
Ereditarietà legata ai cromosomi sessuali

Nel decennio successivo alla riscoperta delle leggi di Mendel (la prima decade del ‘900), si scoprì che i principi di Mendel sono applicabili a molti organismi e non solo ai piselli da giardino, ma che molti caratteri non rispettavano i rapporti attesi sulla base dei principi mendeliani ed erano difficili da analizzare. In quello stesso periodo, Sutton suggerì che i cromosomi fossero la base fisica dell’ereditarietà, ma questa ipotesi non venne immediatamente accolta con entusiasmo.

Nel 1910, un genetista americano, Thomas Hunt Morgan, assieme ai suoi studenti Alfred Sturtevant, Calvin Bridges e Herman Muller, diede inizio ad una serie di esperimenti che, nell’arco di un decennio, trasformarono la Genetica in una delle discipline più entusiasmanti della biologia.

E’ noto che spesso il progresso scientifico è dovuto ad “accidenti fortunati”. Uno di questi accidenti fu per la Genetica la scelta, operata da Morgan e dalla moglie, del piccolo moscerino della frutta Drosophila melanogaster come organismo modello (facile ed economico da allevare in laboratorio). 

Morgan cominciò ad allevare Drosophila per cercare una spiegazione dell’origine dei MUTANTI (organismi con fenotipo MUTATO rispetto a quello più comune, SELVATICO). Il primo mutante ottenuto fu un moscerino maschio con gli occhi bianchi in una popolazione di moscerini con occhi rossi. 

Immediatamente Morgan programmò esperimenti per determinare la modalità di ereditarietà del fenotipo occhio bianco.
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Inoltre, il maschio della generazione P venne incrociato con una femmina della F1:
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Venne condotto anche un altro tipo di incrocio:
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maschi occhi bianchi 
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QUESTI RISULTATI NON POTEVANO ESSERE SPIEGATI DAL CLASSICO SCHEMA DI EREDITARIETA’ MENDELIANA!

La peculiare relazione del colore dell’occhio con il sesso fece ipotizzare il coinvolgimento dei cromosomi sessuali nelle modalità di trasmissione di questo carattere.

Assumendo che il gene che determina l’occhio bianco sia localizzato sul cromosoma X, i risultati di tutti gli incroci sono in accordo con le aspettative. IL GENE PER IL COLORE DELL’OCCHIO E IL CROMOSOMA X HANNO LO STESSO COMPORTAMENTO DURANTE LA MEIOSI!

E’ evidente che il colore rosso è dominante sul colore bianco, quindi l’allele recessivo si indica w, quello dominante w+.

Utilizziamo la simbologia genetica corretta per descrivere il genotipo dei moscerini coinvolti negli incroci prima descritti.

I incrocio:
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II incrocio:
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III incrocio:

P
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I numeri ottenuti dagli esperimenti di Morgan (contrassegnati da un asterisco *) vennero utilizzati per verificare la validità statistica dell’ipotesi genetica avanzata (test del “chi quadro”). I numeri in grassetto indicano i rapporti di segregazione attesi in base all’ipotesi fatta.

GLI ESPERIMENTI CONDOTTI DA MORGAN CONVINSERO MOLTI BIOLOGI CHE I FATTORI EREDITARI (CIO’ CHE OGGI CHIAMIAMO GENI) FOSSERO PARTE DEI CROMOSOMI.

LA PROVA DEFINITIVA CHE I GENI SONO PARTE DEI CROMOSOMI SI E’ AVUTA GRAZIE AGLI ESPERIMENTI DI BRIDGES PUBBLICATI TRA IL 1914 E IL 1916.

Bridges notò che in alcuni ceppi di Drosophila l’ereditarietà dei geni X-linked era inusuale.

Da un incrocio tra una femmina con occhi bianchi e un maschio con occhi rossi si ottenevano alcune femmine con occhi bianchi e alcuni maschi con occhi rossi! 

