCTAGA=5"""""

esistono dei sistemi di riparazione ai danni indotti dai raggi UV, al buio questi meccanismi di ri-
parazione hanno una certa efficienza, alla luce blu sono molto piu efficaci.

Meccanismo ]uce-dipendent}e}di ripéraziedel danno da UV Meccanismo Iuce_dipendente dl ripal’azione del dan'

no da UV

Il meccanismo di riparazione del danno da UV del tipo
luce-dipendente prevede lintervento di un enzima
chiamato fotoliasi prodotto dal gene phr. Nellimmagine
e rappresentato un dimero di pirimidina: in presenza di
luce blu i due legami covalenti vengono distrutti dalla fo-
toliasi e viene ripristinata la sequenza corretta; scompare
il dimero di timina senza bisogno di effettuare alcun ta-
glio o escissione.

. - . Meccanismo luce-indipendente
Meccanismo luce-indipendente di " dimero %piringdina
riparazione del danno da UV uvrC  UVjA yvo
Il meccanismo luce-indipendente & 27 —CAC TCC CCGATCT-37
piuttosto complesso e prevede 37 -GTG AGG GGCTAGA-S
I'intervento di una serie di geni i cui | rimozione della regione danneggiata
prodotti fanno tutti parte della via che '
determina la correzione del dimero uvrD
di pirimidina. L’enzima uvrA ricono- 5/ —CfE 7. CAAGGTEMTGTTTCCGATCT-3"
sce la presenza del dimero di pirimi- 37 ‘G-TGTTCCAGGACAAAGGCTAGA‘5'

dina sul DNA e si lega in corrispon-

denza ma richiamando a sé anche uvrC e uvrB, costituendo un complesso. Avviene quindi un

Meccanismo luce-indipendente

uvrC uvrA uvrB
57" -CAC TCC CCGATCT-3'
3" -GTG AGGZ GGCTAGA-5"'

TACAAGGTIETG

5" -CACGT TTCCGATCT-3'
3" -GTGCAATGTTCCA AGGCTAGA-5"
l sostituzione della regione danneggiata

5" -CACGTTACAAGGTCCTGTTTCCGATCT-3"
3" -GTGCAATGTTCCAGGACAAAGGCTAGA-5’

Questo meccanismo di riparazione interviene anche per correggere le alchilazioni
indotte da alcuni mutageni chimici (e.g. EMS, MMS, etc.)

taglio a livello di uno dei due filamenti
per rimuovere il flamento sul quale c’e
il dimero di pirimidina.

A questo punto interviene uvrD che
rimuove il pezzo tagliato e la DNA po-
limerasi comincia la sintesi della regio-
ne che prima era danneggiata. |l mec-
canismo e profondamente diverso da
quello luce-dipendente: in quel caso
osserviamo solo il taglio dei legami co-
valenti che si sono formati tra le due
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pirimidine successive senza tagliare il DNA e risintetizzare il filamento; in questo caso abbiamo
un meccanismo che ricorda molto il mismatch repair, cioé abbiamo il taglio non solo del dimero
di pirimidina ma dell'intera regione che comprende il dimero di pirimidina (il taglio avviene a
monte e a valle) e il buco che si viene a creare viene riempito dalla DNA polimerasi che ripristina
la sequenza corretta. Questi geni uvr (A, B, C e D) sono i geni coinvolti nella riparazione di
danni al DNA indotti da agenti alchilanti.

I geni mut si trovano anche nell’uomo.... mutazioni deigeni | meccanismi di riparazione del DNA so-
on. no conservati

| geni che sono coinvolti nel mismatch re-
pair (i geni mut) sono presenti nel’l'uomo e
mutazioni dei geni mut sono correlate
allinsorgenza del cancro al colon; esiste un
sistema omologo anche dei geni uvr (A, B,
C, e D) nelluomo, quindi di riparazione ai danni indotti dalla luce UV luce-indipendenti; non &
chiaro se esista nel’'uomo anche una fotoliasi; e i geni uvr nelluomo se sono mutati si hanno
delle patologie come lo xeroderma pigmentoso, patologia ereditaria che rende impossibile
l'esposizione alla luce perché si ha un incremento elevatissimo dell'insorgenza di cancro alla
pelle.

Lo xeroderma pigmentoso ¢ determinato dal cattivo
funzionamento del sistema di riparazione dei danni indotti da

UV... mutazioni di geni simili a uvr4-D (non ¢ chiaro se
nell’uomo ci sia il corrispettivo deiia fotoliasi).

La ricombinazione del DNA

I I meccanismi molecolari

Nellimmagine osserviamo cido che avviene durante la ricom- ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
binazione: ammettendo che siano due cromosomi costituiti da abcdefghijklmnopgrstuvwxyz

alleli tutti dominanti su uno e tutti recessivi sull’altro, in -

seguito a ricombinazione si crea un riarrangiamento e quindi v

una parte di alleli saranno dominanti su un cromosoma e

recessivi sull’altro e viceversa. ABCDEFGh1 4 k1mnoPQRSTUVHXYZ

abcdefgHIJKLMNOpgrstuvwxyz

_ Centromere Possiamo osservare nella foto lo scambio fisico di pezzi di

Hoenologous }Homoloz DNA tra cromatidi non fratelli di cromosomi omologhi. Ab-

pair ,_sister  biamo quindi catalogato tutti i fenomeni che generano va-

A chromatids  riabilita: primo tra tutti & I'assortimento indipendente dei

l geni; il crossing-over come ulteriore variabilita; la mutazio-

¥ ne. Questi tre eventi sono fondamentali per I'evoluzione

Tetrad Crossover perché creano combinazioni differenti di alleli che determi-
poin

«@asma) N€ranno differenti manifestazioni fenotipiche, sempre inte-
1 ragendo con un certo ambiente.

x Rl.cor.nbmazmne meiotica e g, ricombinazione puo avvenire sia durante la
x mitotica meiosi sia durante la mitosi (rara)
Il crossing-over non & un e-

(a) . .
vento esclusivamente meioti- @ Solo la ricombinazione meiotica & importante
co ma esiste anche un crossing-over mitotico di cui abbiamo gia  per il riassortimento dei geni
detto che & un evento estremamente raro. Sia negli eucarioti che

nei procarioti la ricombinazione avviene grazie alla rottura e @ La ricombinazione mitotica pud essere
importante per la riparazione di mutazioni in

144 uno dei cromatidi fratelli di una coppia



riunione dei filamenti di DNA e lo abbiamo dimostrato con gli esperimenti di McClintock e Stern;
avviene con gli stessi meccanismi. In particolare la ricombinazione avviene attraverso la for-
mazione di strutture che prendono il nome di strutture di Holliday.

Il modello di Holliday

Questo modello prevede l'iniziale rottura
a doppio filamento in una delle due mo-
lecole di DNA che sono coinvolte nello
scambio, linvasione da parte del fila-
mento tagliato verso l'altra molecola di
DNA, lo spiazzamento di uno dei due fi-
lamenti che vengono invasi e la forma-
zione di una struttura a croce che poi a
seconda di come viene risolta (tagliata)
dara la formazione di ricombinanti o
meno.

GCTGGTGG
N\, 7

RecBCD

Halicass activity of RecBCD

unwinds DNA, and ite

exonuciaase activity degrades
both single strands
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At CHI gite, 3' — B' exonuclease
activity decreases; continued
unwinding and enhancad 5' —> 3
exonuclaasae activity yields
single-stranded 3' end

¥ RecA protein
al

Racombinogenic
end

Modello di rottura a doppio filamento

Nellimmagine abbiamo due filamenti di una doppia
elica (i due in alto) e due filamenti di una doppia eli-
a (i due sottostanti): queste due doppie eliche rap-
presentano i cromatidi non fratelli dei cromosomi
omologhi. In uno dei due cromatidi avviene il taglio a
doppio filamento (molecola in alto), a questo punto
delle esonucleasi (enzimi che degradano i nucleo-
tidi) agiscono su entrambi i filamenti che sono stati
tagliati (nella molecola in alto) e si formano dei fila-
menti che protrudono rispetto al filamento comple-
mentare. Uno dei due filamenti che protrude invade
la doppia elica complementare (immagine in basso)
spiazzando il filamento che normalmente & appaia-
to, e questo filamento spiazzato se ne va nella parte
mancante della molecola su cui € avvenuto il taglio.

@1 due cromosomi omoioghi duplicati si aliineano

@ Uno scambio di filamenti determina la
formazione di un intermedio con filamenti
incrociati

@ Questa struttura incrociata puoé muoversi lungo il
cromosoma

@ La struttura incrociata viene risolta attraverso una

Inizio della ricombinazione ad opera dell’enzima
RecBCD

Sia nei procarioti che negli eucarioti si parte da un
taglio al doppio filamento del DNA, a livello di questo
taglio il complesso delle proteine RecBCD si lega
e comincia a muoversi lungo la molecola di DNA fi-
no ad individuare un punto che si chiama punto Chi
dove avviene un altro taglio ed entra in ballo un’altra
proteina Rec (la proteina RecA) che si lega al singo-
lo filamento, nel frattempo le altre proteine Rec si di-
sassemblano allontanandosi. Il filamento di DNA le-
gato alla proteina RecA invade la doppia elica omo-
loga e si forma una struttura detta D-loop, un’ansa
che portera alla formazione dell’intermedio di Holli-
day.

Geiie Gene
8’ _5‘, 3, . 5’

A double—strand bireak in one-of two
hotologs is éonverted to 4 double-
strand gap by the action of exonucleases.
Strands with 3’ ends.are degraded
less than thoge with & ends;

& producing 3’ single-strand extensions,

An exposed 8" end pairs with its-
complement in theintact homolog:
The: othér strand of the duplex

is displaced.

/X

The invading 3’ end is extended by

DNA polymerase plus branch migration;
eventually generating a DNA moléecule
with two crossovers called Holliday
intermediates.
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The invading 3":end is extended by
DNA polymerase plus branch migration,
eventually generating a DNA molecule
with two crossovers called Holliday

Abbiamo ora delle molecole di DNA con delle buche
e molecole di DNA con dei filamenti spiazzati: en-
trano in ballo delle DNA polimerasi che utilizzando

Crossed-gtrand
. } Holliday structure

termediat . g . . e .
intermediates: come stampo i filamenti non tagliati sintetizzeranno
X X il filamento complementare da una parte e dall’altra
A fino a formare la struttura di Holliday a croce. Que-
Further DNA replication replaces the ; ; ; ; ;
TINA misging from the site of the sta struttura di Holliday consiste in due molecole di
_ original double-strand break, DNA (due doppie eliche di DNA) che perdo hanno
. uno dei due filamenti ciascuno incrociati 'uno rispet-
A. A to all’altro, sono aggrovigliati tra loro.
Cledvage of the Holliday intermediates
by specialized nucleases generates
eitherof the two recombination products. .
In product set 2, the DNA on éither Per arrivare Homolog! B A B c
side afthereglonundﬂrgomgrepmr alla struttu- 03— 5 = b'
is recombined. . i N s b g .,
N" g ra di Holli- Homalog fl 3. . g
. . & ¢
' day si parte o
quindi  da  @®Ncsmadein D
. i i both chremosomes
Product set'1 Product set 2 U:atad920 cz -
_ u [ .
ay . pp @ 3' ends of cut A ] <
elica, inva- strands cross and  ~—; . -
sione dell’altra doppia elica, spiazzamento di uno dei '.,"o.'},ﬁ,.;';i“,,,.u 2 X-f- g
due filamenti della doppia elica invasa, sintesi ad opera 7 5 3
della’ DNA polimerasi utilizzando come stampo |l @Branchmigntion _A {8 ] ¢
filamento spiazzato e quello non spiazzato. forms heteroduplex ——u- - -
region A [ ) [4
8' B’ e
& | o 1 ¢
| |
A 8 [~ y O L v
All fou > B . Rotatlon at crossover
erand;cm- y: F™\ X T ENS flives isamerie .- . .
atcrossovar  *| ¥ rec Halllday structure Nellimmagine notia-
. . mo le doppie eliche di
® b ¢ L -~
‘ x entrambi i cromatidi,
l g abbiamo la struttura a
h_A 8 _c ., A/Ocmat' \f?c“"“ croce, la quale pud
¥ — o & ¥ anche svolgersi: se
and AN immaginiamo una ro-
Y U . o 5 }/ ‘ tazione di 180° la cro-
b—t 7 ' /}\", ce non resta tale e
b cambia conformazione

e risulta necessario un
taglio per la corretta

! B
—5 3

segregazione dei due

A. b' e A. bl C‘ . . " .
g_d & _C g g &£ 5 _t.g cromatidi. Se il taglio

3' . .
[+ b -
& Hemmduplexee and mmblmnﬂ-lmroduplma,mmwnhimnts avv.lene a livello equa_
(Spticed products) ___.» {Patchad prodiicts) toriale (linea con +) si
osserveranno dei

cromatidi che avranno un riarrangiamento (A B ¢ su una doppia elica ed a b C su una doppia
elica) rispetto alla configurazione iniziale (A B C su una doppia elica ed a b ¢ su una doppia
elica), saranno quindi ricombinanti. Se il taglio avviene a livello verticale (linea con *) si formera
un assetto non ricombinante, (quindi avremo A B C su un cromatidio e a b ¢ sull’altro cromatidio)
fermo restando che abbiamo appaiamenti illegittimi che devono essere corretti.

146



ESERCIZIO (Dispensa Prof. Aceto)

Stiamo analizzando le modalita di segregazione di tre geni in Drosophila, A B e D. Incrocia-
mo una femmina e un maschio, entrambi con fenotipo dominante per i fre geni, e otteniamo
la seguente progenie:

Femmine ABD 750
ABd 250
Maschi ABD 37
abd 12
ABd 13
abD 38
Abd 112
aBD 337
AbD 338
aBd 113

Cosa possiamo dedurre sulle modalita di segregazione di questi geni? Sono geni autosomici o
X-linked? Quali sono i genotipi dei parentali? Se i geni sono associati, quali sono le distanze
di mappa?

SOLUZIONE

La prima cosa che deve essere notata e la differenza della distribuzione fenotipica nella
progenie maschile e femminile. Le femmine sono tutte fenotipicamente A B e, rispetto al
gene D, 3/4 hanno fenotipo dominante e 1/4 recessivo. I maschi sono suddivisi in otto classi
fenotipiche differenti. E' evidente che i geni A e B sono X-linked e la progenie femminile &
fenotipicamente dominante perché ha ereditato il cromosoma X dal padre (X*?). Il gene D,
invece, presenta un tipico rapporto di segregazione mendeliana 3 : 1 (750 : 250). Possiamo
quindi affermare che tale gene é autosomico e che entrambi i parentali sono eterozigoti per
il locus D.

Analizziamo ora la progenie maschile. Poiché il gene D & autosomico e i parentali sono en-
trambi eterozigoti, anche la progenie maschile deve presentare la tipica segregazione men-
deliana in un rapporto fenotipico 3 : 1. Verifichiamolo:

Fenotipo D 37 +38 + 337 + 338 =750
Fenotipo d 12 +13 +112 + 113 = 250

Effettivamente, il rapporto riscontrato anche nella progenie maschile rispetto al gene D & 3

: 1. Siamo in perfetto accordo con l'ipotesi fatta di localizzazione di questo gene su un auto-
soma.
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Rispetto ai geni A e B, nella progenie maschile osserviamo quattro fenotipi:

AB (37+13) = 50
ab (12+38) = 50
Ab (112+338) = 450
aB (113+337) = 450

I due geni sono associati perché due classi sono piu numerose (parentali) e due meno
numerose (ricombinanti). Del resto, dire che sono due geni X-linked equivale a dire che sono
associati. Le due classi parentali sono A b e a B, mentre le classi A B e a b si sono originate
da un crossing over tra A e B. La femmina parentale, quindi & eterozigote in trans per i due
geni.

In pratica, il genotipo dei parentali é:

femmina X4PX%: pd X X*8y: Dd maschio

Quanto distano i geni A e B?
La distanza di mappa tra due geni si calcola sommando il numero di ricombinanti, dividendolo
per il totale e moltiplicando per 100.

AB = (50 + 50)/1000 = 0,1 x 100 = 10 cM (centiMorgan)
ESERCIZIO

Un maschio di Drosophila con occhi rossi e ali vestigiali & stato incrociato con una femmina
con occhi bianchi e ali lunghe. Nella F1, tutta con ali lunghe, le femmine presentavano occhi
rossi e i maschi occhi bianchi. Incrociando i maschi e le femmine della F1 si ottenne la
seguente F2:

femmine: 370 occhi rossi-ali lunghe
occhi bianchi-ali lunghe
occhi rossi-ali vestigiali
occhi bianchi-ali vestigiali

maschi: 374 occhi rossi-ali lunghe
369 occhi bianchi-ali lunghe
128 occhi rossi-ali vestigiali

occhi bianchi-ali vestigiali
Quali sono le modalita di ereditarieta dei caratteri colore dell'occhio e tipo di ali?

(cioe sono caratteri autosomici o legati ai cromosomi sessuali? Qual ¢é il fenotipo
dominante e quale quello recessivo?)
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b)  Quali sono i genotipi dei moscerini parentali, della F1 e della F2?

RISPOSTA

Il fenotipo della F1 lascia ipotizzare la risposta al quesito a). Infatti, poiché tutta la F1
presenta ali lunghe, si puo ipotizzare che questo carattere sia dominante rispetto al fenoti-
po ali vestigiali. Inoltre, poiché non appare una segregazione del carattere in base al sesso
della progenie, si pud ipotizzare che la sua trasmissione avvenga attraverso autosomi. Ana-
lizziamo ora il comportamento del colore dell'occhio. La F1 presenta una netta distinzione
tra il fenotipo delle femmine (tutte con occhi rossi, fenotipo paterno) e quello dei maschi
(tutti con occhi bianchi, fenotipo materno). Si puo ipotizzare una trasmissione del carattere
colore dell'occhio attraverso il cromosoma X e che il colore rosso sia dominante sul colore
bianco, in quanto le femmine della F1, che presentano sia I'allele che determina l'occhio ros-
so (ereditato dal padre), sia quello che determina I'occhio bianco (ereditato dalla madre)
hanno gli occhi rossi.

Schematizziamo la nostra ipotesi, utilizzando una corretta simbologia genetica:

Allele dominante vg" (autosomico) = ali lunghe allele recessivo vg = ali ve-
stigiali
Allele dominante w" (X- linked, X"") = occhi rossi allele recessivo w (X") = oc-
chi bianchi
P maschio occhi rossi-ali vestigiali X**Y; vg vg X femmina occhi bianchi-ali lunghe
X“X"; vg'vg"
Gameti X" vg (50%) e Y vg (50%) solo X" vg*
F1 femmine occhi rossi-ali lunghe maschi occhi bianchi-ali lun-
ghe
X" X": vg'vg X" vg* vg
Gameti X" vg' (25%) X" vg (25%)
X" vg (25%) X" vg (25%)
X" vg (25%) Y vg (25%)
X" vg (25%) Y vg (25%)

Sulla base di questa ipotesi, i genotipi e i fenotipi della F2 dovrebbero essere facil-
mente ricavabili. Ad ogni modo, se si incontrasse qualche difficolta, si pué sempre ri-
correre alla costruzione di un quadrato di Punnet!
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X" vg" (1/4) X"vg (1/4) Y vg" (1/4) Y vg (1/4)
X" vg" (1/4) X"X" vg'vg’ X" X" vg'vg X"Y vg'vg’ X""Y vg'vg
(1/16) (1/16) (1/16) (1/16)
femmine occhi femmine occhi maschi occhi ros- | maschi occhi ros-
rossi-ali lunghe rossi-ali lunghe  |si-ali lunghe si-ali lunghe
X" vg (1/4) X""X" vg'vg X" X" vg vg X" Y vg'vg X"Y vg vg
(1/16) (1/16) (1/16) (1/16)
femmine occhi femmine occhi maschi occhi ros- | maschi occhi ros-
rossi-ali lunghe rossi-ali vestigiali |si-ali lunghe si-ali vestigiali
X"vg" (1/4) X"X" vg'vg’ X" X" vg'vg X"Y vg'vg' X"Y vg'vg
(1/16) (1/16) (1/16) (1/16)
femmine occhi femmine occhi maschi occhi maschi occhi
bianchi-ali lunghe |bianchi-ali lunghe |bianchi-ali lunghe |bianchi-ali lunghe
X"vg (1/4) X"X" vg'vg X" X" vg vg X"Y vg'vg X"Y vg vg
(1/16) (1/16) (1/16) (1/16)
femmine occhi femmine occhi maschi occhi maschi occhi
bianchi-ali lunghe |bianchi-ali vesti- |bianchi-ali lunghe |bianchi-ali vesti-
giali giali
e, raggruppando i fenotipi, & attesa una F2 cosi costituita:
femmine:  occhi rossi-ali lunghe 1/16 + 1/16 + 1/16 = 3/16 della progenie totale, 3/8 delle femmine

occhi bianchi-ali lunghe
occhi rossi-ali vestigiali

maschi: occhi rossi-ali lunghe

occhi bianchi-ali lunghe
occhi rossi-ali vestigiali
occhi bianchi-ali VCSTigiO“ 1/16 della progenie totale, 1/8 dei maschi

Cioe

1/16 + 1/16 + 1/16 = 3/16 della progenie totale, 3/8 delle femmine

1/16 della progenie totale, 1/8 delle femmine
occhi bianchi-ali vestigiali 1/16 della progenie totale, 1/8 delle femmine

1/16 + 1/16 + 1/16 = 3/16 della progenie totale, 3/8 dei maschi

1/16 + 1/16 + 1/16 = 3/16 della progenie totale, 3/8 dei maschi

1/16 della progenie totale, 1/8 dei maschi

1/2 delle femmine con occhi rossi;
1/2 dei maschi con occhi rossi:;

1/2 con occhi bianchi
1/2 con occhi bianchi

3/4 (6/8) delle femmine con ali lunghe; 1/4 (2/8) con ali vestigiali
3/4 (6/8) delle maschi con ali lunghe;

1/4 (2/8) con ali vestigiali

Cioe il carattere colore degli occhi dovrebbe presentare una tipica segregazione da
locus X-linked, mentre il carattere tipo di ali dovrebbe presentare una tipica segre-
gazione mendeliana autosomica.

