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Negli ultimi anni la scienza della genetica ¢ andata incontro a enormi cambiament. Il
DNA dei genomi, anche di quelli pit grandi, adesso puo essere analizzato in gran det-
taglio; le funzioni dei singoli geni possono essere studiate con una serie impressionante
di nuove tecniche; gli organismi possono essere modificati geneticamente introducendo
nei loro genomi geni estranei o alterati. Anche i modi di insegnare e imparare la gene-
tica sono cambiati. I dispositivi elettronici per trasmettere e accedere alle informazioni
sono ormai diffusi; nuovi e coinvolgenti materiali di supporto sono in via di sviluppo
e in molte universita le aule sono state riorganizzate in modo da includere strategie di
“apprendimento attivo”. La nuova edizione di Principi di Genetica & stata preparata
tenendo conto di questi progressi scientifici e didattici.

Obiettivi

Principi di Genetica bilancia le nuove conoscenze con i principi fondamentali. Come
nelle precedenti edizioni, gli obiettivi principali che ci si ¢ riproposti sono:

* Focalizzare i principi fondamentali della genetica presentando gli importanti
concetti di genetica classica, molecolare e di popolazioni con attenzione e in modo
approfondito. La comprensione degli attuali progressi in genetica e "apprezzamento
del loro significato pratico dovrebbero basarsi su un forte fondamento. Inoltre, la
trattazione dell’ampiezza e della profondita di ciascuna delle differenti aree della ge-
netica — classica, molecolare e di popolazioni — dovrebbe essere bilanciata e la sempre
crescente massa di informazioni in genetica dovrebbe essere organizzata attraverso
una rete di concetti chiave robusta ma flessibile.

* Focalizzare il processo scientifico mostrando come i concetti scientifici si sviluppi-
no dalle osservazioni e dalla sperimentazione. Questo libro fornisce numerosi esempi
che illustrano come i principi genetici siano emersi dal lavoro di differenti scienziati.
Viene enfatizzato il concetto che la genetica ¢ un processo dinamico di osservazioni,
sperimentazioni e scoperte.

¢ Focalizzare la genetica umana includendo esempi umani e mostrando 'importanza
della genetica nella societd. L’esperienza ci ha insegnato che i nostri studenti sono
interessati maggiormente alla genetica umana e che, a causa di questo interesse, com-
prendono piu facilmente concetti complessi illustrati con esempi umani. Di conse-
guenza, sono stati utilizzati esempi umani per illustrare i principi genetici ogni volta
che ¢ stato possibile. Sono state anche incluse discussioni su Progetto Genoma Uma-
no, mappatura dei geni umani, malattie genetiche umane, terapia genica e consulenza
genetica. Argomenti come lo screening genetico, il DNA profiling, I'ingegneria ge-
netica, la clonazione, la ricerca sulle cellule staminali e la terapia genica hanno aperto
accesi dibattiti sugli aspetti sociali, legali ed etici legati alla genetica. E importante
riuscire a coinvolgere gli studenti in discussioni su tali argomenti e si spera che questo
libro di testo possa fornire loro degli stimoli per farlo.

* Focalizzare lo sviluppo di capacita critiche enfatizzando I’analisi dei dati speri-
mentali e dei problemi. La genetica & sempre stata un po’ diversa dalle altre discipline
biologiche, a causa della grande importanza data alla soluzione dei problemi. In que-
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sto testo € stata sottolineata la natura analitica della genetica in mold modi — nello
sviluppo dei principi in genetica classica, nella discussione degli esperimenti in gene-
tica molecolare e nella presentazione dei calcoli in genetica di popolazioni. In tutto
il libro ¢ stata messa in risalto I'integrazione delle evidenze sperimentali con I’analisi
logica nello sviluppo dei concetti chiave. Alla fine di ogni capitolo ci sono due gruppi
di problemi risolti — la sezione Esercizi di base, che comprende semplici problemi che
illustrano I’analisi genetica di base, e la sezione Verifica delle conoscenze, che compren-
de problemi piu complessi che integrano concetti e tecniche differenti. Ogni capitolo
riporta anche una serie di Domande e problemi, che aiuta gli studenti a comprendere i
concetti del capitolo e a sviluppare capacita analitiche. Inoltre, ciascun capitolo com-
prende anche un Approfondimento sulla soluzione dei problemi, un inserto che propone
un problema, elenca fatti e concetti pertinenti e quindi analizza il problema e ne pre-
senta una soluzione. In questa edizione ¢ stato aggiunto il nuovo inserto “Risolvi!”,
per fornire agli studenti la possibilita di valutare la propria comprensione dei concetti
incontrati nel testo.

Contenuti e organizzazione
della quinta edizione

L’organizzazione di questa edizione di Principi di Genetica ¢ simile a quella delle edizioni
precedenti. Tuttavia, alcuni argomenti sono stati approfonditi e molti passaggi sono stati
riscritti per evidenziare il modo in cui la scienza della genetica sia cambiata nel corso
degli ultimi anni. Durante la selezione del materiale da includere in questa edizione di
Principi di Genetica, si & cercato di essere esaurienti ma non enciclopedici.

Il testo comprende 24 capitoli — uno in meno rispetto alla precedente edizione. I
Capitoli 1-2 introducono la scienza della genetica, le caratteristiche di base della ri-
produzione cellulare e alcuni degli organismi modello per la genetica; i Capitoli 3-8
presentano i concetti di genetica classica e le procedure di base per I’analisi genetica
dei microrganismi; i Capitoli 9-13 presentano gli argomenti della genetica moleco-
lare, tra cui la replicazione del DNA, la trascrizione, la traduzione e la mutazione; i
Capitoli 14-17 trattano argomenti piu avanzati di genetica molecolare e genomica; i
Capitoli 18-21 trattano la regolazione dell’espressione genica e le basi genetiche dello
sviluppo, dell’immunita e del cancro; i Capitoli 22-24 presentano i concetti della gene-
tica quantitativa, di popolazioni ed evolutiva.