Bridges ipotizzò che le femmine parentali dovessero avere un genotipo XXY (in Drosophila la determinazione del sesso non dipende dalla presenza del cromosoma Y, ma dal rapporto X/autosomi). Queste femmine possono produrre quattro tipi di gameti: XY, X, XX e Y, in proporzioni diverse. Nell’esperimento di Bridges i rapporti gametici erano i seguenti 46% XY; 46% X; 4% XX; 4% Y.

Alcune uova (quelle XX e quelle Y) delle femmine XXY sono il prodotto di meiosi nelle quali non avviene la disgiunzione (NON DISGIUNZIONE) tra i due cromosomi X.

Schematizziamo l’incrocio:

P

femmine XwXwY

x

maschi Xw+Y


Gameti

XwY (46%);
Xw (46%)


Xw+ (50%);
Y (50%)



XwXw (4%);
Y (4%)

	
	XwY (46%)
	Xw (46%)
	XwXw (4%)
	Y (4%)

	Xw+ (50%)
	Xw+ XwY 23%

Femmine occhi rossi (avranno non disgiunzioni in meiosi)
	Xw+ Xw 23%

Femmine occhi rossi normali
	Xw+ XwXw 2%

Femmine occhi rossi scarsamente vitali
	Xw+ Y 2%

Maschi occhi rossi. La X è di provenienza paterna, la Y materna. L’inverso della situazione normale!

	Y (50%)
	XwY Y 23%

Maschi occhi bianchi con un Y in più
	Xw Y 23%

Maschi occhi bianchi normali
	XwXw Y 2%

Femmine occhi bianchi (avranno non disgiunzioni in meiosi)
	Y Y 2% non vitali


Le osservazioni citologiche confermarono l’ipotesi genetica di Bridges.

L’insieme degli esperimenti che dimostrano la localizzazione dei geni sui cromosomi prende il nome di TEORIA CROMOSOMICA DELL’EREDITARIETA’.

L’ASSOCIAZIONE GENICA

La teoria cromosomica dell’ereditarietà proposta da Sutton ipotizzava una situazione in cui le leggi di Mendel non potessero essere applicate: cosa succede se due geni sono sullo stesso cromosoma?

Applichiamo il problema a Drosophila melanogaster, ad esempio.  Questa specie contiene nelle cellule diploidi quattro coppie di cromosomi. Assumiamo che i primi quattro geni mutanti scoperti siano localizzati su una differente coppia cromosomica. Se così fosse, i quattro geni dovrebbero assortire in modo indipendente. Cosa succede quando viene scoperto il quinto gene mutante? Necessariamente, deve essere localizzato su una coppia cromosomica che già comprende una coppia allelica e i due geni NON possono comportarsi in modo indipendente durante la meiosi. L’ESISTENZA DELL’ASSOCIAZIONE GENICA E’ INNANZITUTTO UNA DEDUZIONE DELLA TEORIA CROMOSOMICA DELL’EREDITARIETA’.

Nel 1906, Bateson e Punnet ottennero risultati “strani” analizzando il comportamento di due coppie di geni in Pisum: B (colore del fiore blu, dominante) b (colore del fiore rosso, recessivo) e L granulo (pollinico allungato, dominante) l (granulo pollinico tondo, recessivo). Lo schema dell’incrocio era il seguente:
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fenotipo

blu-lungo
x
rosso-tondo



genotipo

BB LL


bb ll


gameti


BL


bl
F1
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blu-lungo



genotipo


Bb Ll


gameti


B L
B l
b L
b l
Se i due geni assortissero in modo indipendente, le quattro classi di gameti della F1 dovrebbero avere tutte la stessa frequenza (25%). Il modo più semplice per conoscere le percentuali delle varie calssi gametiche di un organismo è l’incrocio di quell’organismo con un organismo recessivo per gli stessi geni (reincrocio o test cross o incrocio di prova).
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blu-lungo
x

rosso-tondo

genotipo

Bb Ll



bb ll
gameti

B L
B l
b L
b l

b l
progenie attesa


fenotipo

blu-lungo
blu-tondo
rosso-lungo
rosso-tondo

genotipo

Bb Ll

Bb ll

bb Ll

bb ll
percentuale

25%

25%

25%

25%

Ma i risultati di Bateson e Punnet furono diversi!!!!


