Note diapositive genetica 1
Diapositiva 1
La genetica nasce, come disciplina autonoma che studia i fattori che determinano l’ereditarietà dei caratteri, la loro espressione e la loro variazione, con gli esperimenti di Gregor Mendel (1866).

In precedenza gli studi sull’ereditarietà erano legati all’esperienza concreta di selezione ed incroci di allevatori e coltivatori per ottenere individui con caratteristiche desiderabili.

Durante i secoli diciassettesimo e diciottesimo, dopo la scoperta dei gameti, molti biologi ipotizzarono che la cellula uovo o in alternativa lo spermatozoo contenessero l’intero organismo completamente preformato, ma in una forma miniaturizzata (PREFORMISMO:

 ovismo- animalculismo).

Nel diciannovesimo secolo si pensava che l’eredità fosse una sorta di miscuglio e che le caratteristiche della progenie fossero una diluizione delle caratteristiche dei genitori.

Mendel per primo cerca di identificare singoli fattori ereditari che determinano singoli caratteri per studiarne le modalità di trasmissione da una generazione all’altra.

Diapositiva 2
Il fenotipo è l’insieme di tutti i caratteri biochimici, fisiologici, anatomici , eventualmente comportamentali di un individuo che si possono mettere in evidenza a livello di molecole,di cellule, di tessuti, di organi, di organismi e talvolta di popolazioni.

Il genotipo è l’insieme dei geni di un individuo, cioè dei fattori che ne determinano l’ereditarietà dei caratteri.

Lo sviluppo delle caratteristiche di un organismo dipende dalle interazione del suo genotipo con un particolare ambiente. Lo stesso genotipo può produrre fenotipi diversi a seconda delle condizioni favorevoli o sfavorevoli dell’ambiente in cui avviene lo sviluppo. La risposta che il genotipo da ai condizionamenti ambientali è detto norma di reazione.

Infine l’interazione di un particolare genotipo con un particolare ambiente può dare luogo a più fenotipi possibili, in seguito a perturbazioni casuali dello sviluppo.

Spesso i termini genotipo e fenotipo non sono riferiti all'insieme rispettivamente dei geni e dei caratteri, ma solo ad uno di o a pochi di essi che sono oggetto di indagine.

Diapositiva 3
Per studiare la distribuzione di un singolo carattere nella progenie Mendel utilizzò due linee pure di piante che presentassero 2 modalità alternative dello stesso caratere: p. es. una di piante con semi gialli e una  con semi verdi (P=generazione parentale).Tale incrocio venne effettuato per impollinazione crociata. Nella prima generazione filiale (F1) tutte le piante presentano semi gialli. Mendel procedette quindi alla autoimpollinazione delle piante ibride così ottenute. Nella generazione successiva ( seconda generazione filiale F2) il 75% della progenie mostrava il carattere semi gialli e il 25% il carattere semi verdi, con un rapporto quindi 3:1.

Per giustificare questi risultati Mendel ipotizzò l’esistenza di fattori ereditari (che noi indichiamo oggi con il termine di geni). Possono esistere forme varianti o alternative di uno stesso gene (alleli) e ogni organismo eredita da ciascun genitore una copia per ogni gene; le due copie dello stesso gene che si trovano nello stesso organismo possono essere rappresentate dallo stesso allele (genotipo omozigote) o da 2 alleli diversi (genotipo eterozigote). Le 2 copie dello stesso gene si separano (segregano) durante la formazione dei gameti, che ne contengono così una sola copia. Se le 2 copie di un gene presenti in un organismo sono costituite da 2 alleli diversi (genotipo eterozigote), un allele può essere espresso (allele dominante) mentre l’altro rimane mascherato (allele recessivo). Nel nostro caso il colore giallo dei semi è il fenotipo determinato dall’allele dominante, mentre il colore verde dall’allele recessivo. 

Quando organismi che presentano un genotipo eterozigote (come gli ibridi della generazione F1) producono i gameti, metà dei questi avrà l’allele dominante (nel nostro caso Y), metà quello recessivo (y); dall’incontro casuale dei gameti che contengono Y o y ci si aspetta di ottenere individui YY, Yy e yy in un rapporto numerico 1:2:1; il rapporto 3:1 osservato tra piante con semi gialli e piante con semi verdi è in accordo con questa previsione, dato che sia le piante YY che quelle Yy producono semi gialli; ma per confermare l’ipotesi della segregazione degli alleli occorre verificare se effettivamente gli organismi YY e Yy sono presenti con un rapporto 1:2 (vedi diapositiva successiva).

Diapositiva 4
Mendel sottopose a verifica la sua ipotesi che tra gli organismi della F2 che producono semi gialli il rapporto fra YY e Yy è 1:2 con un reincrocio, cioè incrociando questi individui con organismi che producono semi verdi (yy).

Il risultato del reincrocio fu che in 1/3 dei casi la progenie della generazione F3 fu tutta costituita da piante che producevano semi gialli, come ci si attenderebbe nel caso che la pianta della F3 con semi gialli fosse omozigote YY, che quindi producesse solo gameti Y la cui progenie possibile fosse solo Yy, a semi gialli.

Invece in 2/3 dei casi la progenie della generazione F3 fu costituita da piante che producevano semi gialli e piante con semi verdi in un rapporto 1:1, come ci si attenderebbe nel caso che la pianta della F3 con semi gialli fosse eterozigote Yy, che quindi producesse gameti Y e y in un rapporto 1:1, la cui progenie possibile fosse per metà Yy, a semi gialli e per metà yy, a a semi verdi. Corroborata da questo risultato, l’ipotesi della segregazione degli alleli durante la formazione dei gameti, divenne la prima legge di Mendel

Diapositiva 5
Note: 1) i termini omozigote ed eterozigote possono essere riferiti sia all’individuo doploide (individuo eterozigote per il gene del colore degli occhi) che al gene in condizione diploide (gene per il colore degli occhi in condizione eterozigote).