Come nelle precedenti edizioni, si ¢ cercato di produrre un testo che possa essere
adattato a differenti tipologie di corso. Molti insegnanti preferiscono presentare gli argo-
menti secondo modalita simili alle nostre, iniziando con la genetica classica, affrontando
poi la genetica molecolare e infine la genetica quantitativa, di popolazioni ed evolutiva.
In ogni caso, questo testo ¢ costruito in modo tale da permettere ai docenti di presen-
tare 1 vari argomenti in differenti sequenze. Ad esempio, si puo iniziare con la genetica
molecolare di base (Capitoli 9-13), poi presentare la genetica classica (Capitoli 3-8) e
successivamente procedere verso argomenti pitt avanzati di genetica molecolare (Capi-
toli 14-21), terminando il corso con la genetica quantitativa, di popolazioni ed evolutiva
(Capitoli 22-24). In alternativa, i docenti possono inserire la genetica quantitativa e di
popolazioni tra la classica e la molecolare.

Organizzazione didattica
della quinta edizione

Questo testo presenta speciali caratteristiche ideate per sottolineare la rilevanza degli
argomenti discussi, per facilitare la comprensione di importanti concetti e per assistere
gli studenti nel valutare "apprendimento.



Brevi storie di apertura dei capitoli. Ogni capitolo si apre con una breve storia che
sottolinea 'importanza degli argomenti discussi nel capitolo stesso.

Contenuto del capitolo. I paragrafi principali di ciascun capitolo sono elencati in
maniera appropriata nella prima pagina del capitolo stesso.

Sommari dei paragrafi. Il contenuto di ognuno dei paragrafi principali del testo &
brevemente riassunto all’inizio del relativo paragrafo. Tali sommari di apertura ser-
vono a focalizzare ’attenzione sulle idee piti importanti sviluppate in un capitolo.

Punti chiave. Questi supporti per I'apprendimento sono presenti alla fine di ogni
paragrafo principale di un capitolo. Hanno lo scopo di aiutare gli studenti a ripetere
per gli esami e a ricapitolare le idee pit importanti del capitolo.

Approfondimenti. Nel testo, determinati argomenti sono presentati in inserti di Ap-
profondimento separati. Il materiale contenuto in tali inserti supporta o sviluppa con-
cetti, tecniche o strumenti che sono stati introdotti nel capitolo.

All'avanguardia. Questi inserti mettono in evidenza nuovi e importanti sviluppi in
genetica, spesso oggetto di ricerche in corso.

Approfondimenti sulla soluzione dei problemi. Ogni capitolo contiene un inserto
che guida gli studenti attraverso I’analisi e la soluzione di un problema rappresentati-
vo. Sono stati selezionati problemi che riguardano argomenti importanti presenti nei
vari capitoli. L’inserto elenca i fatti e i concetti che sono rilevanti per il problema e
quindi spiega come ottenere la soluzione.

Risolvi! Ciascuno di questi inserti propone un problema relativo ai concetti incon-
trati nel testo. I due inserti “Risolvi!” di ciascun capitolo, permettono agli studenti di
verificare la propria comprensione dei concetti chiave.

Esercizi di base. Alla fine di ogni capitolo sono presentati diversi problemi svolt per
rinforzare i concetti fondamentali sviluppati nel capitolo. Questi semplici esercizi
sono stati concepiti per illustrare 'analisi genetica di base o per enfatizzare informa-
zioni importanti.

Verifica delle conoscenze. Ogni capitolo presenta anche alcuni problemi svolti pitt
complessi che aiutano gli studenti a sviluppare le loro capacita analitiche e di risolu-
zione dei problemi. I problemi di questa sezione sono concepiti per integrare diffe-
renti concetti e tecniche. Nell’analisi di ogni problema si cerca di guidare passo per
passo lo studente verso la soluzione.

Domande e problemi. Ogni capitolo termina con una serie di domande e problemi
di varia difficolta organizzati secondo la successione degli argomenti trattati nel ca-
pitolo. Le domande e i problemi piu difficili sono indicati con numeri verdi. Questi
gruppi di domande e problemi forniranno agli studenti opportunita di potenziare la
loro comprensione dei concetti proposti nei capitoli e di sviluppare ulteriormente le
loro abilita analitiche.

Appendici. Ciascuna Appendice presenta materiale tecnico utile all’analisi genetica.

Glossario. Questa sezione del libro definisce i termini pit importanti. Gli studenti la
troveranno utile per fare chiarezza sugli argomenti e prepararsi per gli esami.

Risposte. Alla fine del libro sono state incluse le risposte alle domande e ai problemi
con numero dispari.

Materiale di supporto per i docenti

I docenti che utilizzano il testo a scopo didattico possono scaricare dal sito www.edises.it,
previa registrazione all’area docenti, le immagini del libro in formato PowerPoint.
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Variabilita allelica e funzione genica

La genetica si diffonde oltre
Il_glardmo del monastero Inincrocio: un altro sguardo agli alberi
di Mendel genealogici

Nel 1902, il biologo britannico William Bateson,
entusiasmato da quanto aveva letto nella pubbli-
cazione di Mendel, pubblico una traduzione in in-
glese del testo tedesco di Mendel e vi aggiunse un
breve commento su cio che egli chiamo "Mendelismo
- i Principi di Dominanza, Segregazione e Assortimento
Indipendente”. Piu tardi, nel 1909, egli pubblico il libro
| Principi dell’Ereditarieta di Mendel, in cui riassume-
va tutte le prove allora disponibili per convalidare le
scoperte di Mendel. Questo libro fu importante per due
ragioni. In primo luogo, conteneva i risultati di esperi-
menti di incroci effettuati con molte specie differenti
di piante e di animali, che dimostravano che i principi
mendeliani erano applicabili a ogni specie utilizzata. In
secondo luogo, vi erano discusse le implicazioni di que-
sti esperimenti e si ponevano domande circa la natu-
ra fondamentale dei geni, o “caratteri-unita”, usando il
termine proposto da Bateson. Al tempo in cui il libro di
Bateson fu pubblicato, il termine “gene” non era ancora
stato coniato.