percentuale

43,7%

6,3%

6,3%

43,7%



osservata
Questi risultati non sono in accordo con le leggi di Mendel e si possono evidenziare due aspetti:

1) I due fenotipi più frequenti sono quelli dei PARENTALI.

2) Le percentuali dei due tipi parentali (blu-lungo e rosso-tondo) sono uguali, così come lo sono le altre due classi (blu-tondo e rosso-lungo), che presentano un assetto RICOMBINANTE.

Un altro aspetto peculiare del comportamento di questi due geni si osservava quando si conduceva il seguente tipo di incrocio:
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Si nota ancora una maggioranza di tipi PARENTALI rispetto alle combinazioni “nuove” o RICOMBINANTI. Ancora una volta, il comportamento di questi due geni non segue le leggi di Mendel.

Cerchiamo di spiegare i risultati del I tipo di incroci basandoci sull’ipotesi di Sutton (due geni possono trovarsi sullo stesso cromosoma). Lo schema sarebbe il seguente:

fenotipo


blu-lungo

x

rosso-tondo

genotipo


fenotipo


blu-lungo

x

rosso-tondo

genotipo



Le percentuali realmente ottenute possono essere paragonate con quelle attese sulla base dell’ipotesi di Mendel e su quella di Sutton.

	
	blu-lungo
	blu-tondo
	rosso-lungo
	rosso-tondo

	Osservati da Bateson e Punnet
	43,7%
	6,3%
	6,3%
	43,7%

	Attesi sulla base della teoria di Mendel
	25%
	25%
	25%
	25%

	Attesi sulla base dell’ipotesi di Sutton
	50%
	0%
	0%
	50%


Anche se a prima vista l’ipotesi di Sutton si presta meglio di quella di Mendel per spiegare i risultati, in quanto le due classi parentali sono più abbondanti, essa non prevede la formazione delle due classi con le caratteristiche fenotipiche riarrangiate. NE’ L’IPOTESI DI MENDEL, NE’ QUELLA DI SUTTON POSSONO SPIEGARE I RISULTATI DEGLI ESPERIMENTI DI BATESON E PUNNET.

Come spesso è accaduto nella storia della Genetica, utilizzando Drosophila come organismo modello si riuscì a sbrogliare la matassa….

Morgan ed i suoi collaboratori scoprirono numerosi mutanti di Drosophila. Alcuni di essi seguivano, negli incroci, lo schema mendeliano della trasmissione dei caratteri; alti quello di Bateson e Punnet. Morgan era fermamente convinto della correttezza dell’ipotesi di Sutton ed invocò, per spiegare i risultati ottenuti, un fenomeno che accade durante la meiosi, descritto per la prima volta nel 1909 da Janssens: il crossing over.


Facciamo un esempio di incrocio con due geni associati in Drosophila: il corpo grigio (b+) è dominante sul nero (b); le ali lunghe (vg+) sono dominanti sulle ali vestigiali (vg).

P
fenotipo

nero-vestigiale
x

grigio-lungo


genotipo


gameti

F1
fenotipo



grigio-lungo (eterozigote in cis)

genotipo

La F1 produrrà quattro tipi di gameti, due contenenti i cromosomi generatisi dal crossing over e due contenenti i cromosomi non coinvolti nel crossing over. La situazione potrebbe essere schematizzata come segue:


Queste quattro classi gametiche non sono prodotte con la stessa frequenza!!!!