2) La condizione aploide o diploide si deve riferire alle singole cellule che costituiscono gli organismi:

2a) le spore sono cellule riproduttive che possono dare luogo a nuovi organismi senza fecondazione; 

2b) le cellule somatiche sono cellule che compongono i tessuti e gli organi del corpo (soma), escludendo gli organi riproduttivi (p. es. le gonadi) quindi non danno luogo, direttamente o indirettamente, a gameti; 

2c) i gameti sono cellule riproduttive che possono dare luogo a nuovi organismi solo attraverso la fecondazione.

Diapositiva 6
La regola della dominanza non è universale, certi alleli in caso di eterozigosi producono un nuovo fenotipo  che può sembrare una mescolanza dei caratteri parentali (dominanza incompleta). E’ questo l’esempio della bella di notte (Mirabis jalapa): quando si incrociano una linea pura con corolla bianca e una linea pura con corolla rossa gli ibridi F1 presentano la corolla rosa.Tuttavia non c’è nessun mescolamento dei due caratteri infatti l’incrocio degli ibridi F1  da origine ad una progenie  F2  1 rosso:2 rosa:1 bianco . In questo caso è possibile distinguere gli eterozigoti dalle due varietà di omozigoti ; i rapporti genotipico e fenotipico nella F2 sono gli stessi 1:2:1.

Diapositiva 7
Un allele letale è un allele che in forma dominante o recessiva porta alla morte dell’individuo che lo possiede prima che esso abbia raggiunto l’età della riproduzione. Uno dei primi geni letali è stato scoperto studiando delle anomalie nei rapporti della segregazione mendeliana analizzando la progenie ottenuta da un incrocio di due topi provenienti da ceppi mutanti per  il colore giallo della pelliccia. 

Appena furono scoperti, i topi gialli furono incrociati con individui omozigoti per il colore selvatico (pelliccia grigia) e si aveva sempre una discendenza con pelliccia gialla e con pelliccia grigia ( aguti) nelle proporzioni di 1:1. Questo faceva supporre che i topi con pelliccia gialla fossero etorozigoti  AAY, con l’allele per la pelliccia grigia, A, recessivo rispetto all’allele per la pelliccia gialla, AY; ma dall’incrocio di due eterozigoti con la pelliccia gialla AAY si otteneva un rapporto fenotipico di 2:1 e non 3:1 come atteso, tra la progenie a pelliccia gialla e a pelliccia grigia.

Il risultato si spiega se ammettiamo, come poi è stato effettivamente verificato, che l’allele AY è  dominante sull’allele di tipo selvatico A per quanto riguarda il colore della pelliccia mentre si comporta da recessivo letale per quanto riguarda la sopravvivenza. Nella progenie non si osservano mai topi  con il genotipo AY AY perché muoiono prima di nascere. 

Diapositiva 8
Il primo caso di allelia multipla dimostrato nell’uomo fu il sistema dei gruppi sanguigni ABO. Questo sistema consiste di tre alleli di un singolo  gene: IA, IB, i, che formano quattro gruppi fenotipici A, B, AB e O. I diversi tipi di gruppo sanguigno vengono identificati immunologicamente. Sulla superficie dei globuli rossi sono presenti delle glicoproteine: l’antigene A per il grupo A, l’antigene B per il gruppo B, entrambe le sostanze per il gruppo AB, o nessuna per il gruppo O. I quattro gruppi sanguigni sono il risultato delle possibili combinazioni dei tre differenti alleli a due a due (ovviamente in un individuo sono presenti solo due alleli), come si vede in tabella. IA produce l’antigene A, IB produce l’antigene B,mentre i  non produce antigeni e questo spiega le relazioni di dominanza e codominza fra gli alleli.

Gli anticorpi contro determinati antigeni producono l’agglutinazione degli eritrociti. Nell’organismo esistono per tutti i gruppi sanguigni (e per tutte le combinazioni di antigeni) degli anticorpi contro gruppi estranei 

Genotipo             Antigene di superficie           Produzione di anticorpi.
IA  IA   o IA i                       A                                         Anti-B
IB  IB   o IB i                       B                                         Anti-A
IA  IB                               A – B                                      nessuno
 ii                                     nessuno                              Anti-A e Anti-B

Diapositiva 9 – nessuna osservazione

Diapositiva 10

Per verificare se le modalità di segregazione di 2 diversi geni interferissero fra di loro, Mendel incrociò fra loro 2 linee pure che differivano per le modalità di 2 diversi caratteri: piante con semi lisci e verdi furono incrociate con piante con semi rugosi e gialli.

Le piante della generazione F1 avevano tutte semi lisci e gialli; mediante l’autoimpollinazione di queste piante si ottenne la generazione F2, in cui 9/16 delle piante presentavano semi lisci e gialli, 3/16 semi lisci e verdi, 3/16 semi rugosi e gialli e 1/16 semi rugosi e verdi.

Mediante semplici somme è facile constatare che il rapporto complessivo fra piante a semi gialli e a semi verdi è 3:1, così come il rapporto complessivo fra piante a semi lisci e a semi rugosi è 3:1; questo vuole dire che se si esamina un solo carattere, si ottengono gli stessi risultati degli incroci fra linee pure che differiscono per le modalità di un solo carattere. Lo stesso rapporto 3:1 si osserva tra le piante a semi gialli e a semi verdi se si conteggiano solo nell’ambito delle piante a semi lisci o solo delle piante a semi rugosi e tra le piante a semi lisci e a semi rugosi se si conteggiano solo nell’ambito delle piante a semi gialli o solo delle piante a semi verdi; questi rapporti fenotipici sono comprensibili se si ammette la dominanza del colore giallo sul colore verde e la forma liscia sulla forma rugosa del seme. 

Gli stessi risultati si ottengono se le 2 linee pure parentali hanno rispettivamente semi lisci e gialli e semi verdi e rugosi, e non cambiano nemmeno invertendo, fra le linee pure parenteli, quale fornisce il polline e quale l’ovario.