I DATI OTTENUTI NELLA F2 SONO IN ACCORDO CON QUESTA IPOTESI?
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Calcoliamo i valori attesi per ciascuna classe fenotipica della F2 sulla base dell'ipotesi fatta.
Il numero di femmine della F2 & 1009, quello di maschi & 998; i valori attesi sono quindi

femmine:  occhi rossi-ali lunghe 3/8 x 1009 = 378,375

occhi bianchi-ali lunghe 3/8 x 1009 = 378,375

occhi rossi-ali vestigiali 1/8 x 1009 = 126,125

occhi bianchi-ali vestigiali 1/8 x 1009 = 126,125

maschi: occhi rossi-ali lunghe 3/8 x 998 = 374,250
occhi bianchi-ali lunghe 3/8 x 998 = 374,250
occhi rossi-ali vestigiali 1/8 x 998 = 124,750

occhi bianchi-ali vestigiali 1/8 x 998 = 124,750

Per verificare la validita statistica dell'ipotesi fatta e necessario calcolare con quale proba-
bilita gli scostamenti tra i valori osservati e quelli attesi sono dovuti al caso. E' necessario
applicare il Test del "chi quadro”.

v =2 (0 - AP/A

in cui O si riferisce ai valori osservati, A a quelli attesi.

Osservati  Fenotipo Attesi
femmine: 370 occhi rossi-ali lunghe 378,375
383 occhi bianchi-ali lunghe 378,375
124 occhi rossi-ali vestigiali 126,125
132 occhi bianchi-ali vestigiali 126,125
maschi: 374 occhi rossi-ali lunghe 374,250
369 occhi bianchi-ali lunghe 374,250
128 occhi rossi-ali vestigiali 124,750
127 occhi bianchi-ali vestigiali 124,750

Quindi, per le femmine:
x% = (370 - 378,375)2/378,375 + (383 - 378,375)°/378,375 + (124 -
126,125)°/126,125 + (132 - 126,125)?/126,125 = 0,552

per i maschi:
x? = (374 - 374,250)?/374,250 + (369 - 374,250)°/374,250 + (128 -
124,750)?/124,750 + (127 - 124,750)?/124,750 = 0,217

In entrambi i casi i gradi di liberta sono 3 e, in entrambi i casi, la probabilita che gli

scostamenti osservati siano dovuti al caso e maggiore di 0,1 (10%). Cio significa che gli
scostamenti osservati rispetto ai valori attesi sono dovuti al caso.
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LEZIONE 17 (08/05/2015)

La ricombinazione nei

batteri

La ricombinazione nei batteri

Le cellule batteriche presentano come materiale ereditario un unico cromosoma circolare che
non €& avvolto in una membrana nucleare ma € libero nel citoplasma. Possiamo trovare
allinterno dei batteri anche degli elementi di DNA circolare extracromosomici, ovvero delle
strutture aggiuntive che contengono informazione genetica e che sono dotate di una loro
indipendenza dal punto di vista della replicazione e sono sempre circolari, che fanno parte della
grande famiglia dei plasmidi. Questi plasmidi non sono essenziali per la sopravvivenza del
batterio nonostante contengano una serie di geni molto importanti, ad esempio i fattori di fertilita
che conferiscono spesso resistenza agli antibiotici. Esistono plasmidi a basso numero di copie e
plasmidi ad alto numero di copie.

Trasferimento di materiale gene-
» TABELLA 8.1

Distinzione tra i tre processi parasessuali nei batteri tlco tra batterl

Criteri Una grossa differenza tra procarioti
Processo di ricombinazione  Contatto cellulare richiesto? Sensibile alla DNasi? ed eucarioti riguarda la modalita di
Trasformazione no | riproduzione. Gli eucarioti si riprodu-
Coningazione s no

cono sostanzialmente per riprodu-
zione sessuale, seppur con cicli vita-
li molto differenti tra loro; i procarioti non si riproducono per via sessuale ma utilizzano altri
meccanismi. Alla base della riproduzione c’e sempre la replicazione del DNA, evento semicon-
servativo anche nei procarioti, ed essendo il cromosoma circolare questo evento parte in uno
specifico punto (origine di replicazione), prosegue in maniera bidirezionale a differenza di
quanto accade sui cromosomi lineari delle cellule eucariotiche; progressivamente la replicazione
che avviene in entrambe le direzioni giunge poi ad un sito di terminazione della replicazione con
la produzione da una molecola di DNA circolare di partenza di due molecole di DNA circolari
frutto della replicazione del DNA, e che tra loro dovrebbero essere identiche. Le cellule che
vengono prodotte dalla riproduzione di un batterio sono cloni, cioé identiche alla cellula di
partenza; ovviamente possono intervenire delle mutazioni anche nei procarioti per generare
variabilita allinterno della sequenza genotipica. Il fatto che le cellule procariotiche siano aploidi
perché contengono un solo cromosoma significa che non possono esistere normalmente in uno
stato di eterozigosi, quindi se interviene una mutazione che determina la perdita di funzionalita
di un gene, cioé un gene non € piu in grado di produrre un prodotto funzionale, non vi & alcun
allele che pud mascherare I'eventuale effetto di questa mutazione, quindi allinsorgre di una
mutazione perdita di funzione il batterio perde quella funzione senza la possibilita di avere una
controparte dominante che mascheri la presenza di una mutazione recessiva. Inoltre & impossi-
bile studiare la genetica dei batteri utilizzando lo stesso approccio scelto per gli eucarioti, perché
i batteri non fanno riproduzione sessuale quindi & impossibile schematizzare degli incroci come
si & soliti effettuare per gli eucarioti; ma si possono effettuare altri tipi di esperimenti che sfrutta-
no delle caratteristiche dello scambio di materiale genetico dei batteri. | meccanismi di riprodu-
zione dei batteri sono di tipo parasessuale e sono la trasformazione, la coniugazione e la
trasduzione; ciascuno di questi meccanismi ha come effetto finale la capacita di trasferimento
di informazione genetica da un batterio donatore ad un batterio ricevente, quindi il trasferi-
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mento & unidirezionale perché non ¢’ mai uno scambio reciproco tra due batteri, ma lo scam-
bio avviene solo in una direzione. Questi tre meccanismi sono profondamente diversi.

Due crossing over Un crossing over
Ce) Frammento del x5S0
Frammento del _ “@ !l rasferimento geniconei  cromosoma “© I trasferimento
della cellula gy batteri produce una cella  della cellula e pradcain
donatrice ricevente parzialmente donatrice atterio parzialmente
: O ?rlplmde chedcclxmene un Crom 3 diploide.
romosoma ammento del Fomesom i L
circolare integro cromosoma della cellula circolare integro Singolo crossig over
della cellula donatrice. della cellula
ricevente i ricevente l
x50 . x5%0
"‘e Due crossing over “'e Un singolo crossing over
2 inseriscono un segmento del Crom a tra il frammento lineare
cromosoma della cellula ’ °S°'b. B del donatore e il
donatrice nel cromosoma o inante cromosoma circolare
circolare integro della cellula .lne;[)e.l integro del ricevente
ricevente. Il frammento del instabile produce un cromosoma
@) DNA ricevente che & stato (62} lineare instabile.

sostituito viene degradato.

Figura 8.15 » Ricombinazione nei batteri. | processi parasessuali che si verificano nei batteri producono diploidi parziali contenenti fram-
menti lineari del cromosoma della cellula donatrice e cromosomi circolari integri della cellula ricevente. (a) Per mantenere I'integrita dei
cromosomi circolari, si devono verificare crossing over in coppie, che determinano linserzione di segmenti dei cromosomi dei donatori nei
cromosomi delle cellule riceventi. (b} Il verificarsi di un singolo crossing over tra un frammento del cromosoma donatore e il cromosoma
circolare ricevente determina la distruzione della struttura circolare, producendo una molecola lineare di DNA incapace di replicarsi, che
viene successivamente degradata.

Una volta trasferito il materiale genetico unidirezionalmente, i meccanismi molecolari attraverso
cui il DNA ricombina col genoma del batterio ricevente sono gli stessi che si osservano negli eu-
carioti ed avvengono ugualmente in tutti e tre i meccanismi parasessuali. Poiché il cromosoma
batterico € circolare, quando parliamo di eventi di ricombinazione nei batteri dobbiamo riferirci
ad eventi di scambio pari. Nel'immagine osserviamo un DNA circolare che corrisponde al cro-
mosoma del batterio ricevente ed un frammento lineare di DNA che contiene un gene omologo
ad uno che si trova sul cromosoma principale del batterio, immaginiamo che questo frammento
di DNA sia entrato nella cellula batterica per uno qualsiasi dei meccanismi parasessuali e che
deve quindi ricombinare col cromosoma batterco: se avvenisse un solo scambio (un solo cros-
sing-over o evento di ricombinazione) il cromosoma batterico si aprirebbe e resterebbe lineare;
se invece avvengono due scambi (due crossing-over o eventi di ricombinazione) il cromosoma
batterico si richiude e continua ad essere circolare. Quindi quando abbiamo a che fare con una
molecola di DNA circolare e una molecola di DNA lineare che devono ricombinare, perché la ri-
combinazione abbia un destino fruttuoso e non porti alla linearizzazione del cromosoma batteri-
co, gli eventi di ricombinazione devono essere sempre di ordine pari, quindi almeno 2. Quando
parliamo di batteri implicitamente parliamo di due tipi di terreni di coltura: liquidi e solidi. Nei
terreni liquidi le cellule crescono rendendo il mezzo torbido, mentre nei terreni solidi le cellule
possono crescere a confluenza (strato fitto di cellule che forma una patina sulla piastra) o pos-
sono crescere in singole colonie (quando la coltura & ben diluita). Per quanto riguarda il fenoti-
po batterico facciamo una distinzione tra ceppi prototrofi che sono in grado di crescere su un
terreno minimo, cioe un terreno che contiene solo fonti energetiche essenziali per la crescita di
un batterio (carbonio, azoto, sali e glocuosio) e ceppi auxotrofi che invece non sono in grado di
crescere su terreno minimo, ma necessitano di specifiche aggiunte nutrizionali. In genere il cep-
po selvatico si indica con (+) mentre il ceppo mutante con (-) ed entrambi questi simboli vanno
posizionati accanto al nome abbreviato del gene in questione, e a differenza della terminologia
usata fino ad ora, i geni batterici si indicano con tre lettere in corsivo; quando ci riferiamo ad un
fenotipo fagico non si utilizza il corsivo e la prima delle tre lettere utilizzate per indicare il fenotipo
€ una lettera maiuscola: se diciamo che un ceppo batterico € leu* intendiamo che questo ceppo
€ prototrofo, cioe riesce a crescere anche in un terreno al quale non € stata aggiunta la leucina;
mentre un ceppo leu” € auxotrofo, non riesce a crescere in un terreno minimo.
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Trasferimento di geni tra batteri

Immaginiamo di avere due ceppi batterici differenti con due differenti richieste nutrizionali, ad
esempio un ceppo 1 che per crescere necessita dell’aggiunta nel terreno minimo della biotina e
della metionina, mentre non necessita dell’aggiunta di fenilalanina e di treonina; un ceppo 2 con
fenotipo opposto, che non necessita dell’aggiunta al terreno minimo di biotina e metionina ma
necessita invece di fenilalanina e di treonina; quindi il genotipo del ceppo 1 sara (bio- met- phe+
thr+), il genotipo del ceppo 2 (bio+ met+ phe- thr-). Ciascuno dei due ceppi se viene piastrato
su un terreno minimo non cresce perché entrambi hanno delle specifiche carenze nutrizionali.
Mescolando perd questi due ceppi batterici, tenendoli in un’unica coltura liquida per un certo
periodo di tempo e piastrandoli poi in un terreno solido minimo (senza alcuna aggiunta nutrizio-
nale) si osserva la crescita di colonie, quindi deve avvenire uno scambio tra i due ceppi che porti
alla formazione di un ceppo selvatico per tutti e quattro i caratteri in esame (bio+ met+ phe+
thr+). Questo tipo di osservazione ha indiziato che effettivamente nei batteri esistono meccani-
smi di trasferimento di informazione genetica. Nei batteri si parla di trasferimento orizzontale,
un trasferimento di informazione tra due batteri della stessa specie o tra batteri di specie diffe-
renti e si differenzia dal trasferimento verticale, che va da due genitori alla progenie.

Meccanismi di trasferimento del DNA

Trasformazione: assorbimento di DNA libero. La coniugazione € un meccanismo di trasfe-
. rimento di materiale genetico parasessuale

o @:g‘;‘mgmbmm che avyiene solo_ge tra la cellula donatrice e
quella ricevente si instaura un contatto fisico,

le cellule devono essere vicine tra loro, questa

Coniugazione: trasferimento diretto di DNA da un batterio a un attro. caratteristica é tipica della coniugazione. Nella

N trasduzione il trasferimento di materiale ge-
dof:&;':{ a*O/ O}ﬁgﬂ‘;g& netico da un ceppo donatore ad uno ricevente
ZN viene mediato da un virus, o0 meglio dalla
classe di virus che attacca specificamente le

Frsackaricme: Trasiriments o D"ﬁ"’f‘e"w attraverso un batteriofago. cellule batteriche, cioé i batteriofagi o sempli-
Batterio a* a5 cemente fagi. Nella trasformazione invece il
““‘"( "./_"( O )Bu _ trasferimento dellinformazione genetica av-
~ reeene  viene attraverso il DNA nudo, cioé frammenti

di DNA non avvolti a molecole proteiche, non
mediati da particelle virali che entrano nella cellula ricevente e che provengono da una cellula
donatrice che per qualche motivo si € lisata e ha frammentato il suo cromosoma.

Il tubo a U di Davis ,

. .y . Tappo di cotone —= Pressione
In passato lo strumento che ha consentito di discrimi- [ == e suzione
nare tra i tre fenomeni parasessuali quale fosse quello
responsabile del trasferimento dell’informazione
genetica tra un ceppo batterico donatore e uno riceven-
te & stato il tubo a U di Davis. E un tubo di vetro a
forma di U da un lato tappato con batuffolo di cotone e
dallaltro lato tappato con uno stantuffo che consente
'immissione di aria o la suzione di aria; tra i due bracci
della U viene posto un filtro i cui pori hanno un diame-
tro tale da non consentire il passaggio delle cellule

. . Filtro di lana di vetro attraverso il quale
batteriche ma solo delle molecole di DNA eventualmen- passano virus & DNA, ma non batteri
te presenti in uno dei due bracci del tubo e di particelle _ . o
virali. Se da un lato del tubo @ U mettiamo il CEPPO 1 fhovencusatopor determinare sesiaichissio o men il contatto
: ’ H Il ffinché si verifichi ri binazione. Batteri di ti

(bio- met- phe+ thr+) e dall'altro lato del tubo mettiamo  ifrerente sono postinei due brac e tubo, seperat da un fitro
il ceppo 2 (bio+ met+ phe- thr-) con filtro che separa i e veroper revenrs contat s o, seaviene rcomb-
due bacci, se piastriamo su un terreno minimo senza

Tubocal

Batteri a*b~

Terreno liquido
contenente
DNasi
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alcuna aggiunta nutrizionale un’aliquota proveniente da un braccio o dall’altro del tubo a U di
Davis e non osserviamo nessuna colonia crescere, sulla base del risultato ottenuto precedente-
mente mescolando i due ceppi possiamo dedurre che affinché avvenga questo trasferimento é
necessario il contatto tra i due ceppi batterici, perché la differenza rispetto alla situazione prece-
dente € che in questo secondo caso i due ceppi li abbiamo tenuti separati dal filtro mentre prima
potevano essere a contatto tra di loro: il trasferimento era avvenuto nel primo caso per coniu-
gazione.

La coniugazione Celluls F- Collda F* fors o Cellula Htr

Non tutte le cellule batteri- FatoreF . —o—mo-miB R
Cromosoma autonomo Cromgsoma \ Cromgsoma

che sono in grado di pro-
muovere la coniugazio-
ne, ma solo determinati
tipi di cellule che costitui-

scono circa il 5%. Questi

: _ Figura 8.22 W || fattore Fin E. coli: cellule F-, F* e Hfr. (8) Una cellula F~ non ha il fattore F. (b) Una
Cep_pl‘ dgvono avere la ca cellula F+ ha un fattore F che si replica in modo indipendente dal cromosoma. (¢) Una cellula Hfr
paCIta di creare un contat- contiene un fattore F integrato — ciog inserito covalentemente - nel cromosoma.

to tra le due cellule, il cep-

po donatore deve essere in grado di promuovere la formazione del tubo di coniugazione, il pilo
sessuale attraverso il quale pud passare il DNA dal donatore al ricevente. La caratteristica della
coniugazione € che alla fine del processo di coniugazione la cellula ricevente & diventata in gra-
do di promuovere la coniugazione; quindi se indichiamo con (+) la caratteristica del donatore di
promuovere la coniugazione e con (-) la caratteristica del ricevente, dopo la coniugazione la cel-
lula ricevente € diventata (+) capace di promuovere il trasferimento di DNA. Cosa conferisce ad
una cellula batterica donatrice la capacita di promuovere la coniugazione? La presenza di un
fattore di fertilita all’interno della cellula donatrice, ovvero un plasmide extracromosomico circo-
lare sul quale si trovano tutti i geni necessari a promuovere la coniugazione: le cellule donatrici
nella coniugazione si chiamano cellule F+ perché hanno un fattore F, mentre le cellule riceventi
si chiamano cellule F- perché non possiedono il plasmide, ma dopo la coniugazione acquisisco-
no anch’esse il fattore F e diventano cellule F*, potenzialmente in grado di promuovere la co-
niugazione. | geni che rendono possibile la coniugazione che si trovano sul fattore F sono nume-
rosi; il fattore F oltre ad avere i geni che codificano per la formazione del pilo sessuale possiede
'origine del trasferimento da non confondere con l'origine di replicazione: un fattore F, essen-
do un plasmide ha una sua origine di replicazione (& in grado di replicarsi) e possiede anche
un’origine di trasferimento, cioé un punto ben preciso dal quale comincia il trasferimento del
DNA nella cellula ricevente. |l primo passo affinché possa avvenire la coniugazione € la forma-
zione del pilo sessuale, dopo il contatto tra le due cellule si osserva anche un accorciamento del
pilo perché le due cellule si avvicinano tra di loro e solo allora comincia il trasferimento del DNA.