Morgan ipotizzò che la probabilità che tra due geni possa verificarsi un crossing over sia direttamente proporzionale alla distanza tra i due geni.

Continuando l’esperimento, incrociamo una femmina della F1 con un maschio nero-vestigiale. Otterremo una progenie così suddivisa:

grigio-lungo

41,5%

nero-vestigiale
41,5%

grigio-vestigiale
  8,5%

nero-lungo

  8,5%

Invece, partendo da parentali nero-lungo x grigio-vestigiale, la F1 sarà comunque grigia e lunga (eterozigote per entrambi i geni), ma incrociando una femmina della F1 con un maschio nero-vestigiale si otterrà una progenie così suddivisa:

nero-lungo

41,5%
grigio-vestigiale
41,5%

grigio-lungo

  8,5%

nero-vestigiale
  8,5%

In questo caso, il genotipo dei parentali è 
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b vg+/b vg+ 
x 
b+ vg/b+ vg
F1




b vg+/ b+ vg (eterozigote in trans)
x
b vg/b vg
Quindi, le classi della progenie di questo incrocio con l’assetto parentale (le più numerose) avranno genotipo b vg+/b vg (fenotipo nero-lungo) e b+ vg/b vg (fenotipo grigio-vestigiale).

LA MAPPATURA DEI GENI

Morgan e i suoi collaboratori condussero numerosissimi incroci utilizzando geni associati e conclusero che la quantità di crossing over tra due geni specifici era sempre la stessa, in tutti gli incroci condotti. In base ai geni utilizzati, la frequenza del crossing over poteva variare da meno dell’1% al 50%. Morgan ipotizzò che i valori differenti dipendessero dalla posizione relativa dei geni sui cromosomi.

SE LA PERCENTUALE DI CROSSING OVER TRA DUE IPOTETICI GENI, A E B, FOSSE PICCOLA E TRA I GENI C E D FOSSE GRANDE, SI PUO’ DEDURRE CHE A E B SIANO PIU’ VICINI TRA LORO DI QUANTO LO SIANO C E D.

Questo concetto fu sviluppato da Sturtevant, uno studente di Morgan, nel 1913. Egli condusse una serie di incroci utilizzando cinque geni X-linked e, sulla base dei risultati ottenuti, riuscì a costruire una MAPPA GENETICA che mostrava le posizioni relative dei geni sul cromosoma X.

Il principio su cui si basa la mappatura genica è molto semplice e si basa su un’assunzione. E’ necessario stabilire un’UNITA’ DI MISURA per indicare la distanza genetica e l’unità di misura a disposizione è la percentuale di crossing over OSSERVABILE.

SE TRA DUE GENI SI OSSERVA UNA PERCENTUALE DI RICOMBINANTI DELL’1%, ESSI DISTANO 1 UNITA’ DI MAPPA (U.M.) o CENTIMORGAN (cM). 

Ad esempio, in un incrocio Aa Bb x aa bb si ottiene una progenie costituita da

Fenotipo

Numero
A B


250

a b


250

A b


  10

a B


  10

QUAL E’ LA PERCENTUALE DI RICOMBINANTI OSSERVATA?

I ricombinanti sono le classi meno numerose, quindi, in questo caso, sono A b e a B (10 + 10 = 20). La percentuale di ricombinanti è 20/520 x 100 = 3,8%. I geni A e B distano 3,8 cM!

La distanza di mappa tra due geni si calcola SOMMANDO TUTTI I RICOMBINANTI tra quei due geni, DIVIDENDOLI PER IL TOTALE DELLA PROGENIE OSSERVATA e moltiplicando il risultato per 100.

Vi sarete accorti che abbiamo utilizzato il termine percentuale di ricombinanti osservati e non percentuale di ricombinazione. Queste due percentuali non sempre coincidono!

SE TRA DUE GENI SI VERIFICANO DUE EVENTI DI CROSSING OVER, IL RISULTATO E’ UN ASSETTO PARENTALE, PUR ESSENDO AVVENUTO IL CROSSING OVER!!!