Mendel ne trasse la conclusione che i geni che determinano caratteri diversi segregano fra loro in modo indipendente durante la formazione dei gameti; l’interpretazione è esplicita nella diapositiva: le 2 linee pure parentali, omozigoti per entrambi i caratteri, il cui genotipo è rispettivamente RRyy e rrYY, possono formare ciascuna una sola classe di gameti (Ry e rY rispettivamente); dalla loro unione si originano individui doppi eterozigoti nella F1 (RrYy), i quali produrranno gameti che contengono le combinazioni di alleli RY, Ry, rY e ry in proporzione 1:1:1:1. 

La prima ovvia conseguenza è che gli alleli R ed r, così come gli alleli Y ed y, hanno la stessa frequenza nei gameti totali(50% ciascuno); ma la considerazione più importante è che l’allele Y ha uguale probabilità di trovarsi insieme all’allele R o r, e lo stesso vale per y; così come l’allele R ha uguale probabilità di trovarsi insieme all’allele Y o y, e lo stesso vale per r. Dunque la segregazione della coppia di alleli R ed r del gene che determina la forma del seme è indipendente da quella della coppia di alleli Y ed y del gene che determina il colore del seme

Diapositiva 11

Se si estende l’analisi della segregazione degli alleli a più di 2 geni diversi in condizione eterozigote si può constatare quale enorme grado di variabilità può portare la segregazione indipendente degli alleli: 

•se il gene eterozigote è uno solo si hanno due possibili combinazioni di alleli nei gameti, ciascuna con probabilità 1/2 =2-1

•se i geni eterozigoti sono 2 le combinazioni sono 4 (22 ) con probabilità 1/4 =2-2

•se i geni eterozigoti sono 3 le combinazioni sono 8 (23 ) con probabilità 1/8 =2-3

•più in generale se i geni eterozigoti sono n le combinazioni sono 2n con probabilità 1/ 2n =2-n

Ad esempio se i geni eterozigoti sono 10 le combinazioni sono 1024, se sono 20 le combinazioni sono più di un milione. Basti pensare che il numero dei geni della specie umana è stato stimato fra 20.000 e 30.000….

Diapositiva 12

Nella diapositiva sono elencati alcuni dei risultati numerici effettivamente ottenuti da Mendel nei suoi esperimenti.

Mendel eseguì incroci reciproci cioè fenotipo A(femmina) x fenotipo B (maschio) e viceversa fenotipo B( femmina) x fenotipo A ( maschio) e concluse che il modo con cui si eseguiva l’incrocio non aveva importanza: la F1 presentava un solo fenotipo; ad esempio, come si vede dalla diapositiva, l’incrocio piante a semi lisci x piante a semi rugosi dava alla F1 tutte piante a semi lisci. Nell’esperimento successivo Mendel fece sì che le piante della F1 si autofecondassero e  ottenne 5974 piante a semi lisci e1850 piante a semi rugosi. Egli notò che il rapporto piante a semi lisci: piante a semi rugosi cioè  5474:1850 era molto vicino al rapporto 3:1;  questo si ripeteva anche per gli altri caratteri studiati.

Lo stesso metodo matematico venne applicato anche per studiare la segregazione di due caratteri e calcolò i rapporti ottenuti i rapporti tra i fenotipi ottenuti, come si può ottenere dividendoli per la frequenza più bassa, in questo modo:

 315/32, 108/32, 101/32, 32/32.

I valori ottenuti  si avvicinavano per ciascun fenotipo ai rapporti 9:3:3:1

Diapositiva 13

Queste sono le 2 leggi di Mendel nella forma più generale. Il fatto che “i due membri di una coppia di geni” siano costituiti da alleli diversi, consente di verificare la validità delle due leggi, attraverso il calcolo delle frequenze attese tra i fenotipi della F2 (3:1 per la prima legge, 9:3:3:1 per la seconda legge) e il confronto fra queste e le frequenze effettivamente osservate.

Diapositiva 14

In questo caso le interazioni consistono nella presenza di un gene duplicato (A e A’) le cui 2 repliche determinano lo stesso carattere: la trasformazione del precursore incolore 1 nel pigmento verde 2;  della perché si manifesti il fenotipo “pigmento verde” occorre che l’individuo della F2 possegga almeno un allele dominante per almeno 1 dei 2 geni; infatti per arrivare al pigmento verde occorre che il precursore 1, non colorato, venga trasformato nel pigmento verde 2 per l’azione del gene A ovvero del gene A’; gli alleli dominanti A ovvero A’ sono in grado di effettuare questa trasformazione; gli alleli recessivi a ovvero a’ “non funzionano”, e non ne sono capaci, ma non interferiscono con l’azione di A ovvero A’.

Diapositiva 15

Talvolta le interazioni tra diversi geni determinano proporzioni inattese tra i fenotipi della F2; in questo caso perché si manifesti il fenotipo “pigmento verde” occorre che l’individuo possegga almeno un allele dominante per entrambi i geni; infatti per arrivare al pigmento verde occorre che il precursore 1, non colorato, venga trasformato nel precursore 2, non colorato per l’azione del gene A; l’allele dominante A è in grado di effettuare questa trasformazione; l’allele recessivo a “non funziona”, e non ne è capace, ma non interferisce con l’azione di A; quindi occorre che il precursore 2, non colorato, venga trasformato nel pigmento verde 3, per l’azione del gene B; l’allele dominante B è in grado di effettuare questa trasformazione; l’allele recessivo b “non funziona”, e non ne è capace, ma non interferisce con l’azione di B.