Il libro di Bateson ha giocato un ruolo cruciale nella
diffusione del mendelismo nel mondo scientifico: bota-
nici, zoologi, naturalisti, orticoltori e allevatori di anima-
li, tutti compresero il messaggio espresso in una lingua
semplice e comprensibile: i principi mendeliani erano
universali — infatti, erano stati verificati mediante espe-
rimenti con piselli, fagioli, girasoli, cotone, frumento,
orzo, pomodori, mais e un assortimento di piante or-
namentali, ma anche con mucche, pecore, gatti, topi,
conigli, cavie, polli, colombi, canarini e falene. Nella
prefazione al suo libro, Bateson sottolineava come “lo
studio dell'ereditarieta diventa, quindi, una ramificazio-
ne organizzata della fisiologia e, mentre si presenta gia
fruttuoso nei risultati, appare insuperabile nelle pro-

Azione genica: dal genotipo al fenotipo

messe . Specie diverse di piante che crescono in un giardino. Esperi-

menti con piante di svariate specie hanno portato all'esten-
'Bateson, W. 1909. Mendel’s Principles of Heredity. University Press, sione (I1E| prlnftlpl. mendeliani di dominanza, segregazione e
Cambridge, England. assortimento indipendente.
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Variabilita allelica e funzione genica

Le diverse forme alleliche dei geni
influenzano i fenotipi in modi differenti.

Gli esperimenti di Mendel stabilirono che i geni po-
tevano esistere in forme alternative. Per ognuno dei
sette caratteri studiati — colore e forma dei semi, al-
tezza della pianta, colore e posizione dei fiori, forma
e colore del baccello — Mendel identifico due alleli, uno dominante e I’altro recessivo. La
sua scoperta suggeri una semplice dicotomia funzionale tra alleli: sembrava che un allele
non contribuisse per nulla e ’altro fosse completamente responsabile della determinazione
del fenotipo. La ricerca all’inizio del ventesimo secolo, tuttavia, dimostrod che quest’idea
era una marcata semplificazione. I geni, infatti, possono esistere in pit di due stati allelici
e ciascun allele, inoltre, puo avere un differente effetto sul fenotipo.

DOMINANZA INCOMPLETA E CODOMINANZA

Quantita di Un allele ¢ dominante se ha lo stesso effetto fenotipico nell’eterozigote

e nell’omozigote — in pratica, se i genotipi Az ed A4 sono fenotipica-

Fenotipo Genotipo prodotto genico
& Rosso ww
@ Rosa Ww X
@ Bianco ww

B FIGURA 4.1 Base genetica del colore del fiore
nella bocca di leone. Lallele W & parzialmente
dominante su w. Differenze tra i fenotipi pos-
sono essere dovute a differenze nella quantita di
prodotto specificato dall'allele W.

Gruppo sanguigno

mente indistinguibili. A volte, ’eterozigote ha un fenotipo diverso da
2x quello dei suoi omozigoti corrispondenti, come succede, ad esempio,
per il colore dei fiori in Antirrbinum majus, o bocca di leone. Varieta
bianche e rosse sono omozigoti per alleli differenti di un gene che de-
termina il colore; quando sono incrociate, producono eterozigoti che
hanno fiori rosa. L’allele per il colore rosso (W) & quindi detto incom-
0 pletamente o parzialmente dominante rispetto a quello per il colore
bianco (w). La spiegazione piu probabile ¢ che 'intensita della pigmen-
tazione in questa specie dipenda dalla quantita di un prodotto sintetiz-
zato dal gene del colore (W Figura 4.1). Se 'allele 1# lo produce, mentre
Iallele w non lo fa, gli omozigoti W avranno una quantita di prodotto
doppia rispetto a quella degli eterozigoti Ww e, quindi, mostreranno
un colore pit marcato. L’allele parzialmente dominante ¢ descritto a
volte come semidominante (dalla parola latina che significa “meta”), se
il fenotipo dell’eterozigote ¢ intermedio tra il fenotipo dei due omozigoti, come nel caso
appena descritto.

Un’altra eccezione al principio della dominanza semplice si verifica quando un etero-
zigote mostra caratteristiche osservabili in ognuno degli omozigoti. Questo si verifica nel
caso dei gruppi sanguigni umani, identificabili con un esame per rilevare speciali prodotti
cellulari chiamati antigeni. Un antigene ¢ identificato in base alla sua capacita di reagire
con fattori ottenuti dalla porzione sierica del sangue. Questi fattori, che sono prodotti dal
sistema immunitario, riconoscono gli antigeni in maniera molto specifica. Per esempio,
un siero, chiamato anti-M, riconosce solo gli antigeni M dei globuli rossi; un altro siero,
chiamato anti-N, riconosce solo gli antigeni N su queste cellule (@ Figura 4.2). Quando
uno di questi sieri identifica il suo specifico antigene in
un test di tipizzazione del sangue, i globuli si saldano tra
loro, in una reazione chiamata agglutinazione. Un tecnico

Genotipo (antigeni presenti) Reazioni con I'antisiero
Siero anti-M Siero anti-N

™M M

(M)
LM [N MN

(MeN)

LN [N N

(N)

biosanitario puo quindi identificare, mediante un esame
per Pagglutinazione con diversi sieri, quali antigeni siano
presenti e determinare quindi il gruppo sanguigno.