HEH ) a coniugazione F*x F-

Nellimmagine € indicato il fattore F (pla-
smide) e il cromosoma del batterio: deve
formarsi il tubo di coniugazione tra le
due cellule attraverso cui puo passare il
DNA. A livello dellorigine del trasferi-
mento del fattore F avviene un taglio a

1 pm singolo filamento, cioé dei due filamenti
Figura 8.21 Coniugazione in £. cofi. Una delle prime fotografie di DNA che costituiscono il fattore F uno

al microscopio elettronico di Thomas F. Anderson, che mostra la co- dei due a livello dell’origine di trasferi-

niugazione tra una cellula Hfr H e una cellula F-. La cellula dona- mento subisce un tag|io ed interviene un
trice e quella ricevente sono in stretta giustapposizione durante la

coniugazione. Si noti il canale, o ponte di coniugazione, che & stato

stirato durante la preparazione per il microscopio. 155

Canale di
coniugazione



Cellula donatrice F*

Cellula ricevente F~

Fattore F

OCmmosoma

donatore

con la cellula ricevente F~ ¢ awvicinano le cellule,
Geni presenti sul fattore F dirigono la sintesi del ponte

v
5 | pili F della cellula donatrice F* prendono contatto
di coniugazione. Uno dei due filamenti del DNA &

tagliato a livello dell'origine di replicazione del fattore F.

re—————

Origine R
O Il porte i O
—— Conugazione
fa da canale tra

le cellule

350
0 La replicazione a cerchic rotante trasferisce
un solo filamento del fattore F nella cellula ricevente.
La replicazione del fattore F si verifica in entrambe
le celluke {in ogni cellula & sintetizzato un singolo
filamento} durante il trasferimento.

Replicazione '
a cerchio
5L O
OmZ Replicazione

3%
© 1l trasferimento del fattore F & stato
completato, dando origine a due batteri F*.

Cellula F* Cellula F*

Figura 8.24 » Coniugazione tra una cellula F* € una F-. Il fattore F della cellula donatrice & repli-
cato durante il trasferimento dalla cellula F* a quella F~. Quando il processo & completo, ciascuna
cellula ha una copia del fattore F.

complesso multiproteico che pro-
muove lo svolgimento progressivo
del singolo filamento dopo la for-
mazione del nick; inoltre il com-
plesso multiproteico dirige il singo-
lo filamento attraverso il tubo di
coniugazione verso la cellula rice-
vente.

Avremo quindi un singolo filamen-
to nella cellula donatrice e un sin-
golo filamento nella cellula rice-
vente; entrambi questi singoli fila-
menti fungeranno da stampo per
la sintesi di un filamento comple-
mentare, cosicché a coniugazione
avvenuta avremo una cellula F*
che ha ancora il suo fattore F ed
una cellula che prima era F- e che
poi € diventata anch’essa F*: que-
sto si chiama meccanismo a cir-
colo rotante.

La coniugazione: ceppi Hfr

Abbiamo parlato del trasferimento
delle informazioni che sono porta-
te dal plasmide di una cellula do-
natrice ad una ricevente che non
possiede il plasmide (dal fattore
F), ma per avere una coniugazio-
ne che determini il trasferimento di

geni del genoma batterico (DNA genomico e non plasmidico) dobbiamo immaginare qualcosa di

piu complesso.

II fattore F piu che essere un plasmide € in realta un
episoma, ovvero un plasmide che puo trovarsi in
forma circolare con la sua origine di replicazione
oppure si puoO integrare allinterno del cromosoma
principale del batterio: in questo secondo caso, il
ceppo batterico che presenta un fattore F integrato nel
cromosoma principale si chiama ceppo Hfr, cioé un
ceppo ad alta frequenza di ricombinazione. questo &
'unico ceppo batterico che tramite coniugazione puod
trasferire informazioni del cromosoma batterico da un
ceppo donatore ad un ceppo ricevente.

Ovviamente un ceppo Hfr si origina da un ceppo F*
allinterno del quale € avvenuta ricombinazione tra una
particolare regione del fattore F e un sito presente sul
cromosoma di Escherichia Coli: il sito del cromosoma
batterico che ha una parte omologa sul fattore F si
chiama IS (sequenza di inserzione). La ricombinazio-

Cellula F* 0
5

> [~
Fattore F| ‘
Sequenze di 3
{

DNA omologhe ~==—"_=—"""
yal "

Ricombinazione
sito-specifica

Cromosoma
di E. coli

: Fattore F
Cellula Hir integrato

Hfr H

Figura 8.23 » La formazione di una cellula Hfr mediante integra-
zione di un fattore F autonomo. Il fattore F 2 covalentemente inse-
rito nel cromosoma mediante ricombinazione sito-specifica tra se-
quenze omologhe di DNA nel fattore F € nel cromosoma.

ne in questo caso avviene tra due molecole circolari, quindi immaginare che le due molecole
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diventino un’unica molecola circolare
deve prevedere un singolo scambio:
non abbiamo piu una molecola lineare
e una circolare; se abbiamo un singolo
scambio tra due molecole circolari, da
due cerchietti si forma un unico cer-
chio; ed € quello che avviene quando il
fattore F si integra nel cromosoma di
Escherichia Coli. Il cromosoma di E-
scherichia Coli ha diverse regioni IS in
vari punti, quindi a seconda del punto
in cui si inserisce il fattore F si avra la
formazione di particolari ceppi Hfr: a-
vremo il ceppo Hfr che ha inserito il fat-
tore F in prossimita dei geni leu e lac;
un ceppo che ha inserito il fattore F in
prossimita dei geni his; e cosi via.

Cellula Hir H

ARG
\:':‘r‘l
diF
Fattore F
Yy integrato
a
l o
N [
, LN
o 5 e
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o )
l €@ 9 minuti di accoppiamento

g - -‘g &
« S2IS
ste o ViEsal AO\ac
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38 A .
l °O 18 minuti di accoppiamento
R “ &
Sbe 53 3

L)
© 25 minuti di accoppiamento

Figura 8.26 P Interpretazione dei risultati dell’esperimento di co-
niugazione interrotta effettuato da Wollman e Jacob. Si verificaun
trasferimento lineare di geni dalla cellula donatrice (Hfr H} alla cel-
lula ricevente {F-). Il trasferimento inizia a livello dellorigine di re-
plicazione nel fattore integrato F e procede mediante la replica-
zione a cerchio rotante. Il cromosoma si replica durante il
trasferimento cosi che sia la cellula Hir sia la cellula F~ alla fine
hanno una copia del DNA trasferito.

Hir P3
E
&
¥ w®
&
g /scd 312
= [ira g e B
S i
tral Collula F* Fattore F
traAy
tra Jy _—
o
Cromosoma
@ batterico 1S3
Collula Hfr
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Fattore F integrato
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Figura 8.30 » Gli elementi IS mediano I'integrazione del fattore F. {a) Una mappa abbreviata della
struttura del fattore F nel ceppo di £. cofi K12, con le distanze date in chilobasi (1.000 paia di nucleo-
tidi). Oltre alle posizioni di tre elementi IS, sono indicate le localizzazioni dei geni richiesti per il tra-
sferimento coniugativo (geni tra), per la replicazione {geni rep) e per linibizione della crescita fa-
gica (geni phi}. Le frecce indicano lo specifico elemento IS che media I'integrazione del fattore F
durante la formazione dei ceppi Hfr indicati. {b} La ricombinazione tra gli elementi IS inserisce il fat-
tore F nel cromosoma batterico, producendo un Hfr.

Il fattore F anche se & integrato nel cromosoma
batterico e quindi si replichera ogni volta che si
replica il cromosoma batterico, comunque conti-
nua ad essere fattore F, e cioé continua ad avere
i geni che consentono la formazione del pilo e |l
sito di origine di trasferimento; quindi riesce a
funzionare come fattore di fertilita anche se inse-
rito nel cromosoma batterico: promuove la for-
mazione del pilo sessuale, il taglio a singolo fila-
mento a livello dell’origine di trasferimento e |l
trasferimento a circolo rotante. Essendo il cromo-
soma batterico molto piu grande del fattore F, af-
finché possa essere trasferito tutto per intero
dobbiamo immaginare una coniugazione di lunga
durata; ma e impossibile che la coniugazione duri
tutto il tempo necessario per il trasferimento
dellintero cromosoma batterico, quindi la coniu-
gazione attraverso ceppi Hfr porta al trasferimen-
to di parti del cromosoma batterico che saran-
no tanto piu lunghe quanto piu tempo dura la co-
niugazione. Nellimmagine notiamo il ceppo Hir
che presenta il fattore F integrato nel cromosoma
principale in prossimita del gene thrt e stre (il
ceppo Hfr presenta questi geni selvatici) e il cep-
po ricevente F che & thr- e str (il ceppo F pre-
senta questi geni mutati). A livello del sito di ori-
gine di trasferimento avviene il taglio a singolo
filamento dopo la formazione del pilo sessuale e
il trasferimento parte dalla regione di DNA che
non comprende il fattore F, cioé va nella dire-
zione opposta ad esso: se avvenisse il trasferi-
mento di tutto il cromosoma il fattore F sarebbe
ultimo ad essere trasferito. In questo caso dopo
il taglio a singolo filamento osserviamo lo svolgi-
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mento della doppia elica e il singolo filamento passa attraverso il pilo sessuale, il primo gene che
passa € il gene piu vicino all’origine di trasferimento che in questo caso € thrt e se immaginiamo
che il trasferimento si interrompa dopo 9 minuti, saranno trasferiti nella cellula ricevente solo i
geni thrt leu* azi®. In questo caso se il flamento trasferito ricombina con il cromosoma della
cellula ricevente, quest’ultima diventa prototrofa per i tre geni trasferiti; ma resta comunque una
cellula F- perché la coniugazione si € interrotta e non & stato trasferito il fattore F; ricordiamo che
in questo caso devono avvenire due scambi perché stanno ricombinando una molecola circolare
ed una lineare. Se immaginiamo invece un tempo di coniugazione maggiore di 25 minuti allora
saranno trasferiti tutti i geni presenti sul cromosoma del batterio Hfr.

Riasunto dei rsultat La coniugazione: Mappatura temporale

10} Quando parliamo di mappatura dei geni batterici non si
§§ o tratta mai di capire se i geni sono associati 0 meno per-
g_gﬁ ché essendo il cromosoma batterico unico e circolare
ééé @ allora tutti i geni batterici devono essere associati, per-
HR ché sono tutti sull’'unico cromosoma. Quello che ci inte-
§8 . ressa invece e stabilire 'ordine dei geni batterici e at-
£3 traverso la coniugazione € possibile stabilire 'ordine dei

T I S — geni; la particolarita sta nel fatto che si tratta di una
el bt rims dltsrmmpers a corivgacione mappatura temporale; ciog si stabilisce il tempo ne-
A cessario durante una coniugazione affinché venga tra-

Origine ditrasferimento sferito un marcatore e quello successivo ad esso, cosi

o et g da stabilire in base all’'ordine di trasferimento quale sia
( la successione dei geni sul cromosoma. Anziché fare un
0 11 18 25 Tempoditrasterimerto (minut) singolo esperimento di coniugazione, sono necessari

[13] . . . . . - .
diversi e bisogna fare le coniugazioni interrotte, cioé a
Figura 8.25 M Coniugazione interrotta di Wollman e Jacob. (a) Le

frequ_enze _degli alleli del donatc_:re_non s_elezion.a‘ti presenti nei ri- templ prog reSSiVi Sl preleva Un’a”q uota dl Ce”U|e Che S'
combinanti thrt feu* str’ sono indicate in funzione del tempo al SONO messe in ConiugaZione, Si interl’ompono manual_

quale & stata interrotta la coniugazione. (b) Interpretazione dei ri-

sultati basata sul trasferimento lineare dei geni dalla cellula Hfr a i ili -

quella F-. Il trasferimento & iniziato all‘origine del fattore F e il merllte I Plll ses

tempo al quale il gene viene trasferito alla cellula ricevente di- | | r- Cromosoma di -
pende dalla distanza dal fattore F. suall e sI osse E. cofHir H O,

vano i fenotipi
delle cellule batteriche che si sono trasformate. | ceppi
Hfr sono di tipi diverso tra loro a seconda di dove si sia
inserito il fattore F, quindi se abbiamo a disposizione
una serie di ceppi Hfr che hanno il fattore F integrato in
punti differenti e per ciascuno di questi ceppi facciamo
delle coniugazioni interrotte e mettiamo insieme i risultati 5%
ottenuti allora riusciamo a ricostruire lintera mappa l © ifetore Fonma urransa
temporale di un batterio. comenente | genithr e

Fattore
F integrato

Fattori F e sesduzione: i diploidi parziali

Il fattore F cosi come puo entrare all'interno del cromo-
soma principale di un batterio per ricombinazione con
una delle sequenze IS che si trovano lungo il cromoso-
ma allo stesso modo pud uscire per uno stesso evento
di ricombinazione. Pu0 uscire come fattore F e quindi il

rossing over

Hfr d nt n F+ re |’ ission d | J30Uncrussingc:vurere:scindeil fattore
ceppo liventa un ceppo F* oppure l'escissione de F che porta  geni ire lu,
fattore F pud non essere precisa cioé pud portarsi dietro Pgdicenda n F ¥ e
un pezzetto di cromosoma batterico e quindi dei geni Frthr lou Q)

batterici pur mantenendo la sua capacita di formare il

pilo di coniugazione, di promuovere il trasferimento a

circolo rotante. Questi fattori F che si escindono e si cromosomadi . coll con
portano dietro geni del cromosoma principale batterico una delezione dei geni
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Figura 8.31 » Formazione di un fattore F'. L'escissione anomala
del fattore F dal cromosoma Hfr produce un F' che trasporta i geni
thr e feu di E. cofi —indicato con F' thr feu.



vengono chiamati fattori F" e se un fattore del genere riesce a promuovere la coniugazione con
un ceppo ricevente e si riesce a trasferire in un ceppo ricevente, quest’ultimo rispetto al pezzetto
di DNA del cromosoma batterico presente nel fattore F sara diploide, perché si trovera con un
fattore F circolare piu un pezzo di cromosoma batterico e questo pezzetto sara omologo ad un
tratto del suo cromosoma principale: questo processo prende il nome di sesduzione e il ceppo
ricevente sara un diploide parziale. | diploidi parziali ci consentono di comprendere I'ordine dei
geni su un cromosoma batterico e lo studio di meccanismi ripartivi.

Abbiamo tre marcatori (x, y, z) e vogliamo ItN [

capire qual ¢ il loro ordine. Nellincrocio 1

immaginiamo di avere un ceppo donatore F be x*NHZC dichine 4.; Oxafre 4
in cui abbiamo x+ y+ z- di cui non sappiamo _[Riceledte x Ty =2+ ¥ ¥ 2~ xt 27yt
lordine (x, y sono selvatici e z mutato); il X TTErT T id el g
ceppo ricevente presenta un genotipo oppo- !

sto x- y- z+. Immaginiamo che avvenga una -NZOUC 2

sesduzione e di voler analizzare il numero di Mjg X[yt Dudine 4.3 % 3
batteri che sono diventati selvatici per tutti e Rizvenke X Lar <= 2F luF
tre i marcatori, che siano quindi x+ y+ z+ per ' RTX :
un fenomeno di ricombinazione tra il DNA ri- B NN

cevuto dal ceppo donatore e il DNA del cep-

po ricevente. Rispetto a due ordini possibili di geni stabiliamo quanti scambi sarebbero necessa-
ri per ottenere il ceppo ricombinante. Se immaginiamo che il gene centrale sia y dovremmo im-
maginare per la formazione del ceppo ricombinante 2 scambi possibili uno a monte di x e l'altro
a valle di y perché il tratto che comprende x+ e y+ sostituisca il tratto contenente x- y- del rice-
vente. Se invece l'ordine fosse con z centrale dovremmo avere 4 scambi, uno a monte di x, uno
trax e z, uno tra z ed y ed uno a valle di y per avere la configurazione del ceppo ricombinante:
ovviamente quanti piu scambi devono avvenire tanto piu raro & 'evento. Andiamo ad osservare
il numero reale di batteri x+ y+ z+ che recuperiamo e confrontiamolo col risultato dell'incrocio 2.
L’incrocio 2 ha un donatore che € x- y- z+ ed un ricevente che € x+ y+ z-, avviene la sesduzio-
ne ed andiamo a contare il numero di colonie x+y+z+ che recuperiamo per ricombinazione. Se il
marcatore centrale fosse y dovremmo immaginare due scambi, se fosse z allora dovremmo im-
maginare due scambi; quindi a seconda del risultato che osserviamo tra i due incroci possiamo
dedurre quale sia I'ordine dei geni; cioé se otteniamo in entrambi gli esperimenti lo stesso nume-
ro di colonie x+y+z+ significa che in entrambi i casi abbiamo avuto bisogno dello stesso numero
di scambi per ottenere quel risultato e quindi due scambi per il marcatore centrale y nel primo
incrocio, due scambi per il marcatore centrale y nel secondo incrocio mi fanno capire che y sia
realmente il marcatore centrale. Se invece nell'incrocio due avessimo ottenuto un numero di co-
lonie x+y+z+ molto maggiore rispetto a quelle osservate nell’incrocio 1, allora nell'incrocio 2 ho
avuto bisogno di un numero di scambi minore rispetto al numero di scambi necessari
nell’incrocio 1; deduco quindi che I'ordine corretto in questo caso sia con z centrale. Confrontan-
do quindi i risultati che si ottengono da differenti seduzioni considerando ceppi con genotipi op-
posti che siano una volta donatori ed un’altra riceventi riusciamo, confrontando il numero di co-
lonie selvatiche che si recuperano per i tre marcatori, a capire e stabilire I'ordine corretto dei ge-
ni.

La trasformazione

E il trasferimento di DNA nudo all'interno di un batterio ricevente, nudo perché il donatore & sta-
to lisato e il DNA frammentato. Se facciamo un esperimento di trasformazione in un tubo ad U di
Davis in questo caso prelevando un’aliquota dai due bracci osserveremo delle colonie selvatiche
che cresceranno su terreno minimo, ma non crescerebbero se al terreno di coltura avremmo
aggiunto delle DNAsi che degradano il DNA nudo non protetto da proteine: in questo caso siamo
certi che sia avvenuta trasformazione. La trasformazione ¢ stata osservata per la prima volta
nel 1928 da Griffith anche se non era stata ancora dimostrata la natura del principio trasforman-
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te; Griffith osservo I'esistenza di un principio trasforman-
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viene quindi svolto: il filamento che resta fuori viene degradato e I'energia ricavata dalla sua
degradazione viene impiegata per il trasporto dell’altro filamento dentro la cellula. Man mano
che il singolo filamento di DNA entra nella cellula ricevente viene complessato ad una proteina
RecA. Immaginiamo sempre che la cellula donatrice abbia un certo genotipo diverso dalla
cellula ricevente per un marcatore, nellimmagine il filamento di DNA a singolo filamento che &
entrato nella cellula ricevente presenta il marcatore a* e la cellula ricevente per lo stesso
marcatore & a, avviene ricombinazione tra i due filamenti attraverso due scambi, quindi il
singolo filamento ha spiazzato uno dei due filamenti della doppia elica del genoma batterico e
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quindi si osserva una doppia elica di DNA batterico che per il tratto del gene a possiede un fila-
mento che proviene da un gene a* e un filamento che proviene da un gene a: significa che in
questo tratto ci sara una regione in cui comparira almeno un appaiamento illegittimo che deter-
mina una distorsione della doppia elica.

Chiariamo questo concetto: A A
un gene € una successione di nucleotidi, lo scriviamo in | ‘U"f‘ '

una doppia elica costituiti da due filamenti antiparalleli e g f“; ot _A}: 5
complementari. Immaginiamo che le sequenze del ge- i

ne a* e del gene a- siano quelle in figura; a- € una for- —Gene 4

ma allelica di a*, quindi stiamo parlando dello stesso S5IATICIGCICIATI3L

gene quindi le due sequenze si devono somigliare ma ATAGCAATAS

devono anche essere diverse tra loro altrimenti non sa- ERODOPLE

rebbero forme alleliche dello stesso gene: le due se- S AT el clclARal %))
quenze alleliche presentano una diversa coppia di base 3! 1alalclalel 1Al (qicvente a-
in terza posizione. Il ricevente € a- mentre il donatore & i

a*, entra uno dei due filamenti del donatore nella cellula Appits

€ per ricombinazione spiazza uno dei due filamenti del l

ricevente e si formera una doppia elica complementare

che porta un filamento contenente la sequenza a* del donatore e un filamento contenente la se-
quenza a del ricevente e in particolar modo si osservera un appaiamento illegittimo in terza po-
sizione, perché il filamento proveniente dal donatore ha una sequenza nucleotidica e il filamento
del ricevente una diversa sequenza nucleotidica. Poiché stiamo parlando di forme alleliche dello
stesso gene quasi tutte le basi sono correttamente appaiate, ma nei punti in cui i due alleli sono
differenti nella sequenza nucleotidica si formeranno appaiamenti illegittimi. La molecola di DNA
ricombinante con un appaiamento illegittimo prende il nome di eteroduplex.