Diapositiva 16

In questo caso negli individui omozigoti recessivi per il gene A (aa) si manifesta il fenotipo “incolore” senza che il genotipo per B (BB, Bb oppure bb) abbia alcuna influenza; si dice che il gene A manifesta un’epistasi recessiva sul gene B, cioè ne blocca l’effetto fenotipico; questo avviene perché occorre che l’individuo della F2 possegga almeno un allele dominante A perché si manifesti l’effetto del gene B sul fenotipo; in questo caso, se l’individuo presenta i genotipi BB o Bb, si manifesta il fenotipo “pigmento verde”, se l’individuo presenta il genotipo bb, si manifesta il fenotipo “pigmento rosso”; infatti il precursore 1, non colorato, viene trasformato nel pigmento rosso 2 per l’azione del gene A; l’allele dominante A è in grado di effettuare questa trasformazione; l’allele recessivo a “non funziona”, e non ne è capace, ma non interferisce con l’azione di A; a sua volta il pigmento rosso 2 viene trasformato nel pigmento verde 3, per l’azione del gene B; l’allele dominante B è in grado di effettuare questa trasformazione; l’allele recessivo b “non funziona”, e non ne è capace, ma non interferisce con l’azione di B.

Diapositiva 17

Già Galton, agli inizi del XX secolo, aveva ipotizzato che la funzione primaria del gene fosse il controllo di un’azione metabolica, sulla base delle malattie ereditarie nell’uomo, dovute a chiari errori del metabolismo (fenilchetonuria, alcaptonuria); decisivi furono però i lavori di Beadle e Tatum, intorno alla metà del secolo, che riuscirono a dimostrare che il prodotto primario del gene è un enzima, e che l’azione dell’enzima determina il fenotipo.

Gli esperimenti furono condotti in Neurospora crassa, una muffa, e furono studiati geni i cui alleli mutati non funzionanti determinavano la richiesta della presenza di particolari sostanze nel terreno di coltura per consentire la crescita della muffa, sostanze che normalmente la muffa produce da sé (mutanti nutrizionale: vedere sezioni 2 e 3); Neurospora ha un ciclo biologico aplobionte (vedere sezione 1), per cui le cellule sono tutte apolidi, escluso lo zigote; per questo un allele non funzionante, anche se recessivo, si manifesta sempre, mancando il corrispondente allele dominante nello stesso organismo.

In quegli anni erano disponibili alcune conquiste fondamentali della biochimica: si era accertato che, per produrre una sostanza biologicamente utile a partire da un precursore, sono necessari numerosi passaggi consecutivi (riga in alto della diapositiva): il prodotto intermedio, risultato da un passaggio metabolico, è la premessa per il passaggio successivo; ogni passaggio è diretto da un enzima, che trasforma il prodotto del passaggio precedente nel punto di partenza per il passaggio successivo; la metafora della catena di montaggio è appropriata.

Se un gene che interviene nella catena è rappresentato da un allele non funzionante, la catena si interrompe nel punto che precede il passaggio governato dall’enzima codificato dall’allele non funzionante: nell’esempio della diapositiva, se il gene b è rappresentato da un allele non funzionante, non verrà prodotto l’enzima funzionante B, che regola la trasformazione del prodotto intermedio 2 nel prodotto intermedio 3; in queste condizioni è presente il prodotto 2, ma non si forma il prodotto 3; di conseguenza l’organismo in cui è presente un allele non funzionante del gene b, non sono in grado di produrre autonomamente il prodotto finale 5; per consentirne la crescita è necessario fornire il prodotto 5 direttamente nel terreno di coltura.

Se si hanno diversi mutanti nutrizionali che complementano, che quindi sono ascrivibili a geni diversi (vedere sezione 2), è possibile assegnare a ciascuno di loro lo specifico passaggio metabolico governato dagli enzimi da loro codificati: nell’esempio della diapositiva se si fornisce alla muffa mutante per b uno qualsiasi dei prodotti successivi al blocco (quindi i prodotti intermedi 3 e 4, oltre al prodotto finale 5), la muffa è in grado di crescere, perché a valle del blocco metabolico tutti i passaggi metabolici funzionano; se invece si fornisce uno qualsiasi dei prodotti a monte del blocco metabolico (il precursore 1 o il prodotto intermedio 2), la muffa non cresce perché non è in grado di effettuare il passaggio metabolico da 2 a 3. Questa risposta alla somministrazione dei diversi prodotti identifica senza ambiguità il blocco metabolico a livello dell’enzima B codificato dal gene b.

Lo schema in basso a sinistra indica come si procede all’identificazione del passaggio metabolico bloccato, mentre quella in basso a destra descrive il primo esperimento che ha consentito di definire i mutanti della catena metabolica per la sintesi dell’arginina, un che è un aminoacido (vedere diapositiva successiva); in questo caso la catena è molto corta, con  due prodotti intermedi (nell’ordine, l’ornitina e la citrullina) e un prodotto fonale (l’arginina) e tre geni (arg1, arg2 e arg3) che codificano per gli enzimi che portano alla formazione di queste 3 sostanze.

L’enorme importanza di queste scoperte consiste nella più chiara identificazione dell’azione dei geni, per cui il prodotto di un gene non è più un generico carattere, ma un enzima, e nell’unificazione teorica della genetica con la biochimica.

Diapositiva 18

Agli inizi del XX secolo si tenta di identificare quali strutture interne alle singole cellule fossero portatrici dei geni; destarono l’attenzione dei ricercatori i cromosomi, organelli a forma di bastoncello che assumono una colorazione intensa con i coloranti istologici e che si rendono visibili nelle cellule animali e vegetali nel momento in cui esse si dividono; ciò che attrasse in modo particolare l’attenzione fu la costanza del numero e nella forma dei cromosomi di una data specie in tutte le cellule e in tutti gli individui.

Si giunse a formulare la teoria cromosomica dell’eredità (Boveri e Sutton) studiando il comportamento dei cromosomi nelle 2 modalità della divisione cellulare: la mitosi e la meiosi e confrontando la trasmissione ereditaria dei geni e dei cromosomi.