La capacita di produrre antigeni M ed N ¢ determi-
nata da un gene con due alleli. Un allele permette che sia
prodotto I'antigene M; I'altro permette che sia prodotto
I'antigene N. Gli omozigoti per 'allele M producono solo
antigeni M e gli omozigoti per 'allele N producono solo
quelli N; gli eterozigoti per questi due alleli producono
entrambi 1 tipi di antigeni. Dato che gli alleli sembrano
contribuire egualmente al fenotipo degli eterozigoti, essi
sono detti codominanti. La codominanza implica che ¢’¢

B FIGURA 4.2 Rilevamento degli antigeni M ed N su cellule del
sangue mediante agglutinazione con specifici antisieri. Con i
sieri anti-M e anti-N possono essere identificati tre gruppi san-

guigni.

un’indipendenza della funzione allelica. Nessuno degli al-
leli &€ dominante o parzialmente dominante sugli altri. Sa-
rebbe, quindi, inappropriato distinguere questi alleli me-
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diante lettere maiuscole e minuscole, come abbiamo fatto nei precedenti esempi. Invece,
gli alleli codominanti sono rappresentati con lettere scritte in apice sul simbolo del gene,
che in questo caso ¢ la lettera L, come tributo a Karl Landsteiner, lo scopritore dei gruppi
sanguigni. L’allele M & quindi L e Iallele N ¢ L. La Figura 4.2 mostra i tre possibili ge-
notipi che si formano dalla combinazione degli alleli LY ed LV e i corrispondenti fenotipi.

ALLELI MULTIPLI 7 ‘ Genotipo

11 concetto mendeliano che i geni avessero solo due stati al- pf% ; cc
lelici & stato successivamente modificato, in seguito alla sco- /\WB

perta di geni con tre, quattro o pitt alleli. Un classico esempio .. ‘

di un gene con alleli multipli ¢ quello che controlla il colore
del pelo nei conigli (@ Figura 4.3). Il gene che determina il
colore, indicato con la lettera minuscola ¢, ha quattro alleli,
tre dei quali sono distinti mediante lettere poste in apice:
¢ (albino), & (himalayano), ¢* (chinchilla), c* (selvatico). In con-
dizioni di omozigosi, ogni allele ha un caratteristico effetto
sul colore del pelo. Dato che la maggior parte dei conigli
delle popolazioni selvatiche & omozigote per 'allele ¢*, que-
sto allele & chiamato selvatico. In genetica, uno dei modi
piti usati per rappresentare gli alleli selvatici & con il segno +
posto in apice sulla lettera che identifica il gene. La lettera a
volte si omette, quando nel contesto non vi possono essere
ambiguita, e si utilizza soltanto il segno +; quindi, ¢* puo
essere semplicemente abbreviato con +.

Gli altri alleli del gene ¢ sono mutanti — forme alterate dell’allele selvatico che devono
essersi originate in qualche momento durante 'evoluzione del coniglio. Gli alleli himalaya-
no e chinchilla sono descritti da un segno in apice, mentre Iallele a/bino ¢ indicato semplice-
mente con la lettera ¢, che sta per “colorless” (senza colore), un’altra parola per indicare la
condizione albina. Cio riflette un’altra convenzione utilizzata nella nomenclatura in gene-
tica: 1 geni sono spesso denominati utilizzando I’allele mutante, che ¢ solitamente associato
al fenotipo pitt anomalo. La convenzione di denominare un gene con I'allele mutante ¢, di
solito, in accordo con quella descritta nel Capitolo 3, secondo cui i geni sono indicati sulla
base dell’allele recessivo. La maggior parte degli alleli mutanti &, infatti, recessiva. D’altra
parte, un allele mutante risulta essere a volte dominante, nel qual caso il gene prende il
nome dal fenotipo associato. Per esempio, nei topi un gene controlla la lunghezza della
coda. Il primo allele mutante di questo gene ad essere stato scoperto causava un accorcia-
mento della coda negli eterozigoti. Questo mutante, per definizione dominante, fu quindi
indicato con la lettera 7, da “rail-length” (lunghezza della coda). Tutti gli altri alleli di
questo gene — e ve ne sono molti — sono stati denominati con una lettera 7" maiuscola o #
minuscola, a seconda se essi siano dominanti o recessivi; i differenti alleli sono distinti tra
loro con lettere poste in apice.

Un altro esempio di alleli multipli proviene dallo studio dei gruppi sanguigni dell’'uo-
mo. I gruppi sanguigni A, B, AB e O, come i gruppi sanguigni M, N ed MN, sono identi-
ficati in base all’agglutinazione del sangue con differenti sieri. Un siero rivela antigene A,
un secondo invece I'antigene B. Il sangue appartiene al tipo A quando sulle cellule ¢ pre-
sente solo 'antigene A; il sangue appartiene al tipo B quando ¢ presente solo I’antigene B.
Il sangue appartiene al tipo AB quando sono presenti entrambi gli antigeni ed ¢ classificato
come tipo O quando nessuno dei due antigeni ¢ presente. La tipizzazione per gli antigeni
A e B & completamente indipendente da quella per gli antigeni M ed N.

11 gene responsabile della produzione degli antigeni A e B ¢ identificato con la lettera
I ed ha tre alleli: I, [P e i. L’allele I specifica la produzione dell’antigene A e I'allele I*
quella dell’antigene B. Invece, I’allele 7 non specifica nulla. Tra i sei possibili genotipi, vi
sono quattro fenotipi distinguibili — i gruppi sanguigni A, B, AB e O (Tabella 4.1). In que-
sto sistema, gli alleli I e I® sono codominanti, poiché ognuno ¢ espresso negli eterozigoti
I11%, mentre P'allele 7 & recessivo rispetto ad entrambi gli alleli [ e I%. Dato che tutti e tre
gli alleli sono stati ritrovati con frequenze apprezzabili nelle popolazioni umane, il gene
I & detto polimorfico — dal termine greco che significa “con molte forme”. Nel Capitolo
24 sara preso in considerazione il significato evolutivo in termini di popolazioni dei poli-
morfismi genetici.

cheh

cchcch

ctet

Selvatico

Fenotipo

Peli bianchi su tutto il corpo

Peli neri sulle estremita e peli
bianchi sul resto del corpo

Peli bianchi con punte nere
su tutto il corpo

Peli colorati su tutto il corpo

M FIGURA 4.3 [ diversi colori
del pelo dei conigli. | diffe-
renti fenotipi sono determi-
nati da quattro diversi alleli
del gene c.
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Fenotipo Genotipo
+
C+Cch
cteh
cche
s S
Chinchilla chiaro
Cchch

Chinchilla chiaro con punte nere

che

Himalayano

B FIGURA 4.4 Fenotipi cor-
rispondenti alle differenti
combinazioni di alleli ¢ nei
conigli. Gli alleli formano
una serie, con l'allele selva-
tico c* dominante su tutti gli
altri e lallele nullo ¢ (albi-
nol recessivo rispetto agli
altrialleli; un allele ipomor-
fo, ¢ (chinchilla), & parzial-
mente dominante sull'altro,
¢ (himalayano).