Ciò accade tanto più frequentemente quanto più i geni sono distanti. Per distanze fino a 20 cM c’è una buona corrispondenza tra crossing over avvenuti e ricombinanti osservati, mentre per distanze maggiori questa corrispondenza si perde e la misura della distanza di mappa viene sottostimata.

Come si procede in questi casi?

La migliore informazione si ottiene considerando tre geni per volta perché, nel caso siano associati, permettono di identificare i doppi ricombinanti. La distanza tra i geni “esterni” sarà la somma delle due distanze, dato che i geni sono in successione lineare sui cromosomi.

Facciamo un esempio.

P

AA BB DD
x
aa bb dd
Gameti

A B D


a b d
F1


Aa Bb Dd


x


aa bb dd
I fenotipi della progenie di questo (e le loro frequenze) incrocio riflettono i tipi di classi gametiche (e le loro frequenze) prodotte dal triibrido (Aa Bb Dd), in quanto l’apporto fenotipico dei gameti a b d sarà mascherato dagli alleli dominanti A B D.

Fenotipo
Numero

A B D

 400

a b d

 400

A B d

   50

a b D

   50

A b d

   40

a B D

   40

A b D

   10

a B d

   10

Totale
1000

Se i tre geni assortissero in modo indipendente (segregazione mendeliana) le otto classi fenotipiche della progenie dell’incrocio condotto dovrebbero avere la stessa frequenza.

I tre geni sono associati.

Infatti, è possibile individuare due classi più abbondanti delle altre, le classi parentali A B D e a b d (400 e 400). Da questa considerazione deduciamo che i tre geni sono associati in configurazione CIS, cioè le i tre alleli dominanti si trovano su un cromosoma, i tre recessivi sull’altro (del resto, non poteva che essere così, dato il genotipo dei parentali utilizzati AA BB DD x aa bb dd).

Le due classi meno numerose sono quelle che si generano perché è avvenuto un crossing over tra A e B e uno tra B e D (se l’ordine dei geni è A B D), cioè A b D e a B d (10 e 10). In effetti, l’ordine dei geni è proprio A B D, perché solo con questo ordine si riesce ad ottenere una classe di doppi ricombinanti che presenti il marcatore B in configurazione TRANS rispetto agli altri due. I DOPPI RICOMBINANTI SONO RICOMBINANTI SIA TRA A E B, SIA TRA B E D.

Le due classi di singoli ricombinanti tra A e B sono A b d e a B D (40 e 40).

Le due classi di singoli ricombinanti tra B e D sono A B d e a b D (50 e 50).

La distanza di mappa tra due geni si calcola sommando il numero di ricombinanti tra quei due geni, dividendolo per il totale e moltiplicando per 100. Quindi:

A B = (40 + 40 + 10 + 10)/1000 = 0,10 x 100 = 10 cM

B D = (50 + 50 + 10 + 10)/1000 = 0,12 x 100 = 12 cM

A D = 10 cM + 12 cM = 22 cM

Se volessimo calcolare la distanza tra A e D sommando tutti i ricombinanti tra A e D, dividendoli per il totale e moltiplicando per 100 otterremmo

(50 + 50 + 40 + 40)/1000 = 0,18 x 100 = 18 cM, che è una SOTTOSTIMA della reale distanza di mappa tra i due geni!!!

Affrontiamo adesso un altro aspetto del problema. 

Due geni che assortiscono in modo indipendente (seguono, cioè, le leggi di Mendel) determinano la produzione di gameti parentali e ricombinanti in uguale frequenza (50% e 50%). Ciò significa che la percentuale massima di ricombinanti OSSERVABILI è del 50%. 

PERCHE’?