Se si osservano i cromosomi di una cellula somatica di un animale o di una pianta, si osserva che questi sono a 2 a 2 uguali; cioè ogni cromosoma è presente in 2 copie; queste 2 copie costituiscono una coppia di cromosomi omologhi. È evidente la coerenza della condizione dei cromosomi con quella dei geni, anche essi presenti in 2 copie nel soma degli organismi; anche per i cromosomi, come per i geni, uno dei 2 elementi della coppia di omologhi deriva da un genitore, l’altro dall’altro; quando la teoria cromosomica dell’eredità fu verificata, apparve chiaro che i due cromosomi omologhi contenevano gli stessi geni, ma potevano portarne forme all’eliche diverse (per esempio i due cromosomi omologhi verdi della diapositiva portano entrambi il gene A, ma mentre il cromosoma verde scuro porta l’allele a, quello verde chiero porta l’allele A).

Ogni cromosoma di una cellula in divisione si mostra costituito di 2 filamenti longitudinali paralleli: i cromatidi fratelli, che non sono altro che il prodotto della duplicazione del cromosoma stesso, avvenuta prima della divisione cellulare, in modo tale che entrambe le cellule figlie avranno, dopo la divisione, una copia del cromosoma duplicato.

I cromosomi degli eucarioti sono lineari, cioè hanno 2 estremità libere; a ogni estremità è presente una struttura, il telomero, che garantisce la stabilità del cromosoma e ne impedisce il danneggiamento; una regione particolare dei cromosomi è il centromero, che ha un ruolo essenziale nel movimento dei cromosomi in mitosi e meiosi, agganciandosi alle fibre del fuso che trascineranno i cromosomi/cromatidi ai poli della cellula; se il centromero è vicino a una delle 2 regioni telomeriche, il cromosoma si dice telocentrico; se invece è lontano da entrambe, si dice metacentrico. 

Escludendo le mutazioni, il numero e la qualità dei cromosomi è costante per ogni specie di animali, piante e funghi; il numero diploide per l’uomo è di 46 cromosomi (23 coppie), per Drosophila è 8 (4 coppie).

Diapositiva 19

La mitosi è il processo attraverso il quale una cellula assicura  la distribuzione di un identico materiale genetico organizzato in cromosomi alle due cellule figlie. La mitosi è caratteristica degli eucarioti, le sue fasi più importanti sono la metafase e l’anafase. I procarioti (batteri) hanno un genoma più piccolo e si riproducono con il processo più semplice di divisione binaria. 

Ogni organismo eucariote ha nel nucleo delle sue cellule somatiche un numero diploide caratteristico di cromosomi. Al termine della divisione cellulare le due cellule figlie conterranno lo stesso numero di cromosomi della cellula madre.

a)Prima di divedersi una cellula deve duiplicare ciascun cromosoma: ogni cromosoma si si duplica dando luogo a due cromatidi fratelli geneticamente identici attaccati in corrispondenza dei loro centromeri; se la cellula in esame è diploide, come avviene nelle cellule somatiche degli animali e nella maggior parte delle cellule somatiche delle piante la cellula madre che entra in mitosi ha 2n cromosomi duplicati; questa connotazione indica che tale cellula ha 2 copie di ciascuno degli n cromosomi che costituiscono il suo assetto aploide.

b) Durante la metafase i centromeri di tutti i cromosomi si allineano nella piastra equatoriale, a metà strada fra i due poli della divisione cellulare.

c) Nell’anafase i centromeri di ogni cromosoma, già duplicati, si separano, liberando i cromatidi fratelli l’uno dall’altro. I 2 cromatidi fratelli di ogni cromosoma migrano ai poli opposti della cellula, dove, in qualità di cromosomi non replicati, costituiscono i nuovi nuclei cellulari.

d) Si sono formate così due celllule figlie con due nuclei geneticamente identici, costituiti da 2n cromosomi non duplicati.

e) Durante l’interfase, cioè nell’intervallo fra 2 mitosi successive, avviene la duplicazione di tutti i cromosomi presenti nella cellula, che così saranno di nuovo costituiti ciascuno di 2 cromatidi fratelli.

Diapositiva 20

La meiosi è il processo mediante il quale una cellula diploide (2n cromosomi) si divide due volte dando origine a quattro prodotti meiotici aploidi, cioè ognuno contenente una sola copia per ogni  cromosoma ( n cromosomi).

La meiosi avviene nelle cellule destinate a produrre gameti ( spore: vedi di seguito).

a)Anche la meiosi è preceduta da una fase di duplicazione dei cromosomi (2n cromosomi duplicati)

b) Durante la fase iniziale della prima divisone meiotica i cromosomi duplicati si appaiano con i propri omologhi formando i bivalenti (o tetradi, perché formati da quattro cromatidi). Dopo che si è compiuto l’appaiamento, può avvenire uno scambio reciproco di segmenti corrispondenti di cromatidi non-fratelli, ma appartenenti ciascuno a un cromosoma omologo diverso del bivalente (crossing over); è possibile vedere al microscopio nei bivalenti anche le regioni a forma di X chiamate chiasmi dovute all’accavallamento dei cromatidi non fratelli coinvolti nel crossing over; i chiasmi sono le manifestazioni fisiche del crossing over

c) I bivalenti si allineano sulla piastra equatoriale in metafase; 

d) Nella I anafase i centromeri di ciascun cromosoma non si dividono, i cromatidi fratelli non si separano. Invece si allontanano fra loro i centromeri dei 2 cromosomi omologhi; così i due cromosomi omologhi si separano  e vanno verso i poli opposti.

e) I nuclei risultanti da questa divisione sono aploidi (n cromosomi, ancora duplicati). Il numero totale dei cromosomi in ciascuna cellula si è ridotto a metà. La cellula ha subito una divisione riduzionale.

f) Ognuna di queste 2 cellule con n cromosomi duplicati subisce una divisione simile ad una mitosi in cui si separano i cromatidi fratelli; ne derivano 4 cellule, ciascuna con n cromosomi non duplicati, che negli animali daranno luogo ai gameti, nelle piante e nei funghi alle spore.