Capitolo 4 Estensioni del mendelismo

TABELLA 4.1
Genotipi, fenotipi e frequenze nel sistema dei gruppi sanguigni ABO

Frequenza della

Gruppo Antigene A Antigene B popolaz. bianca
Genotipo sanguigno presente presente negli USA (%)
A4 0 1A A + - 41
I1BIB o I8 B - + 11
1418 AB + + 4
ii 0 - - Lb

SERIE ALLELICHE

La relazione funzionale tra i membri di una serie di alleli multipli puo essere studiata produ-
cendo combinazioni di eterozigoti mediante incroci tra i diversi omozigoti. Per esempio, i
quattro alleli del gene ¢ dei conigli possono essere combinati tra loro, ottenendo sei differenti
tipi di eterozigoti: cc, ¢®c, c*¢, c®ct, c*ch e c*e®. Quest eterozigoti permettono di studiare
le relazioni di dominanza tra i diversi alleli (® Figura 4.4). L allele selvatico & completamen-
te dominante su tutti gli altri alleli della serie; allele chinchilla ¢ parzialmente dominante
sull’himalayano e sull’albino, mentre Ibimalayano & completamente dominante sull’allele a/bi-
no. Queste relazioni di dominanza possono essere riassunte come ¢* > ¢® > ¢’ > ¢.

E da notare che la gerarchia di dominanza segue di pari passo gli effetti che gli alleli
hanno sul colore del pelo. Una possibile spiegazione del funzionamento di tale gerarchia
¢ che il gene ¢ controlli un passaggio della formazione del pigmento nero del mantello.
In questo processo, lallele selvatico ¢ pienamente funzionante, in quanto produce peli
colorati su tutto il corpo. Gli alleli chinchilla e himalayano sono parzialmente funzionali, in
quanto producono solo alcuni peli colorati, e I’allele #/bino non ¢ funzionale. Gli alleli non
funzionali sono descritti come nulli 0 amorfi (dal greco “senza forma”); essi sono di solito
recessivi. Gli alleli parzialmente funzionali sono invece detti ipomorfi (dal greco “sotto”) e
sono recessivi sia rispetto agli alleli pitt funzionali sia rispetto all’allele selvatico. In seguito
in questo capitolo considereremo le basi biochimiche di queste differenze.

SAGGIO DELLALLELISMO DELLE MUTAZIONI GENICHE

Un allele mutante si forma quando un allele esistente ¢ modificato in un nuovo stato gene-
tico — un processo chiamato mutazione. Questo evento produce sempre un cambiamento
nella composizione fisica del gene (vedi Capitolo 13) e qualche volta produce un allele che
ha un effetto fenotipico distinguibile. Nel caso in cui, per esempio, I'allele ¢* sia mutato in
un allele nullo, un coniglio omozigote per questa mutazione avra il fenotipo albino. D’al-
tra parte, non ¢ sempre possibile collegare una nuova mutazione ad un gene sulla base del
solo effetto fenotipico. Per esempio, vari geni determinano il colore del pelo nei conigli e
una mutazione in ognuno di essi puo ridurre, alterare o abolire la pigmentazione dei peli.
Pertanto, se un nuovo colore del pelo compare in una popolazione di conigli, non ¢ imme-
diatamente chiaro quale gene sia mutato.

Al fine di determinare I'identita allelica di una nuova mutazione, si puo ricorrere ad un
semplice test, purché la nuova mutazione sia recessiva. La procedura consiste nell’effet-
tuare incroci tali da porre insieme il nuovo allele recessivo e mutazioni recessive di geni

noti (M Figura 4.5). Se la progenie ibrida mostra un fenotipo

Nuova mutazione Genotipo  Fenotipo . mutante, allora la nuova mutazione e quella da saggiare sorno
recessiva _ in esame dellibrido Conclusione alleli del medesimo gene. Nel caso in cui, invece, non siano
aa —» Selatico aec”nonsonoalleli  j]leli del medesimo gene, la progenie sara di tipo selvatico.
Giickll X bb —» Selatico  be C: non sono alleli Questo saggio & basato sul principio che mutazioni nel me-
cc —>»> Mutanfce c e c” sono alleli . desimo eene dannesoi la st funzi 1. Se d
dd —>» Selvatico de c* non sono alleli g gg1ano 1a stessa funzione genica. Se duc

B FIGURA 4.5 Uno schema generale per verificare l'alleli-
smo di mutazioni recessive. Due mutazioni sono alleliche
se un ibrido che le contiene entrambe mostra il fenotipo

mutante.

di tali mutazioni sono combinate insieme, 'organismo sara
anormale in questa funzione e dovrebbe mostrare un feno-
tipo mutante, anche nel caso in cui le due mutazioni siano
di origine indipendente.
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Il genoma dei Neandertal: cosa
ci ha rivelato sui nostri antenati

Gli uomini di Neandertal (Homo neanderthalensis) sono ri-
tenuti la specie evolutivamente piu vicina alla nostra. Essi
vissero in Europa e in Asia a partire da circa 130.000 milioni
di anni fa fino a circa 28.000 anni fa, quando poi si estinsero.
Furono chiamati Neardertal e riconosciuti come specie dopo
studi effettuati da scienziati su un cranio e altre ossa rin-
venute da alcuni minatori nella valle tedesca di Neander (in
tedesco Neander Tal]. | Neandertal coesistettero con i nostri
antenati in Europa a partire da 45.000-30.000 anni fa e, pro-
babilmente, in Asia da circa 80.000 anni fa, come suggerisco-

Un’immagine di un uomo che passeggia con il suo cane vista
attraverso il contorno di una raffigurazione di un uomo di
Neandertal presente su di un monumento a Mettmann, Ger-
mania, dove fu rinvenuto il primo fossile di Neandertal.