Il destino dell’eteroduplex

A questo punto la cellula batterica che sta facendo trasformazione pud subire due destini diffe-
renti: la cellula puo attivare un meccanismo di riparazione per correggere I'appaiamento illegitti-
mo e a seconda del tipo di meccanismo la riparazione pud avvenire verso a* o verso a . Se la
cellula ripara verso a le due cellule figlie saranno entrambe a- perché la replicazione & semicon-
servativa. Se invece la riparazione avviene verso a* le due cellule figlie frutto di replicazione a-
vranno entrambe il gene a* e quindi osserviamo una trasformazione dalla prima generazione.
L’appaiamento illegittimo potrebbe anche non essere riparato! Se non viene riparato
'appaiamento illegittimo e la cellula batterica si replica le due cellule figlie saranno una a* e una
a-, perché la replicazione del DNA & semiconservativa e quindi ciascuno dei due filamenti funge-
ra da stampo per la sintesi del filamento complementare, il filamento a* promuovera la sintesi di
un complementare a*, il filamento a- promuovera la sintesi di un complementare a-. Quindi il de-
stino di una cellula che subisce trasformazione dipende da diversi fattori.

Mappatura per trasformazione

La trasformazione cosi come la coniugazione e la traduzione ci consente di mappare i geni bat-
terici; in particolare con la trasformazione possiamo capire se due geni batterici sono vicini tra
loro 0 meno. Poiché il DNA che entra nella cellula ricevente per trasformazione & un frammento
perché deriva da una cellula donatrice lisata che ha frammentato il DNA, se due marcatori erano
lontani sono andati a finire su due frammenti differenti, se invece erano vicini sono andati a finire
sullo stesso frammento. Immaginiamo di avere un ceppo donatore che sia a* b* e che il ceppo
ricevente sia a* b, sia avvenuta trasformazione e andiamo ad analizzare i risultati: possiamo a-
vere trasformanti per a ma non per b (il ricevente € diventato a* ma é rimasto b); trasformanti
per b ma non per a (situazione reciproca alla prima); si possono avere cotrasformanti (il rice-
vente e trasformato per entrambi i marcatori) e non trasformanti. Per capire se a € b sono stret-
tamente associati dobbiamo confrontare la frequenza dei singoli trasformanti e dei doppi tra-
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sformanti perché se a e b sono andati a finire sullo stesso frammento di DNA per avere i singoli
trasformanti per a ci vorranno due scambi (uno a monte di a e uno a valle di a), per avere i
singoli trasformanti per b ci vorranno due scambi (uno a monte di b e uno a valle di b), per avere
i cotrasformanti ci vorranno due scambi (uno a monte di a e uno a valle di b) se sono sullo
stesso frammento; quindi la probabilita di osservare singoli trasformanti per a, singoli trasfor-
manti per b o cotrasformanti sara piu 0 meno la stessa. Se invece recuperiamo un numero di
cotrasformanti molto piu basso rispetto ai singoli trasformanti vuol dire che a e b sono andati a
finire (quando si € frammentato il DNA del ceppo donatore) in due frammenti di DNA differenti e
quindi nella trasformazione per osservare i singoli trasformanti per a saranno avvenuti due
scambi, per i singoli trasformanti per b sempre due scambi, per i cotrasformanti invece saranno
avvenuti 4 scambi (uno a monte di a e uno a valle di a sul frammento su cui si trova a; uno a
monte di b e a valle di b sul frammento su cui si trova b); questo & un evento molto piu raro, di
conseguenza se recuperiamo meno cotrasformanti nella progenie rispetto ai singoli trasformanti
possiamo dedurre che a e b sulla mappa del batterio donatore si trovano lontani.

.

Figura 8.18 Fenotipi delle colonie dei due ceppi di Streptococ-
cus pneumoniae studiati da Griffith nel 1928.
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LEZIONE 18 (12/05/2015)

La ricombinazione nei

batteri e nei batteriofa

La caratteristica della trasduzione ¢ il passaggio di DNA da un batterio donatore ad uno rice-
vente mediato da un batteriofago specifico per le cellule batteriche. Un batteriofago € una parti-
cella virale specifica per i batteri ed ha una struttura molto semplice come tutti i virus: una mole-
cola di materiale ereditario (DNA o RNA lineare o circolare) rivestita da un involucro proteico. |
fagi a seconda del ciclo vitale che riescono a compiere nel momento in cui infettano una cellula
batterica vengono distinti in due grossi gruppi: fagi con ciclo litico e fagi con ciclo lisogenico.
Parliamo quindi di trasduzione generalizzata e trasduzione specializzata.

| batteriofagi

Nellimmagine & rappresentato un batteriofago T4 e un batteriofago
lambda; sono due fagi con un ciclo differente: il batteriofago T4 € un
fago virulento e, come tutti i fagi della serie T pari, ha un ciclo litico;
mentre il batteriofago lambda & un fago temperato con ciclo lisogenico.
Il fago T4 presenta una molecola di DNA & impacchettata all’interno di
un involucro proteico, poi compare una coda di natura proteica da cui

partono delle fibre che prendono contatto con la parete batterica. i
] I fago Ilambda
[\m presenta una
™ mpaccetat struttura piu sem-

nella testa

plice in cui la mo-
lecola di DNA im-

pacchettata
4 nellinvolucro pro-
@ o teico € unita ad e s e nnagore
oo e} Lm‘.z:sz;q;x —£) swagsonee - UNA coda  che
Eaises manca di fibre. In |[=& seidene e

EJISES

entrambi i casi i
fagi sono in grado di iniettare il proprio DNA all’interno della cellula batterica e questo vuol dire
far avvenire un’infezione fagica (solo il DNA entra nel batterio, la componente proteica resta
fuori).

Il ciclo litico del batteriofago T4

Il ciclo comincia con l'infezione fagica, quindi il batteriofago prende contatto con la parete batte-
rica, inietta il suo DNA all'interno della cellula batterica. A questo punto il fago € in grado di uti-
lizzare il macchinario metabolico della cellula batterica per replicarsi dopodiché avviene
'assemblaggio delle particelle fagiche all’interno del batterio. A questo punto la cellula batterica
viene lisata e ciascuno dei fagi che viene liberato nel’lambiente extracellulare puo andare ad in-
fettare nuovamente un’altra cellula batterica.
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Il ciclo lisogenico del fago lambda

Il ciclo comincia anche in questo caso con l'infezione fagica; in questo caso perd dopo I'ingresso
del DNA allinterno del batterio avviene ricombinazione a monte e a valle del cromosoma
fagico che portano all’integrazione del pezzo di DNA fagico all’interno del cromosoma batterico;
si creera quindi una nuova molecola di DNA costituita da tutto il cromosoma batterico piu il
genoma fagico, questo DNA fagico integrato prende il nome di profago. Il profago € quindi
l'integrazione del DNA fagico nel cromosoma batterico. Una volta integrato, vengono espressi
solo alcuni geni fagici, quindi il batterio non si accorge di avere un fago integrato nel suo cromo-
soma, si replica ed originera una popolazione di cellule batteriche che possiedono tutte il
profago integrato. Pud succedere che improvvisamente a causa di qualche stimolo esterno il
profago si pu0 escindere dal cromosoma batterico per ricombinazione, si posiziona come un
plasmide nel citoplasma batterico e la cellula batterica entra in un ciclo litico e accade esatta-
mente lo steso processo che avviene per il ciclo del fago T4; il fago utilizza il macchinario
metabolico del batterio per replicarsi, codifica i geni per le proteine del capside, viene impac-
chettato, la cellula batterica si lisa e vengono poi infettate altre cellule batteriche che si trovano
nelle vicinanze. La differenza tra il ciclo litico e il ciclo lisogenico consiste nel fatto che i fagi
temperati, a differenza dei fagi virulenti, riescono ad integrare il proprio DNA allinterno del
cromosoma della cellula che viene infettata e possono rimanere silenti per un numero di gene-
razioni molto lunghe fino a quando avviene 'escissione del profago ed entrano in un ciclo litico.
Un ciclo litico si conclude in meno di mezz’ora. Ricordiamo inoltre che il fago lambda presenta
nel suo involucro proteico una molecola di DNA lineare che una volta iniettata nel batterio
circolarizza, quindi per integrarsi nel cromosoma batterico richiede un solo scambio in una
specifica regione.
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La scoperta della trasduzione

La trasduzione & stata scoperta mescolando ceppi batterici di Salmonella Typhimurium con fe-
notipi differenti (ceppo LA22 e LA2); il ceppo LA22 (phe™ trp” met* his*) e il ceppo LA2 (phe* trp*
met his’). Nessuno dei due ceppi € in grado di crescere su un terreno minimo, entrambi sono
auxotrofi; mescolandoli assieme e piastrandoli su un terreno minimo si osservava la crescita di
un certo numero di colonie: c’e stato quindi un trasferimento di informazione genetica da un
ceppo all’altro. Ripetendo I'esperimento in un tubo a U di Davis mettendo da un lato il ceppo
LA22 e dall’altro lato il ceppo LA2, se si prelevava un’aliquota di batteri dal braccio contenente il
ceppo LA2 e la si piastrava su un terreno minimo non si osservava crescita; se invece veniva
prelevata un’aliquota di batteri dal braccio contenente il ceppo LA22 e la si piastrava su terreno
minimo si osservava crescita di colonie batteriche: si poteva immaginare che per un motivo sco-
nosciuto ci fosse stata una lisi delle cellule LA2 e che il DNA nudo fosse passato attraverso il fil-
tro da un braccio all’altro del tubo a U. Per verificare l'ipotesi veniva aggiunta al terreno di coltura
la DNAsi: se si trattava di trasformazione in presenza di DNAsi non si sarebbe osservata la cre-
scita di colonie neppure dal lato del tubo contenente il ceppo LA22. Anche dopo l'aggiunta di
DNAsi si continuavano ad osservare colonie batteriche dopo la piastratura di un’aliquota prove-
niente dal braccio del ceppo LA22; quindi si ipotizzo che ci fosse qualcosa che passasse da un
braccio all’altro attraverso il filtro ma che non fosse DNA nudo, ma DNA protetto da un involucro
proteico e quindi particelle virali (particelle fagiche) che passavano dal lato del tubo contenente il
ceppo LA2 al lato del tubo contenente il ceppo LA22. A questo punto si penso che nel ceppo
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LA2 ci fosse un profago (un cromosoma fagico integrato) e che nel tubo a U si attivasse un ciclo
litico con conseguente formazione di particelle virali che passavano dall’altro lato del tubo per
infettare le cellule del ceppo LA22 e trasferire l'informazione genetica proveniente dal ceppo

LA2, ovvero l'informazione phe* trp*.
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La trasduzione generalizzata

E il trasferimento di DNA da un batte-
rio donatore ad uno ricevente mediato
da un fago virulento, cioé che ha un
ciclo litico: solo con la trasduzione
generalizzata pud® essere trasferita
una parte qualunque del cromosoma
batterico donatore al cromosoma bat-
terico ricevente. Il ciclo litico consta
dell'infezione da parte del fago nei
confronti del batterio; una volta entra-
to il fago si replica e prima di comin-
ciare ad impacchettarsi attiva una se-
rie di processi allinterno del batterio
che portano alla frammentazione del
cromosoma batterico; pud accadere

che un certo numero di particelle fagiche sbaglino ad impacchettare il DNA, anziché impacchet-
tare il proprio genoma se ci sono dei frammenti di cromosoma batterico delle stesse dimensioni
del cromosoma fagico possono impacchettare un frammento batterico. Nellimmagine osservia-
mo una serie di particelle fagiche che contengono DNA fagico mentre una di esse ha impacchet-
tato un frammento di DNA batterico: questo fago € in grado di infettare cellule batteriche iniet-
tando all'interno di queste non il DNA fagico (perché non lo contiene piu) ma il frammento di

cromosoma batterico. Quando parliamo di trasduzione
generalizzata pud essere impacchettato nel capiside
fagico un qualsiasi frammento del cromosoma batteri-
co, quindi pud essere trasferita una qualunque regione
del donatore ad un batterio ricevente per mezzo di un
fago.

La trasduzione specializzata

Gli esempi di trasduzione specializzata sono riferiti al
fago lambda, un fago temperato che circolarizza il suo
DNA allinterno del batterio ospite: € presente una
molecola di DNA virale circolare e il cromosoma
batterico circolare. Esistono sia sul cromosoma fagico
che su quello batterico dei siti che si chiamano att: sul
cromosoma fagico abbiamo attP, su quello batterico
attB. Queste regioni sono omologhe, sono costituite da
due ripetizioni e grazie ad esse pud avvenire ricombi-
nazione che porta allintegrazione del cromosoma
fagico in quello batterico. Il sito attB su Escherichia Coli
si trova compreso tra due geni che sono gal e bio;
quindi il profago lambda si trovera integrato tra gal e
bio; tra gal e il profago e tra bio e il profago ci sono due
siti attP.
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s che mostra le localizzazioni
v350 )
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X Ricombinazione sito-specifica
mediata dall'integrasi di .

Forma intracellulare circolare
del cromosoma di lambda.

Cromosoma circolare
di E. coli.

Cromosoma circolare di una
cellula di E. cofi lisogenica.

Figura 8.6 » Integrazione della molecola di DNA di A nel cromo-
soma di E. coli.
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Nel momento in cui viene pro-
mossa l'escissione del profago e

& st

vmnosa'nadi
E.colicon il

dal cromosoma batterico viene at- e e

tivato il CIC.|O litico. N.orma.llmer}te *ﬁ’:maw;wm / \ 8 pcago L forma s snrv,
‘escissi Si &

nella maggioranza dei casi avvie-
ne un’escissione perfetta,
forma un’ansa che porta vicini i

inazk Ricombinazione
siti att che fiancheggiano il profa- g ) =
go; avviene nuovamente uno ¥ -
scambio tra questi siti e il risultato ?aﬁﬁw ® e a Ty e
sara un profago lambda nuova- i g . s ol comosama I . ook
mente circolare e il cromosoma
batterico identico a prima . cheore [Jouse
dellinserzione del profago. Pu0 55%»{«-- womiu s
avvenire anche un’escissione ;ﬂmlygg\
imperfetta, ovvero 'ansa che vie- & conouma % &St T
ne a formarsi non mette in perfet- @ : ® DNAd.
ta corrispondenza le regioni att, Figura 8.28 » Escisione del batteriofaga lambs. Confronto tra () I normale excisione del pro-

fago A e (b) Fescissi la, che produce cr i i Adgal.

avviene una ricombinazione non

omologa che porta all’escissione

Lintograzione di Adgal* nel sito attB produce un diploide
parzisle gal*/gat".

parziale trasducente gal*/gal
(@

Un dopplo crossing over Inserisce Fallele gal* di Adgat*
nel cromosoma ospits.

®

Figura 8.29 » Ricombinazione tra cellule riceventi ga/~ e fagi
Adgal*. (a) L'integrazione di dgal* nel sito att8 produce un di-
ploide parziale instabile ga/*/gal~. (b) Un doppio crossing over tra-
sferisce I'allele ga/* da Adgal* al cromosoma.

Snustad, Simmons
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di una molecola di DNA fagico circolare e alla formazione di un
cromosoma batterico entrambi particolari perché il profago che
si & escisso male lascia un tratto del suo genoma allinterno del
cromosoma batterico e si & portato via un tratto del genoma bat-
terico (o gal oppure bio); le particelle fagiche che si otterranno
dal’impacchettamento di questo genoma fagico particolare sa-
ranno difettive perché mancano di un tratto di cromosoma fagico
e si chiameranno o Adgal (se sono difettive e si sono portate via
gal) o Adbio (se sono difettive e si sono portate via bio). Questo
fago lambda difettivo puo andare ad impacchettarsi e infettare
un batterio il quale potra andare incontro a trasduzione specia-
lizzata, perché potra riguardare solo [Il'acquisizione
dell’informazione relativa al gene gal o al gene bio, non un qua-
lunque gene del cromosoma batterico come avviene nella tra-
sduzione generalizzata.

Una volta che un fago difettivo Adgal o Adbio infettano un batte-
rio possono verificarsi due situazioni: in un primo caso il cromo-
soma di Adgal circolarizzato nel batterio ricevente ricombina at-
traverso i siti att con il cromosoma batterico integrandosi come
profago, e creando un diploide parziale per il gene gal: nel ca-
so in cui quindi, il batterio sia gal e il fago sara Adgal, quando

quest’ultimo si sara integrato nel cromosoma batterico si avra una situazione di diploidia perché
sara presente sia il gene gal che il gene gal*. Questa situazione determina la formazione di un
trasduttante instabile perché nel momento in cui il profago si attivera e comincera il ciclo litico
con conseguente lisi della cellula batterica. In un secondo caso puo accadere che il cromoso-
ma fagico non si integra il quello batterico, ma il gene gal+ presente nel cromosoma fagico cir-
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colare ricombina con il gene gal- presente nel cromosoma batterico effettuando due scambi, non
si ha lintegrazione della particella fagica ma la ricombinazione per gal e il batterio ricevente
diventa gal+ ed € in grado di trasmettere questa informazione alla progenie di generazione in
generazione ed e questo I'evento che viene chiamato trasduzione specializzata, che pero é
sempre a carico delle regioni genomiche del cromosoma batterico che fiancheggiano il punto di
inserzione del profago.