Se due geni sono associati, cioè si trovano sullo stesso cromosoma, ma sono molto distanti (circa 50 cM o più) si COMPORTANO COME SE FOSSERO INDIPENDENTI. In poche parole, tra questi geni avviene ALMENO un evento di crossing over in ogni meiosi. Ciò determina la produzione del 50% di gameti parentali e del 50% di gameti ricombinanti. I due geni, quindi, pur essendo associati, si comportano da geni indipendenti.

Applichiamo questo concetto risolvendo un problema.

I geni A, B e D sono associati in questo ordine. A e B distano 10 cM, B e D distano 80 cM. Quali sono le frequenze delle classi gametiche prodotte da un triibrido in configurazione cis?

Un triibrido in configurazione cis è un triplo eterozigote che presenta i tre alleli dominanti su un cromosoma e i tre recessivi sul cromosoma omologo: A B D/a b d. Le classi gametiche prodotte da un triibrido sono 8:

A B D

a b d


A B d

a b D


A b d

a B D


A b D

a B d

La distanza genetica tra A e B è 10 cM, cioè tra questi due geni si osserva il 10% di ricombinanti TUTTI I RICOMBINANTI TRA A E B DEVONO ESSERE IL 10% (QUINDI I PARENTALI DEVONO ESSERE IL 90%). Quali sono i ricombinanti tra A e B?

Sono le due classi di singoli ricombinanti tra A e B e le due classi di doppi ricombinanti.

La distanza genetica tra B e D è 80 cM, cioè tra questi due geni si osserva il 50% di ricombinati (quindi i parentali devono essere il 50%)!!! Quali sono i ricombinanti tra B eD?

Sono le due classi di singoli ricombinanti tra B e D e le due classi di doppi ricombinanti.

A B




B D

a b




b d

A b




B d

a B




b D

Quindi, considerando che A B ha il 50% di probabilità di segregare con D e il 50% di probabilità di segregare con d, che a b ha il 50% di probabilità di segregare con D e il 50% di probabilità di segregare con d , che A b ha il 50% di probabilità di segregare con D e il 50% di probabilità di segregare con d, che a B ha il 50% di probabilità di segregare con D e il 50% di probabilità di segregare con d:

A B D
= 0,45 x 0,5 = 0,225

22,5%

A B d
= 0,45 x 0,5 = 0,225

22,5%

a b d
= 0,45 x 0,5 = 0,225

22,5%

a b D
= 0,45 x 0,5 = 0,225

22,5%

A b d
= 0,05 x 0,5 = 0,025

  2,5%

A b D =  0,05 x 0,5 = 0,025
  
  2,5%

a B D
= 0,05 x 0,5 = 0,025
  
  2,5%

a B d
= 0,05 x 0,5 = 0,025
  
  2,5%

Osserviamo una distribuzione delle classi gametiche su due livelli di frequenza: quattro classi hanno una frequenza del 22,5%, le altre quattro del 2,5%, proprio come se analizzassimo la segregazione di due geni associati ed uno indipendente INVECE I TRE GENI SONO ASSOCIATI.

Ancora una piccola precisazione:

RICORDATE SEMPRE CHE NEL MASCHIO DI DROSOPHILA NON AVVIENE IL CROSSING OVER.
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Sinapsi dei cromosomi omologhi





Duplicazione dei cromosomi e formazione delle tetradi





Due cromatidi non fratelli si incrociano





I cromatidi si rompono nel punto di contatto e si uniscono con una parte degli altri cromatidi





b+


vg+





b


vg





b


vg





b+


vg+





b+


vg+





b


vg





b


vg





b+


vg+





b+











vg








b











vg+





b+











vg+





b











vg





b+











vg











b+











vg+





b











vg+








b











vg





Coinvolti nel crossing over





Non coinvolti nel crossing over





Parentali





Singoli ricombinanti BD





Singoli ricombinanti AB





Doppi ricombinanti





90%





10%





50%





50%





45%


45%





5%


5%





25%


25%





25%


25%