CONTENUTO DEL CAPITOLO

Genomica: un quadro generale

Correlazione tra mappe genetiche,
citologiche e fisiche dei cromosomi

Clonaggio posizionale dei geni
Il Progetto Genoma Umano

Saggi su RNA e proteine per lo studio
delle funzioni del genoma

Genomica comparativa

no i ritrovamenti archeologici in grotte di queste aree. Quindi,
I Neandertaliani e i primi umani vissero entrambi in grotte,
adoperarono attrezzi simili, e utilizzarono lance per cacciare
cervi e gazelle. Da tempo una fondamentale domanda a cui
si & cercato di rispondere €: i nostri antenati e i Neandertal
si accoppiarono fertilmente e quindi si scambiarono geni? |
paleoantropologi non sono stati in grado di accordarsi sulla
risposta, almeno fino a pochissimo tempo fa.

Nel maggio del 2010, quando un consorzio di ricerca in-
ternazionale, guidato da Svante P&abo, ha pubblicato circa
i due terzi del genoma dei Neandertal, la questione e stata
risolta, confermando lidea di accoppiamenti fertili tra le due
“specie”, o meglio semi-specie. In che modo gli scienziati
possono determinare la sequenza del genoma di una specie
estinta? Le possibilita sono due. La prima ¢ estrarre DNA da
individui rinvenuti ancora congelati e quindi altamente con-
servati come, ad esempio, gli esemplari di mammut ritrova-
ti in Siberia. La seconda, utilizzata nel caso dei Neandertal,
consiste nell'estrarre il DNA dalle ossa preistoriche. Le ossa
contengono DNA che rimane parzialmente intatto a distanza
di molto tempo dalla morte di un individuo; in questo modo
i ricercatori sono stati in grado di determinare la sequenza
di frammenti di DNA estratti dalle ossa di tre femmine di
Neandertal che vissero nella grotta di Vindija in Croazia cir-
ca 40.000 anni fa. Determinando ripetutamente le sequenze
di piccoli frammenti di DNA e rimuovendo accuratamente le
sequenze di DNA corrispondenti a genomi batterici contami-
nanti, Paabo e i suoi colleghi sono stati in grado di ricostruire
circa i due terzi del genoma dei Neandertal.

Dopo aver assemblato circa il 60% del genoma di Nean-
dertal, il gruppo di ricerca ha poi comparato tali sequenze con
quelle dei genomi di cinque esseri umani viventi - provenien-
ti da Cina, Francia, Papua Nuova Guinea, Sud Africa e Africa
orientale. Quello che hanno trovato e risultato molto sorpren-
dente perché una precedente comparazione del genoma mito-
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condriale di Neandertal e umano aveva mostrato che non c’era
alcuna traccia di genoma mitocondriale umano nei Neandertal
e viceversa. | ricercatori hanno scoperto invece che gli europei
e gli asiatici, ma non gli africani, hanno ereditato dall'1 al 4%
dei propri geni dai Neandertal. Questi risultati indicano che i
Neandertal e gli umani si accoppiarono dando prole fertile cir-
ca 80.000 anni fa, dopo che alcuni umani lasciarono Africa ma
prima che questi si distribuissero piu ampiamente in Europa e
in Asia. | genomi degli umani rimasti in Africa durante questo
periodo di accoppiamento fra le due “specie” non contengono
percio alcuna traccia di sequenze dei Neandertal.

Una volta accertato laccoppiamento tra Neandertal e
Homo sapiens, puo il genoma dei Neandertal fornire ulteriori
risposte ad altre domande sull'evoluzione delluomo? Quali
geni fanno gli umani “umani”? Cosa porto all'estinzione del-
lHomo neanderthalensis e cosa fece dell Homo sapiens la
specie dominante del genere Homo sul nostro pianeta? Quali
geni umani si sono evoluti a partire dalla separazione evolutiva

tra umani e Neandertal? Il gruppo di ricerca del genoma di
Neandertal ha identificato pochi geni che possono avere un
ruolo importante nella diversificazione delle due specie. Questi
comprendono geni coinvolti nei processi cognitivi e di sviluppo
dell'apparato scheletrico, ma occorreranno ulteriori studi per
chiarire il loro reale ruolo e significato.

Possiamo quindi considerare la questione chiusa? No! Gli
scienziati stanno adesso cercando di ricostruire la sequenza
del genoma dei Denisoviani, cugini dei Neandertal che visse-
ro in Asia da 400.000 a 50.000 anni fa. | paleoantropologi cre-
dono che i Denisoviani si incrociarono con gli antenati degli
attuali abitanti della Nuova Guinea. Oggi, gli scienziati hanno
estratto il DNA dei Denisoviani da un osso di un dito e da
un dente scoperti un una grotta siberiana. | loro risultati ad
oggi indicano che il 4,8% del DNA degli abitanti della Nuova
Guinea ¢ derivato dal genoma Denisoviano. Dove arriveremo
quindi a partire da qui? Riusciremo in futuro a sequenziare il
genoma di “Lucy”?