Le modalità della meiosi, con la riduzione del numero cromosomico dalla condizione diploide (tutti i cromosomi presenti in due copie) alla condizione aploide (tutti i cromosomi presenti in una sola copie) mettono in luce la congruità tra le proprietà dei geni secondo la prima legge di Mendel e il comportamento dei cromosomi in meiosi.

Diapositiva 21

Gli eucarioti sono i viventi dotati di nucleo ben differenziato dal citoplasma, con molti cromosomi in cui il DNA si intreccia strettamente a particolari proteine, gli istoni (vedere modulo 4), con molti organelli e membrane nel citoplasma,  che si suddividono in piante, animali, funghi e protisti (unicellulari); tutti gli eucarioti, salvo eccezioni, hanno cicli biologici connotati dalla riproduzione sessuale: la fase aploide del ciclo biologico si conclude con la fusione dei gameti o fecondazione; il prodotto della fecondazione è una cellula diploide: lo zigote. Dallo zigote comincia la fase diploide del ciclo biologico che si conclude con la meiosi, in cui avviene il dimezzamento del numero dei cromosomi e l’assortimento casuale degli alleli. Dalla meiosi comincia la fase aploide del ciclo biologico.

Se prevale del tutto la fase diploide (ciclo diplobionte), come avviene per gli animali, uomo incluso, lo zigote si divide per mitosi successive in numerose cellule che si differenziano e danno luogo a un organismo diploide; le cellule germinali di questo organismo affrontano la meiosi e producono cellule aploidi, i gameti, che non si dividono ulteriormente per mitosi, ma possono solo prendere parte alla fecondazione (meiosi gametica).

Se prevale del tutto la fase aploide (ciclo aplobionte), come avviene per alcuni funghi, lo zigote non si divide per mitosi ma affronta subito la meiosi e produce cellule aploidi, le spore che si dividono per mitosi successive in numerose cellule che si differenziano e danno luogo a un organismo aploide; le cellule germinali di questo organismo, i gameti, non si dividono ulteriormente per mitosi, ma possono solo prendere parte alla fecondazione.

Se non prevale nessuna delle 2 fasi (ciclo apldiploobionte), come avviene per alcuni funghie per le piante, lo zigote si divide per mitosi successive in numerose cellule che si differenziano e danno luogo a un organismo diploide; le cellule germinali di questo organismo affrontano la meiosi e producono cellule aploidi, le spore, che si dividono per mitosi successive in numerose cellule che si differenziano e danno luogo a un organismo aploide; le cellule germinali di questo organismo, i gameti, non si dividono ulteriormente per mitosi, ma possono solo prendere parte alla fecondazione.

Diapositiva 22

Se si analizzano le modalità di segregazione di due bivalenti in prima divisione meiotica, si osserva che non c’è nessuna preferenza nella segregazione dei cromosomi di un bivalente rispetto a quella dei cromosomi di un altro bivalente: la segregazione dei diversi bivalenti è reciprocamente indipendente; si mette così in luce la congruità tra le proprietà di geni diversi secondo la seconda legge di Mendel e il comportamento dei cromosomi appartenenti a diversi bivalenti in meiosi. 

Nella diapositiva il cromosoma rosso scuro del bivalente rosso migra con uguale probabilità insieme al cromosoma verde chiaro del bivalente verde (a sinistra) – e in questo caso il cromosoma rosso chiaro migra insieme al cromosoma verde scuro – e insieme al cromosoma verde scuro (a destra) - e in questo caso il cromosoma rosso scuro migra insieme al cromosoma verde chiaro.

Diapositiva 23

Mentre è relativamente facile verificare che durante la prima divisione meiotica ogni cromosoma si separa dal proprio omologo, per potere verificare la segregazione indipendente dei diversi bivalenti descritta nella diapositiva precedente occorre che siano fra loro distinguibili i due cromosomi di una coppia di omologhi per almeno due bivalenti diversi.

In questa diapositiva i due cromosomi del bivalente verdi differiscono fra loro per la posizione del centromero: uno è metacentrico e l’altro sub-telocentrico; il cromosoma rosso è presente in una singola copia: è il cromosoma sessuale (vedere le diapositive successive) che nei maschi è presente in una singola copia, nelle femmine in due.

Il cromosoma rosso migra con uguale probabilità insieme al cromosoma verde metacentrico – e in questo caso il cromosoma verde sub-telocentrico migra da solo – e insieme al cromosoma verde sub-telocentrico– e in questo caso il cromosoma verde metacentrico migra da solo.

Diapositiva 24

In alcune specie il sesso è determinato dalla combinazione di una coppia speciale di cromosomi: i cromosomi sessuali (o eterocromosomi: gli altri cromosomi di quella specie si chiamano autosomi); in uno dei due sessi i cromosomi sessuali sono uguali fra loro (sesso omogametico); nell’altro uno dei due cromosomi è uguale a quello presente nel sesso omogametico, l’altro è diverso (sesso eterogametico); nei mammiferi, nelle mosche e in altri organismi il sesso eterogametico è il sesso maschile; il cromosoma presente anche nel sesso omogametico in questi organismi viene chiamato cromosoma X; il cromosoma presente solo nel sesso eterogametico viene chiamato cromosoma Y; negli uccelli, nelle farfalle e in altri organismi il sesso eterogametico è il sesso femminile; il cromosoma presente anche nel sesso omogametico in questi organismi viene chiamato cromosoma Z; il cromosoma presente solo nel sesso eterogametico viene chiamato cromosoma W; talvolta il cromosoma Y o W manca; allora i maschi sono X0 e, rispettivamente, le femmine sono Z0.

La distribuzione dei cromosomi nella meiosi del sesso eterogametico garantisce che la metà della progenie sarà maschile, l’altra metà femminile.

Diapositiva 25

Lo studio dei geni collocati sui cromosomi sessuali ha portato alla validazione definitiva della teoria cromosomica dell’eredità, consentendo di verificare la perfetta coerenza tra le modalità di segregazione dei cromosomi sessuali e dei geni collocati su di essi.