La mgppatura per trasdqune _ HAPSATD TRV N
Dobbiamo sempre fare riferimento ad una trasduzione

generalizzata, perché in quella specializzata viene —_INCkg : aloag E'rt*'_' ud”leu 2t
portata via solo la regione adiacente ai punti di inserzio- e N

ne del profago allinterno del cromosoma batterico. —|-RISULTATI g; i"i" %55”23
Nellesempio stiamo considerando tre marcatori (thr,

leut e leu2), leut e leu2 sono due possibili mutazioni —Nckouio 2 donakbone, tht lewd ™ lew®T
del gene leu, che se mutato determina la necessita di , fueey b 2
aggiunta di leucina al terreno di coltura; quindi ceppi —EISUUAD egz Lhe 4 %?"{)\

leu1- o leu2 sono incapaci di crescere se nel terreno di e N

coltura non & stata aggiunta leucina; i ceppi thr sono - > 4 .\ Nancatord centrali igoletiel
incapaci di crescere in assenza di treonina. Abbiamo L—F,ﬁ Ef“ gl 7

due incroci batterici; nel primo incrocio il ceppo donatore )(Hhmi’( y 1 X § 4 scamb:

e thrt leul- leu2+; il ceppo ricevente € thr leu1* leu2:; nel Jf“ a et
secondo incrocio abbiamo un ceppo donatore thrt leu1+* xf v lew +x' i I
leu2- e un ceppo ricevente thr leu1- leu2*. Immaginiamo tha= | el leud® aere +il
di aver_fatto qgl_ndl un esperllmentq di tra_s.d_uzu.)ne INCROUO R ! Tiancadod centaali f;km,,,, -
generalizzata utilizzando questi ceppi elencati: il primo . —— —
tipo di selezione va effettuato su un terreno contenente f xf'—'f‘* eud? - Z | 61
treonina in modo tale che siamo sicuri che crescono sia _[ [ that |lead + 1Y av £+

le cellule thr- che le cellule thr; ma non contenente b;u W2 bl

leucina; quindi su questo terreno selettivo cresceranno X X X X ¢ |4 sqambi pea
solo i batteri trasduttanti che sono diventati leu7+ e leu2* the ~ L 2—{‘+ TP awne it
perché anche se € mutato uno solo dei due marcatori _|Cudine giusin de; Miancatuu ;

leu c’é bisogno di aggiungere leucina affinché crescano. Bher = Lo o T4

Una volta selezionati i batteri /leu* dobbiamo capire

quanti di essi sono thrt e quanti thr: contiamo tutte le cellule che sono cresciute in presenza di
treonina ma senza leucina e per piastramento in replica li passiamo su un terreno privo di
treonina a questo punto su questo terreno cresceranno solo i batteri thr*; per sottrazione ci
calcoliamo quanti sono i batteri thr. Dall'incrocio 1 otteniamo 350 colonie thrt e 349 colonie thr
quindi lo stesso numero e sono tutte /leu*; dall'incrocio 2 otteniamo 60 colonie thrt e 300 colonie
thr quindi un rapporto sbilanciato. Sulla base di questi valori siamo in grado di stabilire quale sia
il marcatore centrale: gli ordini possibili sono due e rispettivamente thr leu1 leu2 oppure thr leu2
leu1. Nellincrocio 1 il ceppo donatore € thrt leu1- leu2* e il ricevente ha genotipo reciproco;
abbiamo ottenuto il 50% di colonie thr* leu* leu2* e il 50% di colonie thr leu1* leu2*; rispetto ai
due ordini ipotizzati costruiamo lo schema con leu1 centrale e notiamo che per ottenere |l
genotipo ricombinante (+ + +) sono necessari 4 scambi: uno a monte di thr*, uno tra thrt e leut,
uno tra leul- e leu2* ed uno a valle di leu2*; se costruiamo lo schema con leu2 centrale notiamo
che per ottenere il genotipo ricombinante sono necessari 2 scambi: uno a monte di thr* e uno a
valle di leu2+. Nell'incrocio 2 il ceppo donatore & thr leul* leu2 e il ricevente ha genotipo
reciproco; abbiamo ottenuto il 17% di colonie thr* leu1* leu2* e '83% di colonie thr leu1+* leu2*;
rispetto ai due ordini ipotizzati costruiamo lo schema con leu1 centrale e notiamo che per
ottenere il genotipo ricombinante (+ + +) sono necessari 2 scambi: uno a monte di thr* ed uno
tra leu7* e leu2; se costruiamo lo schema con leu2 centrale notiamo che per ottenere il genoti-
po ricombinante sono necessari 4 scambi: uno a monte di thr*, uno tra thr* e leu2uno tra leu2 e
leu1* ed uno a valle di leu7*. Dall’analisi dei risultati di questi due tipi di incroci capiamo che
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'ordine giusto dei marcatori € con leu2 centrale perché nel secondo incrocio per ottenere il ri-
combinante + + + sono necessari 4 scambi e la frequenza ¢ altrettanto bassa (17%) rispetto ai 2
scambi se fosse leuT centrale.

| fenotipi fagici

Un fenotipo fagico & possibile discriminarlo solamente effettuando un’infezione di un fago in un
ceppo batterico. Un fenotipo fagico di semplice visualizzazione € la morfologia della placca di
lisi: la placca di lisi & il risultato dell’infezione fagica su un ceppo batterico che cresce in un ter-
reno solido e pud essere grande o piccola, torbida o chiara, con margini netti e definiti o frasta-
gliati. Un secondo fenotipo fagico & la specificita d’ospite perché esistono alcuni fagi mutanti
che non sono i grado di infettare tutti i ceppi batterici, cioé sono specifici per un certo ceppo bat-
terico. Un altro fenotipo fagico & la sensibilita alla temperatura (alcuni ceppi fagici non riesco-
no a compiere il loro ciclo vitale al di sotto o al di sopra di una certa temperatura).

La morfologia di placca
' Immaginiamo di avere una piastra contenen-
te terreno al quale ¢ stato addizionato agar e
o aentoge 7o ) o & ‘"' -~ di aver piastrato tante cellule batteriche che

formate da un ceppo selvatico di T4 (r*)
e da mutanti a lisi rapida (1) su uno
strato confluente di cellule di £. coli di
ceppo B. (b) Singole placche r* e r mo-
strate a pil alto ingrandimento.

dopo una notte di crescita a 37°C hanno cre-
ato uno strato di cellule a confluenza (un
ﬁ T ta}ppeto batterico), allestiamo un’im_‘ezione fa-
edses ' gica facendo cadere delle gocce di una solu-
zione contenente dei batteriofagi su questa
piastra: in alcune cellule entrera un fago e in corrispondenza di queste si inneschera un ciclo liti-
co rapidamente (se il batteriofago € a ciclo litico), le cellule verranno lisate e le particelle fagiche
che usciranno da esse infetteranno le cellule circostanti che in breve tempo saranno anch’esse
lisate e continuera il ciclo; e in corrispondenza delle cellule lisate osserveremo dei buchi, ovvero
delle placche di lisi. Nellimmagine osserviamo due tipi diversi di placche di lisi, r* ed r: in que-
sto caso € stata fatta un’infezione con un fago T4 a lisi rapida (r) e un fago T4 selvatico (r*). Le
placche selvatiche sono piu piccole ed hanno i contorni frastagliati rispetto alle placche a lisi ra-
pida che sono piu grandi ed hanno i contorni piu netti.

@®)

La specificita d’ospite

Nellimmagine osserviamo il risultato di un’infezione utilizzando
dei fagi T2 selvatici (h*) e fagi T2 mutanti (h); questa mutazione
determina specificita d’ospite, ovvero i fagi mutanti h sono in
grado di infettare solo un ceppo di Escherichia Coli di tipo B e
non sono in grado di infettare un altro ceppo di Escherichia Coli
di tipo B/2. Se facciamo crescere a confluenza su questa piastra
una miscela di cellule di Escherichia Coli che comprendono sia il riswsss » oo st pacne s satcitago 2.
ceppo B che quello B/2 e poi facciamo un’infezione fagica sia st par pettro dospie ) v o calude o &
con ceppi T2 h* (che infettano sia il ceppo Coli B che il ceppo

Coli B/2) sia ceppi T2 h (che infettano solo il ceppo Coli B), os- FinGp & Ganat, TV 4.
serveremo dopo una note di crescita la formazione di placche di

lisi e potremo distinguere quelle che si sono originate dall'infezione dei fagi h* e quelle che si
sono originate dall'infezione dei fagi h: le placche di lisi originate dai fagi h* saranno chiare per-
ché i fagi selvatici infettano sia Coli B sia Coli B/2; quelle originate dai mutanti h saranno torbide
perché allinterno ci sara qualche cellula Coli B/2 che non & stata infettata dal batteriofago mu-
tante h. Quindi a seconda delle placche di lisi (chiare o torbide) riusciamo a discriminare il feno-
tipo fagico specificita d’ospite.
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oz . .
@ Un batterio E. coii & infettato
‘ )

La genetica fagica e la ricombinazione
Con i fagi & possibile effettuare qualcosa di molto simile ad un

e con g incrocio se allestiamo un’infezione mista, cioé infettiamo un

hetehtr

o AT
© | cromosomi fagici si replicano
e si verifica ricombinazione
tra i cromosomi hr* e h* r.

ceppo batterico utilizzando due tipi differenti di ceppi fagici e un
titolo fagico, cioé una quantita tale di fagi che consenta ai due
diversi ceppi fagici di coinfettare la stessa cellula batterica.
Nellimmagine abbiamo un ceppo hr* e un ceppo h*r che inietta-
no contemporaneamente il loro DNA all’interno di una cellula
batterica che viene infettata: questa cellula ora conterra il cro-

mosoma del ceppo hr* e il cromosoma del ceppo h*r, due cro-

o
“© 1 batterio & kisato, rilasciando
progenie fagica parentale
e ricombinante.

mosomi omologhi che possono ricombinare, e se avviene ri-
combinazione (tra r ed h) si formeranno fagi ricombinanti h'r* e

hr rispetto ai fagi parentali. Poiché abbiamo degli strumenti per

discriminare i genotipi fagici sulla base della morfologia di placca
e della specificita d’ospite possiamo verificare se la ricombina-
zione avviene o meno effettuando un’infezione mista. Il fenotipo

! r* da placca piccola ed il fenotipo r da placca grande; il fenotipo

\‘“
oolmudehpmukfazba
sono determinati piastrandola

h* mostra infezione su Coli B e su Coli B/2 e il fenotipo h mostra

pusonsedcde o infezione solo su Coli B.

Figura 8.9 » Incrodio tra batteriofagi in cul le cellule di €. coli di

frppo 8 sono stae infertate simaaneamente convins 12 ¢ Nell'infezione mista che stiamo osservan-
do i due ceppi fagici infettano uno strato
di cellule costituito da Coli B e Coli B/2; se
osserviamo la morfologia di placca e |l
numero di placche di lisi di ciascun tipo
allora stiamo contando i fagi parentali e i fagi ricombinanti: il numero di
placche torbide con margini netti saranno h*r (parentali); il numero di
placche chiare con margini frastagliati saranno hr* (parentali); il numero di
placche torbide con margini frastagliati saranno h*r* (ricombinanti); il

i Snustad, Simmons
- Prindpi di Genetica, IV Ed.
M EJISES

Figura 8.10 » Batteriofago T2: placche a fenotipo spettro d‘ospite
e lisi rapida. Fotografia che mostra i tipi di placche generate da fagi
T2hr, h* r*, hrt e h* rsuuno strato misto di cellule di £ coliB ¢
B2

numero di placche chiare con margini netti saranno hr (ricombinanti). In

un esperimento del genere riusciamo ad osservare il 2% circa di proge-

Snustad, Simmons
Prindpi di Genetica, IV Ed.
M EdiSES

nie ricombinante. Questo risultato ci offre anche una stima della
distanza di mappa, ovvero significa che i marcatori h ed r sono distanti 2cM. Queste infezioni
miste di solito le chiamiamo incroci fagici anche se non & corretto perché i fagi non fanno

riproduzione sessuale.

Evoluzione del concetto di gene
L’esistenza della ricombinazione fagica e
stata fondamentale per la comprensione
della natura del gene. Abbiamo detto
precedentemente che un gene € un tratto di
DNA responsabile di un certo fenotipo,
codifica quindi un polipeptide, ma non ¢
sempre vero perché ci sono dei geni che
trascrivono RNA che non viene mai tradotto
in polipeptide ma che svolge la sua funzione
come RNA (ribosomale, messaggero o
miRNA). Con Mendel (1866) abbiamo
parlato di caratteri, ciascuno dei quali
determina un fenotipo (fenotipi alternativi).
Successivamente abbiamo parlato degli
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errori congeniti del metabolismo (1909): Garrod ipotizzava quindi che un gene qualora fosse
mutato corrispondesse ad un blocco metabolico specifico e che quindi un gene codificasse un

enzima.

Mutazioni metaboliche in Drosophila (Beadle ed
Ephrussi, 1937)

Spesso abbiamo osservato che i prodotti codificati
da geni differenti complementano e determinano un
unico fenotipo. Beadle ed Ephrussi effettuarono
degli esperimenti in Drosophila su due geni mutanti
(cinnabar cn e vermillion v). Il colore dell’occhio sel-
vatico di Drosophila € rosso scuro dato dall’unione di
due pigmenti (marrone e rosso brillante), sia i mutan-
ti en che i mutanti v hanno uno stesso fenotipo
dell'occhio (rosso brillante) perché sono incapaci di
sintetizzare il pigmento marrone. Questi scienziati

Gli occhi dei moscerini sono di colore rosso

oO—ne nNreqcen a dlie piromen NO
buro—7>P a—7pP a—C Sis pig 5 Olio

oSS0 acceso € uno marrone.

I mutanti del gene v o del gene cn hanno occhi
O Q4 CSO__d d d_dclld mancanza dc

pigmento marrone.

Trapiantando dischi immaginali di una larva
mutante v o ¢n in una larva selvatica si ottiene
un moscerino con occhi ectopici rosso scuro
(selvatici) per diffusione del pigmento del
moscerino selvatico.

rapiantando dischi immaginali di una larva v
in una larva cn si ottiene un moscerino con
occhi ectopici selvatici, ma trapiantando dischi
cn in una larva v il moscerino sviluppa occhi

ectopici rosso brillante!

fecero dei trapianti di dischi immaginali: nel mo-
mento in cui si forma la larva si ha la definizione di tutti i territori che porteranno alla formazione
nell’adulto di specifiche strutture, quindi se prendiamo un gruppo di cellule che si trova in uno
specifico punto nella larva e lo trasferiamo in un’altra larva ma in una posizione differente, quan-
do questa seconda larva diventera adulta, nella posizione in cui ha ricevuto le cellule trapiantate
si formera la struttura specifica che si doveva formare da quelle cellule perché nella larva si ha
la formazione di questi dischi immaginali che contengono cellule non differenziate che possie-
dono un’informazione gia definita. Beadle ed Ephrussi prelevavano cellule dal disco immaginale
dell’occhio di una larva di Drosophila e le trapiantavano in un’altra larva di Drosophila in una po-
sizione opposta a quella in cui si trova il disco immaginale dell’occhio; nella Drosophila adulta si
osserveranno occhi nella posizione normale e un altro paio di occhi ectopici nella posizione
dove erano state trapiantate le cellule del disco immaginale. Se gli scienziati prendevano cellule
dal disco immaginale di una larva selvatica e le trasferivano in una larva mutante (cn o v) in
posizione opposta rispetto a quella del disco immaginale nella larva selvatica, la Drosophila mu-
tante adulta che si sviluppava aveva un paio di occhi mutanti (cn o v) e un paio di occhi ectopici
selvatici (rosso scuro) nella posizione caudale del corpo. Se gli scienziati prendevano cellule dal
disco immaginale di una larva mutante (v) e le trasferivano in una larva selvatica in posizione
opposta rispetto a quella del disco immaginale nella larva mutante, la Drosophila selvatica adul-
ta che si sviluppava aveva un paio di occhi selvatici (rosso scuro) e un paio di occhi ectopici
selvatici (rosso scuro) nella posizione caudale del corpo: questa situazione si ripeteva a pre-
scindere del genotipo della larva mutante donatrice. Se gli scienziati prendevano cellule dal di-
sco immaginale di una larva mutante (v) e le trasferivano in una larva mutante (cn) in posi-
zione opposta rispetto a quella del disco immaginale nella larva mutante donatrice, la Drosophila
mutante adulta che si sviluppava aveva un paio di occhi mutanti (cn) e un paio di occhi ectopici
selvatici (rosso scuro) nella posizione caudale del corpo. Se gli scienziati prendevano cellule
dal disco immaginale di una larva mutante (cn) e le trasferivano in una larva mutante (v) in
posizione opposta rispetto a quella del disco immaginale nella larva mutante donatrice, la Dro-
sophila mutante adulta che si sviluppava aveva un paio di occhi mutanti (cn) e un paio di occhi
ectopici mutanti (cn) nella posizione caudale del corpo.
Wild-type v* gene Wild-type cnt gene

' '

v* enzyme cn* enzyme.

Precursor X —® Intermediate Y— Brown eye pigment

Figure 15.5. Beadle and Ephrussi's Imerpretation of the results of thelr reciprocal
transplants of vermiion and cinnabar eye disks In Drosophlia. They proposed that
the v+ and .cn* genes control two different steps In the synthasis of tha brown eye
pligmant and that the v* gens product acts before the cr™ gene product. :
Copyright 2000 John Wiley and Sons, Ino.

A questo punto ipotizzarono che per il colore
dell’occhio di Drosophila, i geni cn e v fossero due
geni differenti e ciascuno di questi codificasse un en-
zima coinvolto in uno specifico passaggio della via
metabolica che portava alla formazione del pigmento
marrone: il prodotto del gene v &€ un enzima che cata-
lizza la trasformazione di un precursore in un intermedio, il quale poi viene trasformato
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dal’enzima codificato dal gene cn in prodotto finale (pigmento marrone). Quindi se prendiamo il
disco immaginale da una larva v (incapace di produrre il primo enzima, ma capace di produrre
enzima cn) e lo trapiantiamo in una larva cn (che produce il primo enzima ma non il secondo)
osserviamo occhio ectopico selvatico perché la larva ricevente possiede il primo enzima funzio-
nale (v*) e quindi anche I'intermedio, e per diffusione l'intermedio pud entrare nelle cellule del
disco immaginale trapiantato ed essere trasformato dall’enzima codificato da cn in pigmento
marrone. Al contrario, quando il donatore € cn (che produce il primo enzima ma non il secondo
cn) e il ricevente € v (incapace di produrre il primo enzima, ma capace di produrre I'enzima cn)
non & possibile arrivare alla produzione del pigmento marrone nonostante il ricevente abbia
'enzima cn funzionale perché non c’¢ un precursore né un intermedio che possano essere
trasformati.

Beadle e Tatum (1942) - Un gene, un enzima

La muffa del pane Neurospora crassa cresce
generalmente su un terreno di coltura
minimo, in quanto riesce a sintetizzare la
maggior parte dei metaboliti essenziali (ceppi
prototrofi).

I geni rappresentano la piu piccola unita
strutturale, mutazionale e funzionale?

Il filo di perle

* Prima del 1940, il gene era considerato
I’unita di base dell’informazione genetica,
definito da tra criteri:

Se la biosintesi dei metaboliti essenziali ¢
sotto il controllo genetico, ¢ possibile isolare
mutanti per irradiazione che necessitano di
specifiche aggiunte nel terreno di coltura

(ceppi auxotrofi).

— Unita di funzione: in grado di controllare
’ereditarieta di un fenotipo (un gene — un
fenotipo).

Ciascuna mutazione corrisponde a una
specifica richiesta metabolica: un gene — un
enzima.

Studi successivi, ad esempio su enzimi
eteromultimerici e sull’emoglobina
consentirono di modificare questo concetto in
un gene — un enzima.

— Unita di struttura: non divisibile per
ricombinazione né per mutazione (un gene —
una mutazione).

Il gene era visto come un’unita di mutazione e unita di ricombinazione: si credeva che un gene
potesse mutare in una forma alternativa in una posizione e che la ricombinazione potesse
avvenire solo tra geni differenti e che non potesse avvenire nello stesso gene; quindi l'unita di
mutazione e di ricombinazione fosse il gene. Questa convinzione era errata.

O WEFERZIDES S LBV e NN Oliver (1940) - Ricombinazione intragenica del

ocus lozenge locus lozenge
Oliver era un genetista che studiava Drosophila;
28, erano considerate alleli dello stesso gene in quanto gli si SOfferm‘O su una mutazione X-linked che de-
ohi a losanga, mutanti. terminava occhio a losanga, una morfologia par-
ticolare dell’occhio di Drosophila. In particolare
] on ne tr aveva isolato due ceppi di mutanti che avevano
mutazioni /z ¢, perche presentano sempre marcatori fiancheggianti . . .
ricombinanti e la frequenza di 0,2% ¢ molto piu elevata del tasso spontaneo di lo stesso fenOtlpO, qUGSte due mutazioni erano
reversione delle mutazioni. lozenge s e lozenge g (1z® 1z9). Costruendosi una
femmina eterozigote per queste due mutazioni
(Izs 1z8) Oliver noto che continuava ad avere fe-
notipo mutante, di conseguenza pensd che si
trattasse di due mutazioni dello stesso gene. In-
crociando poi una femmina eterozigote (lz° 1z%) per un maschio mutante (1z* oppure 1z9) nella
progenie osservava lo 0,2% di progenie con occhio selvatico: lo 0,2% € una percentuale troppo
alta per poter essere una retromutazione. Di conseguenza Oliver ipotizzo che i selvatici fossero
il prodotto della ricombinazione tra le due mutazioni (Iz¢ e 1z9) e per dimostrarlo si costrui dei
ceppi eterozigoti che avessero dei marcatori fiancheggianti in configurazioni opposte.

172



Nellimmagine quindi abbiamo i marcatori fiancheggianti in trans (x 1z y*/x* 1z9 y); nei moscerini
selvatici ottenuti nella progenie (lo 0,2%) i marcatori fiancheggianti dovevano essere in assetto
ricombinante rispetto alla configurazione dei mutanti. Questa & stata la prima dimostrazione che
la ricombinazione puo avvenire anche all'interno dello stesso gene.

Esperimenti con sistemi modello
differenti (progenie molto piu
numerosa) confermarono la scoperta
di Oliver e dimostrarono che 1’unita

Restava da chiarire quale fosse 'unita minima di ricombina-
zione, cioé fino a che punto si puo scendere all'interno della
stessa regione di un gene perché possa avvenire ricombinazio-
ne tra due cromosomi omologhi e per risolvere questo problema
c’era bisogno di un sistema fagico, perché a differenza di Dro-
sophila consente di avere una progenie molto numerosa in bre-
ve tempo e in poco spazio. Infatti Benzer ha chiarito e definito in
un sistema fagico che I'unita minima di ricombinazione e di mutazione & la coppia di basi.

minima di mutazione ¢ la coppia di
basi e quella di ricombinazione ¢
costituita da due coppie di basi
adiacenti.