Mendel studio nella pianta di pisello gli effetti degli alleli di sette geni, ma non piu di tre
in ogni incrocio. Oggi, i genetisti possono studiare ’espressione di tutti i geni — dell’in-
tero genoma — di un organismo in un singolo esperimento. Al febbraio 2011, sono state
determinate le sequenze nucleotidiche di interi genomi di 2.585 virus, virus mutanti e
viroidi, 735 plasmidi, 2.362 mitocondri, 131 cloroplasti, 109 archebatteri, 1.318 batteri e
41 eucarioti. Inoltre, vi sono altri 370 genomi eucariotici le cui sequenze sono in corso di
assemblaggio. Sono poi in corso progetti genoma per altre 630 specie di eucarioti e sono
disponibili le sequenze genomiche di diversi individui umani. Infine, come discusso nel
Capitolo 9, Pobiettivo del progetto di sequenziamento “1000 Genomi” ¢ di sequenziare
almeno 2.500 genomi di persone provenienti da diverse parti del mondo e rappresentanti
i vari gruppi ancestrali della popolazione umana. Alcuni scienziati ritengono che sara pos-
sibile in un futuro non tanto lontano determinare la sequenza di un intero genoma umano

per appena 1.000 dollari.

La lista degli eucarioti i cui genomi sono stati sequenziati comprende importanti
modelli in genetica: il lievito Saccharomyces cerevisiae, il moscerino Drosophila melanogaster
e la pianta Arabidopsis thaliana. Include anche il protozoo Plasmodium falciparum, che
causa la piu pericolosa forma di malaria, e la zanzara Anopheles gambiae, che ¢ il principale
organismo vettore della medesima. Il baco da seta (Bombyx mori), un insetto di importanza
economica, ¢ sulla lista, cosi come svariati vertebrati: il topo (Mus musculus), il ratto norve-
gese (Rattus norvegicus), il gallinaceo rosso della giungla — un antenato dei polli domestici
(Gallus gallus) — il pesce palla (Fugu rubripes), il nostro parente piu prossimo ancora viven-
te, lo scimpanze (Pan troglodytes) e la nostra specie (Homzo sapiens).

Uno degli obiettivi del Progetto Genoma Umano fu di determinare la completa
sequenza nucleotidica del genoma umano entro I"anno 2005. In realta, due prime bozze
della sequenza — una del consorzio pubblico e una di quello privato — furono pubblicate
nel febbraio 2001 una sequenza quasi completa del genoma umano, comprendente il
99% del DNA eucromatico, fu pubblicata nell’ottobre 2004, ben un anno prima della
data stabilita. La sequenza del genoma del nostro parente pitl prossimo ancora vivente, lo
scimpanze (Pan troglodytes), ¢ stata completata nel 2006, e circa i due terzi della sequenza
del genoma del nostro parente pitl prossimo estinto, il Neandertal (Homzo neanderthalensis),

¢ stata pubblicata nel 2010

I miglioramenti nella tecnologia del sequenziamento del DNA che si sono verificati
durante gli ultimi due decenni del secolo scorso hanno permesso ai ricercatori di racco-
gliere grandi quantita di dati di sequenza. I sequenziatori automatici di seconda gene-
razione possono oggi sequenziare I'intero genoma umano in un solo giorno. Tuttavia,
la determinazione della sequenza non ¢ sempre stata cosi facile. Robert Holley, premio
Nobel nel 1968, impiego svariati anni per determinare la sequenza di 77 nucleotidi del
tRNA per 'alanina di lievito (vedi Figura 12.12). Alcuni dei principali progressi nella
tecnologia del sequenziamento, come quelli che hanno caratterizzato lo studio dei geno-
mi, sono evidenziati nella m Figura 15.1.
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Miescher: Scoperta del DNA
Avery: Dimostrazione che il DNA é il “materiale genetico”

Watson e Crick: Scoperta della struttura a doppia elica del DNA

Holley: Sequenziamento del tRNAA di lievito
e Metodi di digestione specifica del’lRNA e di cromatografia
furono usati per sequenziare 'RNA; richiese grandi quantita di campione.

Wu: Sequenziamento dell'estremita coesiva del DNA di A .
e Furono utilizzati il concetto dell'innesco della sintesi e I'elettroforesi 2-D;
i campioni venivano marcati ed era in tal modo necessario meno materiale.

Sanger: Sviluppo della procedura di sequenziamento mediante la terminazione con didesossi

Gilbert: Sviluppo del protocollo di sequenziamento mediante degradazione chimica
e Furono sviluppati i concetti di terminazione della catena e di degradazione chimica.
o | 'elettroforesi su gel di poliacrilammide fu usata per separare frammenti di DNA.

Goad: Proposta del prototipo di GenBank

Messing: Sviluppo dei vettori di clonaggio M13
e Fu applicato un sistema di clonaggio.

Hood: Sviluppo di un sistema di sequenziamento parzialmente automatizzato
e Le reazioni di sequenziamento furono ottimizzate.
e Furono applicate strategie di sequenziamento combinate e
si inizio a maneggiare i dati con l'ausilio del computer.

Watson: Inizio del Progetto Genoma Umano

Venter: Primo genoma batterico sequenziato
e Furono applicati al processo strumenti di sequenziamento automatico in fluorescenza
e operazioni robotizzate.
e Fu introdotto il concetto di sequenziamento mediante PCR.

Consorzio internazionale di scienziati: Primo genoma eucariotico - lievito -
sequenziato S
e Collaborazioni tra gruppi di scienziati.

PerkinElmer, Inc.: Sviluppo del sequenziatore a 96 capillari
e Divenne disponibile per i laboratori di ricerca il sistema completamente automatico
di sequenziamento con elettroforesi in 96 capillari.

Sequenza completa del genoma di Caenorhabditis elegans

Sequenza completa della porzione eucromatica del genoma di Drosophila melanogaster
Sequenza completa del genoma di Arabidopsis thaliana

Consorzio Internazionale Human Genome Sequencing e Celera Genomics:
Pubblicazione delle prime bozze della sequenza del genoma umano

Scienziati della International Rice Genome Sequencing Project e della Syngenta:
Prime bozze delle sequenze genomiche di due sottospecie di riso;

Consorzio Mouse Genome Sequencing:

Prima bozza della sequenza del genoma di topo

Consorzio Internazionale Human Gene Sequencing: Sequenza
del genoma umano quasi completa (99% della eucromatina)

Si affermano i sequenziatori di nuova generazione quali il 454, I'lllumina, il SOLID

La sequenza di oltre il 60% del genoma di Neandertal viene pubblicata

B FIGURA 15.1 Progressi nell'efficienza del sequenziamento del DNA, alcuni degli sviluppi
tecnologici che hanno aumentato la produttivita dei sequenziatori e alcune date importanti
nella storia del sequenziamento. Inizialmente, tutti i passi necessari al sequenziamento del
DNA venivano condotti manualmente, rendendolo un processo molto laborioso. Successi-
vamente, macchine completamente automatizzate hanno sostituito i tecnici, aumentando di

molto l'efficienza.