Per questi geni non vale la regola della reciprocità degli incroci, per cui i rapporti genotipici e fenotipici nella progenie rimangono invariati invertendo il genotipo del padre e della madre.

Nel moscerino dell’aceto (Drosophila melanogaster) il carattere “occhi bianchi” è determinato dall’allele recessivo w, mentre il carattere normale “occhi rossi” è determinato dall’allele dominante W; il gene in questione si trova sul cromosoma X e non sul cromosoma Y (il quale possiede pochissimi geni); nella diapositiva i maschi sono contrassegnati dall’addome più scuro.

In un incrocio fra un individuo con occhi bianchi e un individuo con occhi rossi, i rapporti fenotipici nella progenie cambiano a seconda del sesso del genitore con occhi bianchi; se questo è il padre ( a sinistra) , nella F1 tutti gli individui, maschi e femmine, hanno gli occhi rossi; nella F2 il rapporto fra individui con occhi rossi e con occhi bianchi è pari a 3:1; ma tutti gli individui con gli occhi bianchi sono maschi. Se il genitore con gli occhi bianchi è la madre (a destra) nella F1 tutti i maschi (la metà) ha gli occhi bianchi, tutte le femmine (la metà) ha gli occhi rossi; nella F2 metà degli individui ha gli occhi bianchi (1/4 maschi e ¼ femmine), metà ha gli occhi rossi (1/4 maschi e ¼ femmine).

Questo risultato è compatibile con il fatto che nel maschio c’è un solo cromosoma X, per cui tutti i geni che sono su quel cromosoma sono in condizione emizigote, cioè sono presenti in una sola copia; di conseguenza se il gene in singola copia è rappresentato da un allele recessivo, questo manifesta il proprio fenotipo, in assenza del corrispondente allele dominante.

Diapositiva 26

A seguito dell’incrocio fra femmine di drosophila con gli occhi bianchi e maschi con occhi rossi, nella F1, oltre ad avere la progenie ordinaria che ci si attende per l’eredità legata al sesso (femmine con occhi rossi e maschi con occhi bianchi con un rapporto 1:1) si ottiene anche una progenie eccezionale (1/2000) costituita da femmine con occhi bianchi e maschi con occhi rossi, che, a loro volta, mostrano un rapporto fra loro 1:1.

Questa eccezione, azichè indebolire la teoria cromosomica dell’eredità, la rinforzò: infatti la presenza di questi 2 fenotipi eccezionali si può spiegare solo ammettendo che nella madre avvenga con bassa frequenza (circa 1/1000) una non-disgiunzione del cromosoma X durante la meiosi; le uova che derivano da meiosi con questo tipo di non-disgiunzione hanno nessuno o due cromosomi X. Ci si aspetta che la fecondazione di queste uova da parte di spermatozoi normali porti a 4 cariotipi: Y0, XXX, X0, XXY; i primi 2 non compaiono, perché sono letali; X0 è un maschio sterile che ha ricevuto il cromosoma X dal padre, quindi con l’allele w+, quindi ha gli occhi rossi; XXY è una femmina che ha ricevuto i 2 cromosomi X dalla madre, quindi con l’allele w, quindi ha gli occhi bianchi. L’osservazione che effettivamente i maschi eccezionali con occhi rossi hanno un cariotipo X0 e che le femmine eccezionali con occhi bianchi hanno un cariotipi XXY ha verificato ancora una volta che gli alleli del gene W segregano sempre insieme ai cromosomi X, seguendo lo stesso percorso attraverso le generazioni, anche in caso di meiosi irregolari; questo risultato ha confermato la teoria cromosomica dell’eredità, cjoè che i geni sono collocati sui cromosomi.

Si ricorda che in drosophila il sesso non è determinato dalla presenza/assenza del cromosoma Y, come nei mammiferi, ma dal rapporto fra i cromosomi X e gli assetti di autosomi; quando tale rapporto è 1:1, come negli individui XX e XXY, l’individuo è femmina; quando tale rapporto è 1:2, come negli individui XY e X0, l’individuo è maschio.

Diapositiva 27

Mentre gli esseri viventi hanno tutti in comune l’organizzazione in cellule, più semplici per i procarioti, più complesse per gli eucarioti, i virus sono costituiti da un piccolo cromosoma e da una capsula, detta capside, che lo avvolge e lo protegge. Nella particella virale non si svolge nessuna funzione vitale. Solo quando il cromosoma batterico viene iniettato entro una cellula vivente, le istruzioni contenute nel cromosoma virale possono essere eseguite: così entro la cellula ospite vivente si possono costruire numerose repliche del cromosoma virale e si possono montare numerosi capsidi che così possono avvolgere i nuovi cromosomi virali. Per queste attività viene utilizzato tutto il macchinario metabolico necessario per replicare i cromosomi, per costruire i capsidi e per fornire tutta l’energia necessaria per queste operazioni.

Vi sono virus capaci di infettare cellule animali, vegetali e fungine, come vi sono virus capaci di infettare batteri. Questi ultimi sono detti batteriofagi, nome abbreviato in fagi, e il loro studioi ha consentito alcune fondamentali scoperte nel campo della genetica.

I fagi si distinguono in virulenti e temperati: i primi producono, con la loro infezione, un ciclo litico: dopo che il cromosoma virale viene iniettato nel batterio, vengono effettuate numerose repliche del cromosoma virale e vengono sintetizzati numerosi capsidi, fino a esaurire i materiali e l’energia della cellula; i cromosomi virali vengono impacchettati entro i capsidi e la cellula batterica diventa un sacchetto pieno di particelle virali; a questo punto la cellula muore e si decompone, cioè va incontro alla propria lisi. In quel momento sono presenti numerose nuove particelle virali, in grado di infettare ciascuna una nuova cellula batterica.

È possibile effettuare studi genetici anche per i cromosomi dei fagi mediante infezione mista di una stessa cellula batterica con fagi appartenenti a 2 ceppi diversi che differiscano per 2 alleli diversi dello stesso gene o di 2 geni diversi. 