Eterozigote in cis: mutazioni in un solo gene
Cromosoms _ R Analisi della funzione genica: la
omologo | QU Prodotto funzionale erozgee in os . .

‘ e complementazione (Lewis, 1951)

del gone schatico 1 > 2178 fSncKipa

i v Prodotto non funzionale

del gene 1 contencnte
Ty e mutazioni m, ¢ m,

(a)

Etorozigote in cls: mutazionl In duo gonl differenti
Gene 1 Gene 2

La complementazione ¢ l'interazione
di prodotti di geni differenti che sono
coinvolti in un unico fenotipo e il test
di complementazione ci consente di

Cromosoma
omologo L

Figura 14.10 » Il test in cis.
L'eterozigote in os deve
_____________ presentare fenotipo selva-
Cromosoma { - ¥ Prodomnonbmzonal tico, sla che le mutazioni si
omcogo?  CEEIEEEEEEENN ¥ ?MI nyme m trovino nello stesso gene
L my w‘r "l, (a) sia che si trovino in geni

differenti (b).

capire se due mutazioni che stiamo
osservando e che determinano un u-
nico fenotipo sono dello stesso gene o
di geni differenti. Se facciamo un test
di complementazione in cis, cioé met-
tiamo le due mutazioni in cis (sullo
stesso cromosoma) sia che le due
mutazioni siano dello stesso gene o di geni differenti, nell’eterozigote in cis osserveremo sempre
fenotipo selvatico, perché ci sara sempre la controparte selvatica che produrra un prodotto fun-
zionale selvatico.

)

Snustad, Simmons
. Principi di Genetica, IV Ed.
AR EJISES

Complementazione tra le mutazioni amB17 ¢ amE18

Celkia di £. ol B: ospite non permissiv per i mistanti ambor
Cromosoma del mutante amB17 Cromosoma del mutante amE18

Nel test di complementazione in trans in-
vece, se mettiamo in trans due mutazioni
di geni differenti, I'eterozigote in trans
avra fenotipo selvatico perché ciascuno
| dei due cromosomi avra l'altro gene sel-
y vatico che produrra un prodotto funziona-
’ le che potra complementare con [laltro
prodotto per dare il fenotipo selvatico; se

L9 s e e invece le due mutazioni sono dello stes-

so gene, I'eterozigote in trans avra feno-

Gene 18 Gene 23

a o mutazon 17 o a2 tipo mutato perché su tutti e due i cro-
el e e i mosomi ci sara lo stesso gene mutato e
_mpie  _omm et G I'altro gene sara selvatico, di conseguen-

A — oy e cwewe 28 5010 UNO dei due geni dara un prodotto
- : e e . TUNZIONAle mentre per il gene mutato
e A ,WJ\, A waswaine b pames  manchera il prodotto funzionale e non po-
| ¥ " T nemeacaneas  trd avvenire la complementazione tra i

I"interno della cellula vengono sin-
tetizzate sia |a testa sia la coda del
fago, con produzione di progenie
Infettiva. (b) Quando Feterozigote
in trans contiene due mutazioni
(amB17 e amH32) nello stesso gene

due prodotti; quindi si osserva un fenotipo
mutante.

. 23, non viene prodotta la testa fa-
Neila cellula infettata non sono prodatte teste virali e quindi nessuna progenie fagica nfettiva; gica e la progenle non pubd essere

{ trans ipo mutante,
® eterozigots ha fenatico assemblata. Confronta con la Figura
1413,

—- _ 173
% Prindp! i Genotics, TV Ed.
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EVOLUZIONE DEL CONCETTO DI GENE: UNO SGUARDO GENERALE

Mendel: il gene e un fattore ereditario che controlla un carattere fenotipico specifico.

Garrod: un gene mutante implica un blocco metabolico. Garrod ha studiato diversi difetti congeniti
del metabolismo e analizzando gli alberi genealogici ha compreso che il difetto metabolico che
origina una malattia era determinato dal materiale genetico.

Badle e Tatum: un gene codifica per un enzima/ un polipeptide/ un trascritto (rna)

Oliver : un gene é una coppia di nucleotidi indivisibile per ricombinazione

Lewis-Benzer : un gene codifica un polipeptide (definizione funzionale spiegata con il test di
complementazione)

Yanofsky-Brenner: un gene & una sequenza continua di coppie di nucleotidi che specificano una

4
4

v vV

sequenza aa.

La definizione di gene deve essere flessibile per far riferimento a tutte le relazioni tra struttura e funzione
nei vari organismi. In senso lato, un gene e 'unita di informazione genetica che controlla la sintesi di un

polipeptide o di RNA e puo essere definito operativamente dal test di complementazione.

Strutturalmente il gene ¢ la regione trascritta per una molecola di RNA; nel caso dei geni sovrapposti,
alcune sequenze nucleotidiche sono di piu geni. Se gli introni sono eliminati il gene & una sequenza

codificante di DNA.

| geni sono tutti nello stesso nucleo e sono dipendenti gli uni dagli altri. Il fenotipo e il prodotto di tutti i
geni che si esprimono in relazione all’lambiente. Ogni gene ha anche un effetto sulla popolazione di
appartenenza dell’individuo, cosi come sulla specie e cosi come sulla biosfera.

Gene (DNA) = RNA - PROTEINA > effetto sulla cellula = effetto sui tessuti > Effetto fenotipico
individuo-—-> effetto sulla popolazione > effetto sulla specie = effetto sulla biosfera

GARROD E LA CORRELAZIONE TRA GENE E

DISFUNZIONE METABOLICA

Nel 1900 Garrod stava studiando
diversi difetti congeniti del

Enzymes Proten
metabolismo come I'alcaptonuria
, - . facilmente diagnosticabile se si
Phenylalanne Phenylipyruvic acd
espongono le urine del paziente all’aria
Phenytaianine s et e Phanylkstonaria aperta e queste cambiano di colore.
wdraxylase (pKU)
‘ = Il responsabile di questo cambiamento
yrosing Vietann A A
block Alinism e l'alcaptone, un prodotto intermedio
e argras e del metabolismo della tirosina e della
Diock Cretnism . . .
Hydraxyphenylpyruvi fenilalanina. La presenza di alcaptone
'y G nelle urine & associata ad un blocco
tydroaxyphenyipyruvs Hyosnces nella via metabolica degliaa e
od aodase . i i N
analizzando gli alberi genealogici si &
Homogentsic acd visto la malattia & trasmessa con
Jomogentel modalita recessiva.
Sock ARaptonuria

O oxidase

Maleyiacetoacetic acid

CO, and O
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BEADLE E TATUM: UN GENE-> UN ENZIMA / UN POLIPETIDE / UN TRASCRITTO

Chairirono la funzione del gene utilizzando Neurospora crassa. E’ un lievito in grado di crescere in un
terreno minimo con Sali inorganici, uno zucchero e la biotina. Da questi elementi minimi, € in grado di
sintetizzare tutti i fattori di crescita necessari e la sintesi dei fattori di crescita e sotto il controllo genico.
Conseguenza di cio e che mutazioni nei geni per i fattori di crescita codificano prodotti mutanti che non
riescono a ultimare la biosintesi del fattore di crescita che dovra essere somministrato dall’esterno.

=> Esperimento

1) Spore asessuali selvatiche sono irradiate con raggi UV o X. Si ottengono ceppi mutanti.

2) | ceppi mutanti sono incrociati con ceppo selvatico di sesso opposto (i ceppi mutanti sono quelli
che incrociati con un selvatico danno un rapporto di progenie 1:1)

3) Siottiene un corpo fruttifero che contiene ascospore

4) Ogni ascospora é trasferita in una provetta di coltura che analizza le richieste nutrizionali
generali : 'ascocopora ha bisogno di aa o di vitamine per crescere? Ipotizziamo che ha bisogno
di vitamine in quanto in un terreno minimo non riesce a crescere senza vitamine.

5) Analizzarono ora le richieste specifiche: di quali vitamine hanno bisogno?

Dimostrarono cosi che una mutazione corrisponde alla perdita di un’attivita enzimatica.

Numerose proteine enzimatiche sono multimeri cioé sono formate da piu polipeptidi e ogni catena puo
essere codificata da geni diversi o dallo stesso gene. Ad esempio I'emoglobina & tetramerica con due catene
a-globuliniche e due b-globuliniche: il concetto un gene—> un enzima si modifica in un gene—> un
polipeptide.

LA TEORIA DELLA COLLANA DI PERLE

Fino agli anni ’50 si pensava che i geni sui cromosomi erano come perle di una collana e che la
ricombinazione avvenisse solo fra perle differenti e non all’interno della stessa perla cioé solo da geni
diversi e non allinterno dei geni.

Il gene quindi puo essere definito come:

a) Unita funzionale in quanto controlla attraverso i polipeptidi un carattere fenotipico
b) Unita strutturale definibile a sua volta per:

- Ricombinazione: un gene non puo essere diviso

- Mutazione: il gene & la piu piccola unita che muta

(Poi arriva Benzer e vi scombina i piani eh eh eh)

OLIVER E LA PRIMA PROVA DELLA RICOMBINAZIONE INTRAGENICA

Clarence Oliver studid due mutazioni del locus losenge sul cromosoma X di Drosophila 12° e |28 ritenute
alleliche e che davano un fenotipo simile.

Incrociando femmine eterozigoti per le due mutazioni una volta per maschi solo con la mutazione Iz° e solo
con la mutazione Iz8si ha una progenie composta dallo 0,2 % di selvatici.
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Questa frequenza e troppo esigua e

1) Non e una reversione perché la frequenza di reversione nei maschi € < 0,2%
2) Le femmine eterozigoti con i marcatori genetici che fiancheggiano il locus lozenge producono
progenie selvatica per Iz+ ma con marcatori ricombinati

Cio fa pensare che le femmine siano

Sy N -
ceee (e [28 ()

E la rara progenie

---(X)---|Z+----(Y) e non compare mai il reciproco con x+ e y+

Questo suggeriva che le mutazioni - 12°--- |28 si trovassero in siti diversi dello stesso gene che Iz+ fosse il
prodotto della ricombinazione di queste regioni

1) sl (S 121~ (Y+)---

----- L e 1)
Con la ricombinazione si ottiene:

L. el [ESeE 12 (Y+)-—

S 04 o [ T Y Y B ween (Xt)-o-[ <128 12°--]- (Y+)---

Il doppio mutante con marcatori ricombinati fu scoperto da Green, uno studente di Oliver.
La ricombinazione intragenica quindi produce selvatici con bassa frequenza e doppi ricombinanti.

| risultati di Oliver indicavano infatti che in un singolo gene esistono siti mutabili e separabili per
ricombinazione. Benzer amplio questa visione dimostrando I’esistenza di 199 diversi siti di mutazione
separabili per ricombinazione nel gene rllA del fago T4. Si dedusse quindi che la piu piccola unita in
grado di mutare é la singola coppia di nucleotidi e che la ricombinazione puo avvenire tra coppie
adiacenti di nucleotidi sia tra geni diversi sia nello stesso gene.
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SUMMARY

=>» Prima di Oliver, Yakonfsky, Benzer si credeva che... LA MUTAZIONE COINVOLGESSE IL GENE IN
TOTO
Dopo si e visto che... la piu piccola unita a mutare € la coppia di nucleotidi.

=>» Prima di Oliver, Yakonfsky, Benzer si credeva che... la ricombinazione avviene tra un gene e I'altro
Dopo si e visto che... la ricombinazione puo avvenire tra singole coppie di nucleotidi dello stesso
gene o di un gene differente.

YAKONFSKY E 1) LA RICOMBINAZIONE INTRAGENICA; 2) LA COLLINEARITA’ TRA
SEQUENZA NUCLEOTIDICA E SEQUENZA AA

Yakonfsky capi principalmente due cose:

= OGNI MUTAZIONE NEL GENE CORRISPONDE AD UN POLIPEPTIDE DIFETTIVO E CHE C'E’
CORRELAZIONE TRA LA SEQUENZA NUCLEOTIDICA E LA SEQUENZA AA NEL SENSO CHE IL PRIMO
CODONE CORRISPONDE AL PRIMO AA

= OTTENNE UN RICOMBINATE SELVATICO TRA DUE MUTAZIONI CHE SOSTITUISCONO LO STESSO AA
DIMOSTRANDO CHE L'UNITA’ DI RICOMBINAZIONE PIU’ PICCOLA E’ LA COPPIA DI NUCLEOTIDI

Isolo molti mutanti auxotrofi per il triptofano con mutazioni del gene TrpA la cui forma selvatica codifica un
polipeptide di 268 aa. Uso il sequenziamento proteico per determinare gli aa del polipeptide a selvatico e
dei polipeptidi mutanti derivati da geni mutati. Mappo le mutazioni all’'interno del gene trpA con incroci
opportuni e vide la collinearita tra sequenza nucleotidica e sequenza aa. La presenza di introni non invalida
la teoria della collinearita : significa solo che non vi & una relazione diretta in termini di distanza fisica tra le
posizioni delle triplette e le posizioni degi aa sul polipeptide.

Per dimostrare la ricombinazione intragenica prese in considerazione due mutazioni che sono trpA23 che
sostituisce la glicina con I'arginina e la mutazione trpA46 che sostituisce la glicina con I'acido glutammico:
trpA23 e trpA46 sono due mutazioni in siti diversi dello stesso gene e quindi sono separabili per
ricombinazione. Gli eventi che producono trpA26 e trpA43 sono transizioni tautomeriche G:C> A:T

La ricombinazione avviene tra coppie adiacenti e 'unita piu piccola di ricombinazione & la coppia
nucleotidica.

TEST DI LEWIS O COMPLEMENTAZIONE

Lessico:

a) Complementazione: interazione tra prodotti di geni diversi per ottenere il fenotipo selvatico.

b) Allelismo funzionale: due mutazioni presenti nello stesso gene e che sono riconosciute grazie al test
della complementazione. Non daranno mai fenotipo selvatico perché due mutazioni nello stesso
gene non complementano.

c) Allelismo strutturale: due mutazioni presenti nello stesso gene che sono riconosciute attraverso la
ricombinazione.

d) Doppio eterozigote in cis o in trans: € un eterozigote per due mutazioni. Se le due mutazioni si
trovano sullo stesso cromosoma, la configurazione é cis cio@ m1+ m2+/ m1 m2 ; se le due
mutazioni si trovano una su un cromosoma e I’altra sull’altro cromosoma la configurazione e trans
cio@ m1 m2+/mil+ m?2

Il test di complementazione consente di stabilire se due mutazioni che danno fenotipo simile sono
localizzate sullo stesso gene o su un gene diverso. Per fare cio & necessario costruire doppi eterozigoti in
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trans. Questi eterozigoti doppi in trans negli eucarioti sono prodotti incrociando omozigoti per le due
mutazioni in analisi cioe:

(P) AAbb x aaBB sono omozigoti per le due mutazioniaeb
(F1) AaBb e le mutazioni (a e b ) sono disposte intrans Ab /a B

Nei virus, come il fago T4, i doppi eterozigoti in trans si hanno con coinfezione di un ceppo di E.coli ad
esempio di T4 mutanti per due mutazioni diverse rllA e rlIB sono due mutanti di rll+ che infettano insieme
E.coli.

Una volta costruiti gli eterozigoti in trans si analizza il fenotipo:

= Seil fenotipo dell’eterozigote in trans & mutante, vuol dire che le due mutazioni che volevo
analizzare sono mutazioni dello stesso gene: le mutazioni m1 e m2 sono nello stesso gene

—[m1 +] - [ ]:genel
--- [+ m2] ---

= Se il fenotipo dell’eterozigote in trans & selvatico, vuol dire che le due mutazioni sono di geni diversi
e i prodotti complementano per dare fenotipo selvatico:

----- [mi - e L
----- ] - [m2 ]
[ ]:genel
[ ]:gene2

In questi casi si puo produrre il polipeptide selvatico sia di m1 e sia di m2 e si ottiene il fenotipo
selvatico.

Idealmente il test di complementazione in trans deve essere accoppiato al test di complementazione in cis
di controllo: I'eterozigote doppio mutante in cis sara sempre selvatico sia se le mutazioni si trovano sullo
stesso gene, sia se si trovano in geni diversi. Qualora il controllo fosse mutante, non si pud proseguire con il
test in trans.

Il test in trans si pud usare per I'allelismo funzionale: facciamo un esempio.

# amB17 e amH23 sono due mutazioni del gene 23 del fagot T4 che codificano per la proteina
fondamentale della testa;

# amE18 e una mutazione del gene 18 che codifica per la proteina fondamentale del corpo

=>» Ho un doppio eterozigote in trans per amB17 e amE18 e osservo il fenotipo: le due mutazioni sono
in geni diversi, quindi vuol dire che il gene che ha la mutazione amB17 avra come selvatico il gene
amE18 e quindi produrra il polipeptide per la coda mentre il gene che ha la mutazione amE18 avra
selvatico il gene amB17 e produrra il polipeptide per la testa. In conclusione si avra un fago
selvatico.

=>» Ho un doppio eterozigote in trans per amE18 e amE18: le mutazioni si trovano sullo stesso sito
quindi non sara prodotto il polipeptide della coda ma solo della testa perché il gene 23 non ha le
mutazioni amB17 e ambH23.
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Quindi I'allelismo strutturale far riferimento a due mutazioni nello stesso gene ed e definito con la
ricombinazioni perché due mutazioni che non ricombinano o sono nello stesso sito o sono sovrapposte;
I'allelismo funzionale fa riferimento a due mutazioni nello stesso gene ed & definito con il test di
complementazione in quanto due mutazioni nello stesso gene non complementano.

THE LAST BUT NOT THE LEAST : IL TEST IN TRANS SI USA SOLO CON LE MUTAZIONI RECESSIVE

COMPLEMENTAZIONE INTRAGENICA

In genere i test di complementazione non sono ambigui quando si analizzano mutazioni che determinano:

1) Un prodotto non funzionale
2) Un prodotto parzialmente funzionale
3) La mancanza di un prodotto

Possono essere invece ambigui i test di complementazione intragenica che riguardano sostituzioni
amminoacidiche. La complementazione intragenica si verifica quando la proteina € un multimero, cioe
formata da piu polipeptidi, contenente almeno due copie di un prodotto genico.

Ho un gene X che codifica un’enzima che & costituito da due subunita, cioé I'enzima & un dimero
(omodimero).

=> Se il gene & selvatico, in entrambe le coppie del diploide x+x+ I'omodimero ¢ selvatico cioe il primo
x+ forma un polipeptide selvatico, il secondo x+ forma un polipeptide selvatico e in conclusione ho
un omodimero selvatico funzionale:

—-[x+]-- - polipeptide selvatico O

---[x+]--- > polipeptide selvatico

=>» Se il gene & mutato cioé c’é una mutazione in omozigoti, una copia dara un polipeptide mutato e
Ialtra un polipeptide mutato

—--[x]--- = polipeptide mutato >C
---[x]--- - polipeptide mutato
=>» Un eterozigote in trans per due mutazioni diverse nello stesso gene
X1 polip mutato
4 X2+ polip selvatico
—[x1 x2+]-- x1+ polip selvatico
[x1+ x2]--—— x2 polip mutato
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b)
c)

Poli x1 mutato + poli x1 mutato = omodimero non funzionale

Poli x2 mutato + poli x2 mutato = omodimero non funzionale

Poli x1 mutato + poli x2 mutato = selvatico o parzialmente selvatico perché la complementazione
strutturale si diletta anche in complementazione funzionale e ci dara se non un enzima selvatico al
100%, un polipeptide intermedio che mima una situazione di normalita.

Fenotipo

Attva | Selvatico

Inattiva | Mutante

Inattva |  Mugante

Mutante 2
Inattiva
Eterongote
n trans
C— Attva | Sedvatico
C 0
ntermedio
Inattiva

-
SRR

Figura 14.14 © In alcuni casi avwiene complementazione intrage-
nica quando la forma attiva di un enzima o di una proteina struttu-
rale ¢ un multimero che contiene almeno due copie di ogni pro-
dotto genico. In questo caso, la forma funzionale dell’enzima ¢ un
dimero costituito da due polipeptidi codificati da un unico gene.
Gli aminoacidi alterati dalle mutazioni sono raffigurati da cerchi
rossi nelle catene polipeptidiche; essi impediscono la formazione
della normale struttura tridimensionale della proteina.
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CODICE GENETICO

Quando si comprese che i geni erano depositari dell’'informazione genetica e che tale informazione veniva
esplicata, nella maggior parte dei casi, con la formazione di polipeptidi era necessario comprendere con
quali modalita il linguaggio contenuto nelle 4 basi azotate del DNA diventasse il linguaggio dei 20
amminoacidi presenti in natura. Era necessario quindi una chiave di lettura che collegasse le informazioni
contenute nel DNa e le informazione delle proteine.