411



412

Capitolo 15 Genomica

Attualmente, si accumulano ogni giorno enormi quantita di dati di sequenza. La mag-
gior parte di questi dati ¢ il risultato di progetti di ricerca finanziati da agenzie governative
—negli Stati Uniti il National Institute of Health (NIH), la National Science Foundation
(NSF) e il Department of Energy (DOE) — e agenzie statali di altri paesi. Quindi, que-
sti dati sono accessibili liberamente e sono disponibili per chiunque desideri usarli. Le
sequenze sono state rese pubbliche, costruendo banche dati disponibili su Internet al sito
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fegi (vedi Approfondimento: “GenBank”).

Naturalmente, cio non ¢ sufficiente rendere le banche dati disponibili al pubblico.
Dobbiamo essere in grado di estrarre informazioni — cio¢ di scavare nelle banche dati — e
poi di analizzarle in modo accurato ed efficiente. Cio richiede programmi al computer
che possano identificare particolari regioni esplorando la mole di sequenze di DNA che
costituiscono i genomi. La necessita di questi particolari software ha portato alla nascita di
una nuova disciplina scientifica, chiamata bioinformatica. Matematici, informatici e bio-
logi molecolari che lavorano in quest’ambito sviluppano algoritmi per la ricerca mediante
il computer in banche dati, sia di DNA che di proteine, da cui estrarre informazioni sotto
forma di sequenze.

La disponibilita delle sequenze di interi genomi ha aperto le porte all’analisi bioin-
formatica e allo studio funzionale dei geni contenuti in queste sequenze. I microarray
—inclusi i cosiddetti gene-chip — hanno permesso agli scienziati di investigare I’espressione
di tutti i geni di un organismo in modo simultaneo (vedi “Saggi su RNA e proteine per lo
studio delle funzioni del genoma” in questo capitolo). Altre procedure utilizzano le sequen-
ze nucleotidiche conosciute per selezionare le vie metaboliche mediante “knockout”, cio¢
spegnimento dell’espressione dei geni (vedi “Genetica inversa” nel Capitolo 16).

In questo capitolo discuteremo alcuni degli strumenti e delle tecniche utilizzati nello
studio della struttura e della funzione dei genomi; esamineremo gli spettacolari progressi
del Progetto Genoma Umano e vedremo come il confronto tra genomi possa contribuire
a migliorare la nostra comprensione dell’evoluzione. Nel capitolo che segue esamineremo
altri progressi tecnici: DNA profiling, terapia genica umana e produzione di microrgani-
smi, piante e animali transgenici. Vedremo anche come i genetisti abbiano identificato i
geni difettivi che sono responsabili di due malattie con effetti tragici nell'uvomo, la malattia
di Huntington e la fibrosi cistica. I procedimenti usati per identificare questi geni sono
diventati paradigmi metodologici per I'identificazione di molti altri geni associati a malat-
tie nell’'uomo.

APPROFONDIMENTO| O

GENBANK

(DDBJ) nel 1984. La GenBank, 'EMBL e la DDBJ hanno
unito successivamente le forze e hanno formato l'Interna-

Alamos National Laboratory (LANL] nel New Me-

xico, penso di costruire un database che contenes-
se tutte le sequenze di DNA disponibili. Dal 1982 al 1992,
Goad e i suoi colleghi iniziarono a raccogliere le sequenze
in un database - oggi chiamato GenBank - che fu mante-
nuto presso il LANL. Oggi, questo database ¢ curato dal
National Center for Biotechnology Information (NCBI),
che & parte della National Library of Medicine (NLM] nei
National Institutes of Health (NIH] di Bethesda, Maryland
(US). IL contenuto del database & cresciuto enormemente
a partire dalla data della sua creazione. La GenBank con-
teneva 680.338 coppie di nucleotidi in forma di sequenza
di DNA ma poi, nell'Aprile del 2008, ne conteneva gia qua-
si 90 miliardi (m Figura 1).

Banche dati simili alla GenBank sono state create
anche in Europa e in Giappone. La "European Molecu-
lar Biology Laboratory (EMBL) Data Library” fu stabilita
in Germania nel 1980 e la DNA DataBank del Giappone

N el 1979 Walter Goad, un fisico che lavorava al Los

tional Nucleotide Sequence Database Collaboration, che
permette ai ricercatori di consultare simultaneamente le
tre banche dati.

Lo sviluppo di software per la ricerca e il recupero di
sequenze con similarita rispetto a una utilizzata come
riferimento ha fornito agli scienziati uno strumento di
ricerca di grande rilevanza. In particolare, il sistema di
recupero di sequenze dellNCBI chiamato ENTREZ si
e rivelato di enorme valore. Il sistema fu distribuito su
CD-ROM nel 1992, poi come versione per il network nel
1993, e infine fu reso disponibile, liberamente, nel 1994
su Internet (URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov). La quan-
tita di informazione analizzabile e recuperabile presso il
sito web Entrez & cresciuta annualmente in modo espo-
nenziale. Non solo contiene sequenze di DNA e proteine,
ma anche un’enorme quantita di riferimenti bibliografici,
raccolti in un altro database chiamato PubMed. Esso in-
clude la maggior parte di riviste scientifiche di medicina e
biologia. Oggi € possibile consultare tutte queste banche


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov




D.P. SNUSTAD « M.J. SIMMONS

Principi di Genetica

ISBN 978-88-7959-839-2

€53,00 | 977888797598392

EdiSES
www.edises.it