Il fenotipo che si studia è la forma delle placche di lisi. Queste placche si osservano quando si collocano i virus in una popolazione molto densa di batteri, distribuita in modo uniforme nel terreno di coltura in una capsula Petri. Mentre, in assenza di virus, la coltura batterica ha un aspetto lattescente, se si semina un numero molto basso di virus, per ogni virus seminato si formerà una placca più o meno trasparente, dovuta alla lisi di milioni di batteri fra loro vicini, infettati dal virus iniziale e dai suoi discendenti.

Diapositiva 28

È sul fago T4 che, usando le tecniche di infezione mista e mappatura, si sono effettuate scoperte decisive sulla natura e l’organizzazione del gene, da parte di Benzer. Fino agli esperimenti descritti nelle diapositive 24-26, mentre l’organizzazione dei geni lungo i cromosomi era ormai chiarita, molto meno chiare era la struttura del gene: l’opinione corrente era che il gene fosse un’unità inscindibile, capace di esprimere una funzione, di mutare, di ricombinare. Gli esperimenti di Benzer, negli anni ’40 del novecento, mutarono radicalmente questo punto di vista.

Benzer volle verificare se alleli diversi dello stesso gene potessero ricombinare fra loro; la premessa logica di questa ipotesi era che lo stesso gene fosse costituito di una sequenza lineare di siti mutabili e ricombinabili. 

Il primo passo in questa ricerca fu quello di definire bene il confine fra due geni e assegnare con chiarezza gli alleli a geni precisi. Furono esaminati gli alleli della regione rII del cromosoma del fago T4. Gli alleli normali (rII+) determinano placche di lisi piccole su 2 ceppi diversi di Escheirichia coli: il ceppo B e il ceppo K; invece gli alleli anormali mutanti (rII – indicati con la stessa sigla della regione) determinano placche di lisi grandi nel ceppo B, mentre non produce placche di lisi nel ceppo K, poiché i fagi che hanno questo allele non sono in grado di infettare i batteri del ceppo K.

Se si effettua un’infezione mista di Escheirichia coli, ceppo K, con 2 ceppi diversi, ciascuno con un allele anormale rII diverso, indicati nella diapositiva dai segmenti cromosomici della regione rII, di colore rosso o azzuro, si possono dare 2 risultati alternativi: gli alleli anormali non complementano, e l’infezione non ha successo, non si forma la placca di lisi; oppure gli alleli anormali complementano, e l’infezione ha successo, si forma la placca di lisi. Come è indicato nello schema in basso a destra, tutti gli alleli anormali della regione rII possono essere suddivisi in 2 gruppi: gli alleli appartenenti a un gruppo complementano con tutti gli alleli dell’altro gruppo ma non complementano con nessun altro allele del proprio gruppo; per questo i 2 gruppi vengono chiamati gruppi di complementazione; come si è visto con esperimenti di mappatura (vedere diapositiva 25) i due gruppi di complementazione corrispondono a due segmenti adiacenti della regione rII, indicati con rIIA e rIIB. Il termine trans che connota la posizione degli alleli nello schema in basso a destra indica che gli alleli mutati si trovano “uno da una parte e l’altro dall’altra”, cioè si trovano uno sul segmento di cromosoma rosso, l’altro sul segmento di cromosoma azzurro; la posizione “in trans” degli alleli anormali è una conseguenza necessaria della modalità della coinfezione.

L’interpretazione di questo fenomeno fu la seguente: gli alleli che costituiscono un gruppo di complementazione sono alleli dello stesso gene, cioè un gruppo di complementazione corrisponde a un gene: se infatti il gene è un’unità di funzione, occorre che entrambi i geni (rIIA e rIIB) funzionino normalmente perché, a seguito della coinfezione, si formi la placca di lisi; perché questo avvenga occorre che ci sia almeno un allele normale per ciascuno dei 2 geni; nello schema in basso a destra, se i due alleli anormali si trovano in trans ed appartengono allo stesso gruppo di complementazione – rIIA nello schema – allora un gene (rIIA) è rappresentato da 2 alleli anormali, mentre l’altro (rIIB) lo è da 2 alleli normali; in queste condizioni rIIA non funziona e rIIB funziona; quindi non c’è complementazione, l’infezione non ha successo e non si forma la placca di lisi; se i due alleli anormali si trovano in trans ed appartengono ciascuno a un gruppo di complementazione diverso – rIIA ed rIIB nello schema – allora entrambi i geni sono rappresentati da un allele normale ed uno anormale; in queste condizioni rIIA e rIIB funzionano; quindi c’è complementazione, l’infezione ha successo e si forma la placca di lisi.

Come controprova si sono effettuate coinfezioni in cui uno dei 2 ceppi virali aveva alleli normali per rIIA e rIIB, mentre l’altro aveva 2 alleli anormali, o nello stesso gruppo di complementazione - rIIA nello schema in alto a destra – o ciascuno in un gruppo di complementazione diverso – rIIA ed rIIB nello schema in alto a destra. Questa disposizione degli alleli anormali viene denominata in cis, “dalla stessa parte”, poiché si trovano entrambi sullo stesso segmento cromosomico – quello rosso nello schema. In questo caso, come è ovvio, c’è sempre almeno un allele normale per entrambi i geni, quindi c’è sempre complementazione, l’infezione ha sempre successo e si forma sempre la placca di lisi.

Questa differenza di comportamento degli alleli non funzionali dello stesso gene (o gruppo di complementazione) in cis, in cui c’è complementazione e in trans, in cui non c’è complementazione, mentre alleli non funzionali di geni diversi complimentano sempre, ha deciso una nuova denominazione dei geni come gruppi di complementazione: i geni sono stati chiamati cistroni, come sede dell’effetto differenziale cis/trans. Per questo nella diapositiva si è indicata la posizione degli alleli anormali nello stesso cistrone o in cistroni diversi.