Si stipulo quindi I'esistenza del codice genetico le cui caratteristiche pil importanti sono:

1) Il codice genetico é costituito da triplette di nucleotidi e ogni tripletta corrisponde ad un
amminoacido. Pertanto, il codone & una tripletta di nucleotidi

2) Il codice genetico non & sovrapposto: ogni nucleotide fa parte del proprio codone

3) Il codice genetico non ha punteggiature: tra un’unita informazionale ed un’altra non vi sono virgole
o punti ma vi € una lettura consecutiva di tutti i codoni

4) 1l codice genetico € degenerato: pil codoni possono codificare lo stesso amminoacido

5) Il codice genetico & ordinato: i diversi codoni che codificano per uno stesso amminoacido e i codoni
che codificano per amminoacidi con le stesse proprieta chimico-fisiche sono correlati tra loro

6) Il codice genetico presenta codoni di inizio e di fine

7) Il codice genetico & quasi universale cioé i codoni hanno quasi lo stesso significato in tutti gli
organismi.

NATURA DEL CODICE GENETICO: Gli esperimenti di Crick e Brenner
Crick e Brenner fecero una serie di esperimenti che evidenziarono:

a) Il codice genetico non ha punteggiatura
b) Il codice genetico & costituito da triplette di nucleotidi

L'organismo modello usato € il FAGOT4 che & un fago virulento con ciclo litico. Il fenotipo in esame ¢ stato il
fenotipo “specificita d’ospite”: trovarono un mutante del fagoT4 chiamato rll che era incapace di crescere

su E.coli ceppo A cioé su un terreno restrittivo rispetto al selvatico che era in grado di crescere sia su E.coli

ceppo B e sia su E.coli ceppo A.

Gli esperimenti di Crick e Brenner

Pre-esperimento: Crick e Brenner fecero un pre-esperimento. Dei ceppi selvatici di T4 vennero sottoposti a
mutagenesi con proflavina. All’epoca non si conosceva il meccanismo d’azione della proflavina cioé con
quale meccanismo la proflavina induce mutazione. Conoscevano perd bene il meccanismo di azione degli
analoghi di base come il 5-bromouracile che agiva per sostituzione. Quindi :

a) Un ceppo selvatico di T4 su sottoposto ad un primo ciclo di mutagenesi con un analogo di
base e si ottenne un T4 mutato. Questo T4 mutato fu sottoposto ad un secondo ciclo di
mutagenesi con I'analogo di base e si ottenne il fenotipo selvatico. C’era stata quindi una
retromutazione cioé una mutazione che cade nello stesso posto della prima mutazione in
grado di revertere il mutante a fenotipo selvatico. Con analogo di base si ha allora:

T4+ rll > T4+

b) Un ceppo selvatico di T4 & sottoposto ad un primo ciclo di mutagenesi con proflavina e si
ottiene un mutante. Il secondo ciclo di mutagenesi e effettuato con un analogo di base:
non si ottiene il fenotipo selvatico ma rimane mutante.

T4+ > rll > rll
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Questo pre-esperimento porto Crick e Brenner ad ipotizzare che la proflavina non fosse un analogo di base
e che mediasse mutazioni utilizzando inserzioni o delezioni (oggigiorno diremo che porta a mutazioni
puntiformi e che & un agente intercalante).

| ESPERIMENTO: dimostrazione che il codice genetico non ha punteggiatura

Un ceppo di T4 selvatico & sottoposto a mutagenesi con proflavina: si ottiene un mutageno per specificita
d’ospite chiamato FCO. FCO viene sottoposto ad un secondo ciclo di mutagenesi con proflavina e si recupera
una percentuale di T4 selvatici FENOTIPICAMENTE. Il tasso ti T4 selvatici recuperati & maggiore rispetto al
tasso di mutazione spontanea nel locus in esame.

Per scoprire se questo REVERTANTE, in quanto da mutageno é diventato di nuovo selvatico, &
GENOTIPICAMENTE selvatico si incrocia il revertante con il selvatico:

rll+ = selvatico

“rll+”= revertante o pseudo-selvatico

(P) ril+  x “ril+”
(F1) ril+ rll

Da questo incrocio otteniamo sia progenie selvatica e sia progenie mutata quindi il revertante
genotipicamente non é selvatico. Se il revertante fosse stato genotipicamente selvatico, incrociandolo con il
selvatico tutta la progenie sarebbe stata selvatica e il tasso di mutanti sarebbe stato equipollente al tasso di
mutazione spontanea nel locus in esame.

Il revertante (P) € un doppio mutante con due mutazioni presenti nello stesso gene: una mutazione 1 che
da fenotipo FCO e una seconda mutazione che invece sopprime la prima mutazione.

| mutanti di F1 derivano da crossing-over che avviene tra il selvatico e tra il revertante in seguito a
duplicazione:

Revertante duplicato

Selvatico duplicato

m1l mutante ml

m2----- mutante m2

Il mutante M1 viene incrociato con FCO:
————— m1---------------= X ----FC0-------------- = NESSUN SELVATICO

Da questo incrocio nessuno nella progenie e selvatico: cio dimostra che FCO e la mutazione originaria e le
due mutazioni sono nello stesso sito.

Il mutante M2 viene incrociato con FCO:

------------------- M2--- X ~=--FCO-------=---- > SIA SELVATICI E SIA MUTANTI
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Questo incrocio dimostra che il fago rll & un nuovo mutante rispetto a FCO che Crick e Brenner chiamarono
FC1.

Il ceppo “rlI*” del primo incrocio & un doppio mutante capace di crescere su E.Coli A per le mutazioni FCO-

FC1 sono soppressori intragenici reciproci.

La soppressione intragenica puo avvenire solo se c’é una lettura continua delle informazioni contenute
nella sequenza di nucleotidi cioé solo se il codice genetico non presenti punteggiature a monte e a valle di
ogni unita informazionale.

Il ESPERIMENTO: il codice genetico @ formato da triplette di nucleotidi

FC1 subendo un ciclo con proflavina dava un mutante che subendo un secondo ciclo di proflavina aveva di
nuovo FENOTIPO selvatico.

Questo pseudoselvatico del secondo ciclo con proflavina veniva incrociato con:

- Il ceppo selvatico
- I mutanti che ne derivavano venivano incrociati con FC1

Cioe venivano fatti gli stessi incroci precedenti.

In questo modo costruirono molti soppressori intragenici reciproci cioé molti mutanti di rll che
singolarmente erano mutanti rispetto al fenotipo selvatico ma che in coppia erano soppressori intragenici
per FCn-1 e Fcn+2

Questi doppi mutanti furono usati per classificare le mutazioni in due categorie:

- Mutazioni +
- Mutazioni —

Seguendo il principio per il quale il ceppo pseudo selvatico si ha quando ci sono due mutazioni opposte cioe
una mutazione € + e una mutazione & — ( in termini moderni diremo che poiché il processo € mediato dalla
proflavina, una mutazione & un’inserzione e un’altra & una delezione).

La scoperta che il codice genetico fosse a triplette o per lo meno in base tre si ottenne quando costruirono i
tripli mutanti: con un triplo mutante il fenotipo selvatico si otteneva solo quando vi erano tre mutazioni
dello stesso ordine cioé o tre mutazioni +++ ( 3 inserzioni ad esempio) o tre mutazioni --- (3 delezioni ad
esempio).

Se vi erano due inserzioni e una delezione o due delezioni e un’inserzione si aveva fenotipo mutante.
Questo e spiegabile solo con un codice genetico la cui unita fondamentale & formata da 3 nucleotidi.
Ipotizziamo che la seguente sequenza subisca una delezione

ATC AAC AA(T) GCG CCG * - filamento selvatico senza delezione (in parentesi c’é la base che subisce
delezione nel filamento mutato)

ATC AAC AA GCG CCG ~> filamento mutato
Se volessimo seguire un codice di lettura a triplette di nucleotidi:

1) In entrambi i filamentii primi due amminoacidi sarebbero identici perché si leggono i codoni ATC
AAC
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2) A partire dal terzo codone, gli amminoacidi saranno diversi perché nel filamento selvatico avro
come codoni AAT — GCG — CCG ; nel filamento mutato invece AAG — CGC — CG —. Questo e un
frameshift.

Un discorso equipollente si puo fare con un inserzione

Con un doppio mutante succedera che vi sara un frameshift solo nella regione compresa tra le due
mutazioni che copre poche triplette di nucleotidi. Quindi vi sara una mutazione irrisoria che non influenzera
il fenotipo in quanto la cornice di lettura resta sempre selvatica. Spieghiamoci meglio con un disegno:

ATG AAC AAT GCG CCG GAG GAA GCG * = FILAMENTO SELVATICO
ATC AAC AAT [G]GCG CCG GAG GA (A) GCG = FILAMENTO MUTATO [ ] = INSERZIONE; ( ) = DELEZIONE
Seguiamo la lettura:

1) In entrambii filamentii primi tre codoni sono ATG AAC AAT quindi avranno lo stesso aa;

2) Nel filamento selvatico seguono GCG CCG GAG GAA, nel filamento mutato invece GGC — GCC -GGA
GGA -

3) In entrambi i filamenti alla fine c’é GCG quindi il frameshift & stato abolito e la cornice di lettura
continuera ad essere selvatica.

E’ chiaro quindi che una tripla delezione o una tripla inserzione non provocano frameshift e quindi il codice
genetico & costituto da triplette.

DECIFRAZIONE DEL CODICE GENETICO

Se ogni nucleotide corrispondesse ad un aa, con 4 nucleotidi copriremmo solo 4 dei 20 aa presenti in
natura. Se il codice genetico fosse un nucleotide= un aa dovremmo aspettarci un codice genetico ambiguo
dove una volta un nucleotide specifica per un aa e un'altra volta per un altro aa.

Un discorso equipollente al suddetto si puo fare pensando che I'unita informazionale corrisponda a un
dinucleotide cioé ogni due nucleotidi= un aa. Avremmo 16 su 20 combinazioni possibili.

Il codice genetico € invece a triplette : abbiamo quindi 64 combinazioni possibili per i 20 amminoacidi
presenti in natura, un numero che pud sembra eccessivo ma che e stato dimostrato essere il numero
giusto.

=>» Per decifrare il codice gentico, Matthei e Niremberg per primi effettuarono il processo di
traduzione o sintesi proteica in vitro utilizzando come mRna poli(U), poli(A), poli(C).
Marcarono la fenilalanina con carbonio 14 e notarono che emetteva radioattivita solo quando si
utilizzava il poli (U). Quindi la fenilalanina era associata ad un codone UUU. Per dimostrare cio
marcarono i restanti aa con carbonio 14 e utilizzarono come precursore poli(U): la radioattivita non
veniva mai emessa. Associarono in questo modo poli(A) alla lisina e poli(C) alla prolina cioé AAA=
LISINA e CCC= PROLINA. Il secondo esperimento fu quello di utilizzare copolimeri casuali che
avessero la stessa percentuale di adenina e di citosina e di analizzare la frequenza degli aa.

=>» Uno degli esperimenti principe della decifrazione del codice genetico fu quello di Ghobin e Khorana
che costruirono copolimeri con trinucleotidi in replica cioe UUG UUG UUG UUG UUG ad esempio.
In questo copolimero, la lettura pud cominciare in 3 punti

1) Lettura 1 UUG UUG UUG UUG e si otteneva un poli leucina

2) Lettura 2 UGU UGU UGU UGU e si otteneva un poli cisteina

3) Lettura 3 GUU GUU GUU GUU e si ottenva un poli valina

=>» L'ultimo esperimento della decifrazione del codice genetico fu quello di valutare I'attivita del tRNA
sintetasi e I'efficienza del legame di Trna SINTETASI con Mrna: notarono che quando vi & un poli(U)
come mRna si attivava solo il tRna sintetasi della fenilalanina.
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AUG: CODONE DI INIZIO; UAA UAG UGA: CODONI DI STOP
Nel codice genetico sono presenti codoni di inizio e codoni di stop.
Il codone di inizio sia negli eucarioti e sia nei procarioti € AUG che viene riconosciuto da

- tRNAf™" nei procarioti e AUG & codone di inizio quando & seguito da una specifica sequenza
- tRNAI™" negli eucarioti e 'AUG codone di inizio & il primo AUG letto dai ribosomi

| codoni di stop sono UAA UAG UGA e sono riconosciuti dai fattori di rilascio:

- nei procarioti i fattori di rilascio sono RF1 che riconosce UAA UAG e RF2 che riconosce UAA UGA
- negli eucarioti vi & un solo fattore di rilascio che riconosce i tre codoni di stop.

DEGENERAZIONE DEL CODICE

Il codice genetico e degenerato: un amminoacido x puo essere specificato da piu di un codone. Spesso i
codoni che specificano per lo stesso aa o per aa da proprieta chimiche simili sono correlati: differiscono per
una sola base, la terza.

La degenerazione puo0 essere parziale quando la terza base puo essere sostituita solo da purine o solo da
pirimidine: di conseguenza si ha un nuovo aa: puo essere invece completa quando la terza base viene
sostituita da tutte e quattro le basi e si ha sempre lo stesso aa.

UNIVERSALITA’ DEL CODICE

| codoni hanno lo stesso significato in tutti gli organismi. Le rare eccezioni le possiamo trovare nei
mitocondri dove:

- UGA codifica per il triptofano e non € un codone di stop
- AUA codifica per la metionina e non per l'isoleucina
- AGA AAG sono triplette di stop piuttosto che codificare per I'arginina.
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BENZER E LA STRUTTURA FINE DEL GENE

Riprendiamo alcuni concetti:

=>» Prima di Benzer si pensava che il gene fosse un’unita indivisibile e che la ricombinazione avvenisse
solo fra geni diversi. Attraverso gli esperimenti di Oliver in primis e di Yanofsky si & dimostrato che
cido non e vero e la ricombinazione intragenica e possibile e |'unita piu piccola di ricombinazione
sono due coppie nucleotidiche.

=> Il test di complementazione si avvale dell’utilizzo di doppi eterozigoti in trans cioé sono eterozigoti
per due geni che presentano mutazione ( m1 m2+/m1+ m2) e le due mutazioni sono disposte in
trans. Questi eterozigoti doppi in trans negli eucarioti sono prodotti incrociando omozigoti per le
due mutazioni in analisi cioé:
(P) AAbb x aaBB sono omozigoti per le due mutazioniaeb
(F1) AaBb e le mutazioni (a e b ) sono disposte intrans Ab /a B
Nei virus, come il fago T4, i doppi eterozigoti in trans si hanno con coinfezione di un ceppo di E.coli
ad esempio di T4 mutanti per due mutazioni diverse
rllA e rlIB sono due mutanti di rll+ che infettano insieme E.coli

=>» Il fago T4 ha un ciclo litico cioé uccide la cellula ospite.

Benzer si chiese due cose:

a) La mutazione coinvolge il gene in toto oppure puo avvenire mutazione negli elementi che
compongono il gene?

b) Laricombinazione avviene solo tra geni diversi oppure puo avvenire tra le componenti dello stesso
gene?

Per rispondere a tale domanda, utilizzo come organismo modello il fago T4 perché é facile da allevare e fa
una progenie numerosa in modo tale da evidenziare gli eventi di ricombinazione rari come la
ricombinazione intragenica.

Del fago T4 studio il locus rll che determina la capacita del fago di infettare una cellula ospite e come la
infetta cioe influenza due fenotipi:

- Specificita d’ospite

- Morfologia della placca di lisi

| fagi selvatici possono infettare sia il ceppo B di E.coli sia il ceppo restrittivo K12 di E.coli e la placca di lisi
che formano ha margini frastagliati. | mutanti invece possono solo infettare il ceppo B di E.coli e formano
una placca con margini lineari.

Benzer dimostro che il locus rll era sotto il controllo di due geni che sono rllA e rlIB e che i mutanti singoli in
questi due geni non sono in grado di infettare il ceppo K12.

Produsse circa 20.000 mutanti del locus rll e per rispondere alle sue domande uso:

1) TEST DI COMPLEMENTAZIONE con il quale dimostro che rll era formato da due geni
2) CON LE COINFEZIONI DI MUTANTI DOPPI IN RIIA O RIIB dimostro la ricombinazione intragenica
3) UTILIZZO’ LA MAPPATURA PER DELEZIONE per determinare le mutazioni puntiformi sul locus rll
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TEST DI COMPLEMENTAZIONE

Isola due mutanti che mi danno lo stesso fenotipo: i mutanti non sono in grado di infettare K12.

Fa una coinfezione di questi mutanti su un terreno contenente K12: sta producendo eterozigoti in trans per
due mutazioni.

Una volta avuta coinfezione osserva se si formano le placche di lisi 0 meno che in termini di test di
compplemetazione significa se ho il fenotipo selvatico o se ho il fenotipo mutante.

Dal test di coinfezione con due mutanti che danno lo stesso fenotipo ottengo placche di lisi cioe ottengo il
fenotipo selvatico che € in grado di infettare il ceppo K12 di E.coli. Questo significa che le due mutazioni
isolate si trovano su due geni diversi che tra loro complementano e che di conseguenza il locus rll &
composto da due geni che chiameremo rlIA e rlIB.

(a) Complementation of mutations in different genes (b) No complementation of mutations in the same genes
Mutation Mutation Mutation Mutation
ril locus x ril locus x
' . ' ' v v | '
Viral A B A B Viral A B A B
products: defective functional functional defective products: defective functional l defective functional
o .
E. coliK12 (A) lawn —‘$’-‘- — Wild-type E. coli K12 (X) lawn No plaques
—— T4 plaques
During simultaneous infection, complementation occurs During simultaneous infection, no complementation
because functional forms of both A and B proteins are present. occurs because no functional A proteins are present.
Mutation Mutation
riflocus | Gene A [Gene BN x | Gene A [Gene BN
' . y |
Viral A B A B

products: functional defective l functional defective

E. coli K12 (A) lawn No plaques

During simultaneous infection, no complementation
occurs because no functional B proteins are present.
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ANALISI DI RICOMBINAZIONE

Gene A Gene A
i | [ [ |
rll mutation V rll mutation

Coinfection
A
4 A

Common, Rare,
no complementation intragenic crossover

|
Gene A

A A
O T 1T
! |
A A
Defective Defective /\
l | Gene A Gene A

ril mutant ril mutant | |

progeny progeny Double mutant  Wild type

phage phage l
rll mutant rll wild-type
progeny progeny
phage phage

A questo punto sara assodato che mutazioni nello
stesso gene anche se in siti diversi non
complementano tra loro.

Come si spiega allora che la coinfezione tra due
mutanti rllA produca, anche se raramente, dei fagi
T4 wt cioe selvetici?

Le due mutazioni in siti diversi dello stesso gene
possono ricombinare tra loro dando sia fagi selvatici
e sia fagi doppi mutanti.

Questo dimostra che la ricombinazione intragenica
e possibile e che la piu piccola unita di
ricombinazione e rappresentata dalla coppia di
nucleotidi.

A questo punto Benzer calcolo la frequenza di ricombinazione intragenica e la distanza di mappa tra due

mutazioni nello stesso gene.

La frequenza di ricombinazione intragenica e data dalla formula:

F(RI)= 2 x n di selvatici ricombinanti / progenie totale

Mentre la distanza di mappa cioé % di ricombinanti & data da

DM = (2x placche su K12 / placche su B ) x 100

I numero di progenie fagica viene determinata diluendo il lisato e poi piastrando su un ceppo di E. Coli B.

Se in un campione diluito 10° volte ci sono 250 placche di lisi, nel campione originario erano presenti

250x10° fagi per unita di volume.
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MAPPATURA PER DELEZIONE

Le mutazioni prodotte da Benzer ricadevano principalmente in due classi:

=>» Mutazioni per delezione cioé mutanti non revertibili
=>» Mutazioni puntiformi cioé mutanti revertibili

Con questo tipo di mutazioni poteva usare la mappatura per delezione per stabilire la posizione di ciascuna
mutazione puntiforme.

Coinfetta un ceppo di E.coli con mutanti per delezioni e mutanti puntiformi:

a) se le due mutazioni sono sovrapposte cioe si trovano nello stesso sito dello stesso gene, non
producono ricombinanti wt

- e
Segmento deleto
I ‘ ' I
:DIV Mutante
I per delezione ri7A

Mutante
lllllll%l‘lllllllllllll puntiforme rl7A
Mutazione puntiforme

NON si forma
@ ilWT

Quando la mutazione puntiforme

e compresa nella regione

della delezione, non si producono
cromosomi ricombinanti selvatici (r*).

b) se le due mutazioni non sono sovrapposte, possono ricombinare e fare il fenotipo wt.

Due delezioni NON sovrapposte
possono invece ricombinare

Del 1 Del 3
Iy Ao oy
Del 2 Del 4

« Immy Armmm AT

v

Si puo avere progenie

Non si ha progenie selvatica selvatica (r").
perché le delezioni
si sovrappongono. TITTTTTTTTTTTTTT
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Quindi quando incrocio un mutante per delezione e un mutante puntiforme se non ho il wt vuol dire che le
due mutazioni sono sovrapposte e cid implica che:

1) Laregione della delezione contiene la mutazione puntiforme
2) conoscendo la mutazione puntiforme e la regione deleta posso associare ad ogni regione del
cromosoma la sua mutazione puntiforme

Esempio banale ma esplicativo

I mio mutante per delezione ha una delezione nella regione 1 che e formata ATTC. Questo mutante viene
incrociato con un mutante che presenta una mutazione puntiforme come una inserzione nella regione 1
quindi sara ATTCG.

Li incrocio, le mutazioni sono sovrapposte, non c’e possibilita di ricombinazione.

lo sono quindi che la mia mutazione puntiforme che € un inserzione si trova nella regione 1 del cromosoma
perché e compresa dalla delezione che si trova nella regione 1 del cromosoma in esame.
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Genetica di popolazioni

j -
———

La genetica di popolazioni studia le variazioni genetiche cioe le differenze genetiche all’interno di una
popolazione.

A'. 3

E’ un estensione del mendelismo che fa riferimento non piu ai genomi di singoli individui bensi fa
riferimento al pool genico della popolazione.

Le popolazioni possono essere:

=> polimorfiche se per un dato locus sono presenti piu alleli
=>» monomorfiche se per un dato locus vi & una sola forma e quindi il locus e fissato e la popolazione &
omozigote per tale locus

La genetica di popolazioni analizza le frequenze alleliche cioé quanti alleli di un tipo e quanti alleli di un
altro tipo sono presenti all’interno della popolazione.

Le frequenze alleliche possono essere calcolate a partire dalle frequenze genotipiche in due modi:

=>» regola della conta: si contano gli alleli nella popolazione e la frequenza & data dalla somma degli
alleli in omozigosi x2 + il numero di alleli in eterozigosi / totalex2
ad esempio:
MM= 50
MN= 40
NN=10
Il gruppo sanguigno MM é genotipicamente LAM LM, MN LAM LAN e NN & LN L~N.
Quindi calcoliamo con la regola della conta allele LAM e I'allele LAN
F(LAM) = ((50x2)+40)/100x2
F(LAN) = ((10x2)+40)100x2
Questa regola si puo applicare sia per le popolazioni in equilibrio H-W sia per le popolazioni che non
lo sono.
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N.b. poiché il locus & biallelico e la somma delle frequenze deve essere SEMPRE uguale ad 1 io
posso calcolare ad esempio la frequenza di LAN facendo il complemento ad 1 cioé sottraendo ad 1
la frequenza di L"M

LAM+LAN=1
LAN=1-LAM
Se il locus € monogenico, la popolazione sara omozigote per quel locus e quindi la frequenza di
quell’allele sara uguale ad 1:
popolazione : aa aa aa aa aa aa
popolazione monogenica, allele presente a, g(a)=1
=>» laregola della radice quadrata invece si applica solo con le popolazioni in equilibrio H-W (vedi
dopo)

Equilibrio H-W

“In assenza di forze evolutive attive, le frequenze alleliche e le frequenze genotipiche non cambiano in una
popolazione di generazione in generazione e la popolazione ¢ in equilibrio H-W”

1) L'equilibrio H-W fa riferimento ad un locus e alle sue frequenze

2) Se confronto la generazione 1 con la generazione 2 di questa popolazione non ci sono variazioni
nelle frequenze

3) Affinché sirealizzi, € necessario che la popolazione sia grande, che gli incroci per il locus in esame
siano casuali e che non vi siano forze evolutive attive come selezione, migrazione, deriva ec.

Come conseguenza a tale principio, si puo avere una relazione matematica tra le frequenze alleliche e
genotipiche e di conseguenza solo per le popolazioni in H-W si possono calcolare le frequenze genotipiche
dalle frequenze alleliche.

La relazione matematica nasce dal presupposto che:

- Indico con p la frequenza dell’allele A nel locus in esame e indico con q la frequenza del locus a;

- Per ottenere AA genotipicamente ho la necessita di A che venga dato dal padre e di A che venga
dato dalla madre che e quindi pxp = p*2

- Per ottenere aa genotipicamente faccio un discorso equipollente ad AA e quindi g2

- Per ottenere Aa devo considerare due eventi : A dato dalla madre e a dato dal padre, A dato dal
padre e a dato dalla madre quindi 2pq

Quindi la relazione alla basa € la risoluzione di un quadrato di un binomio (p+q)”2.

= UNA POPOLAZIONE CHE NON E’ IN EQUILIBRIO H-W SARA’ IN EQUILIBRIO H-W PER UN LOCUS
DOPO SOLO UNA GENERAZIONE DI INCROCI CASUALI QUANDO SI TRATTA DI UN CARATTERE
AUTOSOMICO; QUANDO SI TRATTA DI UN CARATTERE X-LINKED, TALE POPOLAZIONE
RAGGIUNGERA’ L’EQUILIBRIO CON PIU’ GENERAZIONI IN QUANTO LA FREQUENZA DEGLI ALLELI
MASCHI SARA’ OGNI GENERAZIONE PARI ALLA FREQUENZA DEGLI ALLELI FEMMINILI DELLA
GENERAZIONE PRECEDENTE E LA FREQUENZA DEGLI ALLELI FEMMINILI SARA’ LA MEDIA DELLA
FREQUENZA DEGLI ALLELI MASCHILI E GLI ALLELI FEMMINILI DELLA GENERAZIONE PRECEDENTE

=> UNA POPOLAZIONE IN H-W RIMANE IN EQUILIBRIO H-W PER IL LOCUS IN ESAME DI
GENERAZIONE IN GENERAZIONE (amen).
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APPLICAZIONI DI H-W

1)

4

2)

4)

CALCOLO DELLE FREQUENZE GENOTIPICHE A PARTIRE DALLA FREQUENZE FENOTIICHE
p=0,53 g=0,46
Applico la relazione matematica per i genotipi = (p+q)*2
AA=(0,53/r2) = 0,28
Aa= (0,53x0,46x2) = 0,48
Aa= (0,46x0,46)= 0,21

Le frequenze teoriche corrispondo a quelle attese? Per avere quelle attese moltiplico le frequenze
teoriche x tot della popolazione ( 6129)

AA(ATTESO)= 0,28 X 6129=1784

Aa(ATTESO)= 0,48X6129=1300

2a(ATTESO)= 0,21X6129=3044
Uso il test del chi-quadro per confrontare e uso come gradi di liberta 1 in quanto gli alleli
considerati sono 2 quindi (2-1)=1
CALCOLO DELLE FREQUENZE ALLELICHE DALLE FREQUENZE GENOTIPICHE: REGOLA DELLA RADICE
QUADRATA
Tra le frequenze alleliche e quelle genotipiche vi & una relazione matematica che se usata
all'inverso mi permette di calcolare le frequenze alleliche dalle frequenze genotipiche.
La radice quadrata e infatti I'inverso dell’elevamento a potenza quindi se io ho che la frequenza di
aa e faccio la radice quadrata di questa frequenza ho la frequenza allelica
Q"2=0,0025
Q= 0,0025 = 0,05
LOCI MULTIPLI
Quando abbiamo allelia multipla di un locus come nel sistema ABO la relazione tra le frequenze
alleliche e le frequenze genotipiche € un’estensione del polinomio di base

All'equilibrio avremo
(Ptq+ry
IMIA - IBB 90 A8 1810 IBI0
PP+ Q> + 7 + 2pq + 2pr + 2qr
GENI X-LINKED

Con i geni X-linked le frequenze genotipiche nelle femmine si calcolano a partire dalla frequenze
alleliche nei maschi.

Per geni legati al cromosoma X

Genotipo Frequenza

XAY
Xay

Femmine XAXA
XAXa
Xaxa
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FENOMENI CHE MODIFICANO L’'EQUILIBRIO H-W
1) ACCOPPIAMENTO NON CASUALE

L’accoppiamento non casuale si puo verificare quando vi € accoppiamento fra consanguinei e
accoppiamento assortativo (tra individui simili o diversi).

L'effetto dell’accoppiamento assortativo e tra consanguinei e lo stesso: si riducono gli eterozigoti a favore
degli omozigoti. Si puo analizzare I'effetto di riduzione degli eterozigoti analizzando il coefficiente di
inincrocio che e F ed & compreso tra 0 ed 1.

F= HO-H/HO
HO= INDIVIDUI ETEROZIGOTI OSSERVATI
H= INDIVIDUI ETEROZIGOTI ATTESI SECOND H-W CIOE’ 2pq

Il coefficiente di inincrocio paragona la riduzione di eterozigoti in una popolazione con accoppiamento tra
consanguinei rispetto ad una popolazione in cui tale accoppiamento non c’e.

Le frequenze genotipiche saranno:
AA= PA2+PQF
Aa= 2pg-2pgf
aa=qg”"2 + pgF
SeF=1
AA=P
Aa=0e aa=q
2) MIGRAZIONE

La migrazione consiste nello spostamento di una popolazione da un territorio all’altro. Tale spostamento
porta a variazione delle frequenze alleliche e genotipiche. Considero 2 popolazioni
a. con p(A)=0,5 e q(a)=0,5

b. con p(A)=0,8 e g(a) 0,2

Analizzo le frequenze genotipiche con il principio H-W
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SELEZIONE NATURALE

La selezione naturale ¢ la forza che guida I’evoluzione e il fenotipo su cui agisce é la fitness.
La fitness & I'idoneita biologica cioe la capacita di sopravvivere e di riprodursi.

Non si puo mai parlare di fitness assoluta in quanto questa dipende dall’ambiente cioe in un ambiente x
saranno avvantaggiati certi individui rispetto ad altri. Se un individuo avvantaggiato ha una fitness 1 in un
ambiente, I'individuo svantaggiato in quell’ambiente avra una fitness che si discosta da 1 indicata come 1-s
dove s e il coefficiente di selezione (= intensita della selezione).

La fitness & indicata con w e se una popolazione

- Muore o non si riproduce ha w=0 (o w<1)
- Se ogni individuo in media fa un solo figlio w=1
- Sefa piu figli in media w>1

La fitness influenza anche le frequenze alleliche e le frequenze genotipiche in quanto influenza la capacita
di un individuo con un x genotipo di potersi riprodurre e quindi trasmettere i suoi geni alla generazione
successiva.

Analizziamo ad esempio il locus A che presenta due forme alleliche A e a. Di questo locus sappiamo che A
porta al colore scuro dell’insetto mentre a al colore chiaro. Il colore scuro € avvantaggiato nella foresta
rispetto al colore chiaro. Quindi io ora analizzo una popolazione di insetti nella foresta e analizzo la
selezione naturale contro il locus aa in quanto aa che implica colore chiaro & svantaggiato nella foresta.

A =0,5 e a=0,5 come frequenze alleliche ed s=0,1
Se c’e unincrocio casuale, i genotipi possibili sono:

AA Aa aa
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Di questi genotipi conosco la fitness

AA =1 ( perché sono nella foresta ed & avvantaggiato)
Aa =1 ( stesso motivo)

aa=1-s

le frequenze genotipiche sono

AA 0,25

Aa=0,50

aa=0,25

Nella generazione successiva a questa condizione le frequenze genotipiche sono date dal prodotto tra le
frequenze genotipiche e la fitness.

Questi sono anche detti contributi relativi. Se divido ogni
contributo relativo per la somma dei tre contributi ottengo il contributo effettivo di ogni genotipo nella
generazione successiva alla prima condizione (cioé quanto genotipo AA Aa e aa ci sara nella generazione
successiva alla prima):

AA=0,256; Aa=0,513; aa=0,231

Da questi contributi ci calcoliamo le frequenze alleliche sommando gli alleli in aa + gli alleli a in Aa (perché
la popolazione risente della forza evolutiva della selezione naturale e non & piu in equilibrio H-W):

g’=(0,231)+(0,513:2) = 0,48
questa e la frequenza allelica di g dopo una generazione sotto effetto della selezione contro aa.

0,48 e di poco inferiore a 0,50 che sarebbe la frequenza di q all’inizio della generazione cioé prima che la
generazione si riproducesse e risentisse della selezione: la riduzione implica che la selezione cerca di
eliminare le forme aa e di generazione in generazione la frequenza di a e quindi di aa sara sempre inferiore
cosa che non succede nelle popolazione in equilibrio H-W.
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=>» Equilibrio dinamico
Una popolazione & in equilibrio dinamico quando le forze evolutive agenti sono uguali ed opposte,
vale a dire che agiscono diverse forze che essendo opposte portano al raggiungimento di un
equilibrio dinamico in cui le frequenze alleliche sono pressoché costanti.

F1 Equilibrio F2
dinamico I:>

Popolazione

=>» Equilibrio H-W

Una popolazione & in equilibrio H-W quando non vi sono forze evolutive agenti.

Equilibrio
H-W

Popolazione

L’equilibrio dinamico si puo raggiungere in due modi:

a) Selezione a vantaggio degli eterozigosi
In una popolazione il locus 9 presenta due forme alleliche A e a. Gli alleli A e a sono deleteri in
omozigosi mentre non hanno problemi in eterozigosi. Su questa popolazione agiscono due forze:
- Una selezione a favore degli eterozigosi che porta alla sovradominaza
- Una selezione contro gli alleli in omozigosi

Pertanto possiamo schematizzare il tutto come
Genotipo AA Aa aa
Fitness 1-t 1 1-2

Da questi dati possiamo estrapolare un’equazione che ci permette di capire quando la popolazione
e in equilibrio dinamico:

la popolazione & in equilibrio dinamico quando gli alleli A e a avranno le seguenti frequenze negli
eterozigoti

p(A)=t/s+t

p(a)=s/ s+t

b) Bilanciamento mutazione-selezione
Questo tipo di bilanciamento si ottiene quando in una popolazione agiscono due forse:
- La mutazione che introduce I'allele mutante a ad esempio con un proprio tasso
- Laselezione che elimina gli alleli mutanti introdotti dalla mutazione

Anche se il tasso di mutazione & spesso basso, se si considera una mutazione in a, questa
mutazione si protrae maggiormente nella popolazione in quanto I’allele a € mascherato negli
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eterozigoti. In questa situazione, possiamo schematizzare il rapporto genotipi-fitness in questo

modo:

GENOTIPO AA Aa aa
Fitness 1 1 1-s
F(gen.) p2 2pq qh2

Quindi la mutazione induce mutazioni con un tasso pari ad u mentre la selezione elimina a con un
tasso pari a sq”2 : all’equilibrio u=sq”2 quindi g= v u/s.

=> SELEZIONE DIREZIONALE

La selezione direzionale favorisce i caratteri che si trovano all’estremo della loro distribuzione. Un
esempio di selezione direzionale si ha quando in natura la popolazione & costretta ad adattarsi ad
una situazione.

=> DERIVA GENICA

La deriva genica € una forza evolutiva all’interno della popolazione che porta al cambiamento
casuale delle frequenze alleliche: un allele puo essere piu rappresentato o meno rappresentato.
Generalmente le popolazioni piu piccole sono pil soggette a deriva genica rispetto alle popolazioni
piu grandi: se cambiano le frequenze alleliche cambiano anche le frequenze degli eterozigosi. Si
puo analizzare la deriva genica proprio analizzando gli eterozigoti in una piccola popolazione
attraverso la seguente equazione:

’
H (1-1/2N)H
Cio ci dice che la deriva genica implica una diminuzione di eterozigosi nella generazione successiva
H’ rispetto alla prima generazione H ( cioé eterozigosi di prima generazione) pari a 1-1/2N dove N &
il totale della popolazione.
Dopo t generazioni, vi sara sempre riduzione di eterozigosi in una popolazione soggetta a deriva
genica:

H’.(1- 1/2N)'H

La deriva genica si pud avere in due modi:

1. EFFETTO DEL FONDATORE: una piccola parte della popolazione si stacca ed emigra in un nuovo
territorio. Cio porta alla formazione di una nuova popolazione con incroci tra gli individui
emigrati. Di conseguenza il pool genico (dato da incroci di un gruppo esiguo di emigranti) della
nuova popolazione sara ridotto rispetto alla popolazione di partenza;

2. EFFETTO COLLO DI BOTTIGLIA: una catastrofe naturale ad esempio porta alla morte di una
buona parte della popolazione. La popolazione che non c’é piu, non & in grado di riprodursi. Si
riprodurranno i sopravvissuti con il proprio pool genico che é ridotto rispetto al pool genico
iniziale. Cio implica che la popolazione nuova avra un pool genico ridotto rispetto alla
popolazione di partenza.

In entrambi i casi I'effetto finale & lo stesso: la nuova popolazione ha un pool genico ridotto
rispetto alla popolazione iniziale.
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X Esercizio 1

R
Viene fatto un incrocio tra un Hfr che ¢ met+ thi+ pur+ e un F- che ¢ met-th

sull'accoppiamento interrotto hanno dimostrato che met+ entra nel ricevente per ult.lmo per cui i
ricombinanti per met+ in un insieme di F- sono selezionati su terreno che soddisfa solo le
richieste di pur e thi. Questi ricombinanti vengono quindi analizzati per la presenza degli alleli
thi+ e pur+. Per ciascun genotipo sono stati trovati i seguenti risultati: '

met+ thi+ pur+ 280
met+ thi+ pur- 0
met+ thi- pur+ 6
met+ thi- pur- 52

Qual é l'ordine dei geni? Quali sono le distanze di mappa in unita di ricombinazione?

Esercizio 2

In un sistema di trasduzione generalizzata che usa il fago P1, il donatore € pur+ nad+ pdx-
mentre il ricevente € pur- nad- pdx+. L'allele del donatore pur+ viene selezionato dopo la
trasduzione, e 50 trasdotti pur+ sono esaminati per gli altri alleli presenti, con i seguenti

rigultati:
riguitasl:

nad+ pdx+ 2
nad+ pdx- 10
nad- pdx+ 24
nad- pdx- 13

Qual é la frequenza di cotrasduzione per pur e nad? Qual ¢ la frequenza di cotrasduzione per pur
e pdx? Quale dei loci non selezionati & piu vicino a pur? Nad e pdx sono dalla stessa parte di pur?
Sniegdare nerché

PpaiToGiT pTLILILT.

Esercizio 3
Il ceppo batterico n.l ha costituzione

m-n-o+ eilceppoe m+ n+ o-.

Vengono usati fagi trasducenti per effettuare trasduzione generalizzata dal ceppo 1 all e
viceversa. Si ottengono i seguenti risultati dopo piastratura dei batteri riceventi: trasduzione da 1
a R:2/10 alla -5cellule di tipo selvatico; trasduzione da 8 a 1: 2/10 alla -7cellule di tipo selvatico.
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Genetica di Popolazioni (Esercizi Prof)

’:;A = (U65x2) +350 0,56 (p)

w@mwum
.p" Ab= (056)°=g34
2 (05 =

gl= aa (qgaz 0, 48 ey <

I1 calcolo numerico del chi-quadro ¢ errato; ma I’impostazione dei valori ¢ corretta ©
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oD

__tng@mﬂ_g@@p@e all' equi libruo ; ' = {s

)7— = 0 0004
(

_LAQ.)_J%_Z&(_Q@MQ&)- 0,039

(
flaa)= g = (Q)? = Qasos
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H

_ Sndividui abtes; all' equilibaio .

K0Vg
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