LA NATURA DEL CODICE GENETICO

La maggior parte delle informazioni sulla natura del codice genetico sono state fornite dagli esperimenti su alcune mutazioni rII del fago T4 condotti da F. Crick e S. Brenner nel 1961.

Essi studiavano il comportamento dei fagi sottoposti all’azione del mutageno PROFLAVINA e ritenevano che tali mutazioni fossero il risultato di una alterazione del DNA che non implicava sostituzione di basi.

PERCHE’?

Le mutazioni indotte da mutageni analoghi della basi (ad esempio la 2-aminopurina e il 5-bromouracile) erano ritenute (correttamente) mutazioni per sostituzione di basi e potevano revertire a fenotipo selvatico utilizzando gli stessi composti che le avevano indotte (ciò costituiva una prova del fatto che fossero dovute a sostituzioni di basi).

UNA PERCENTUALE MOLTO BASSA DELLE MUTAZIONI INDOTTE DA PROFLAVINA REVERTE A FENOTIPO SELVATICO IN PRESENZA DI ANALOGHI DI BASI, MENTRE LA PERCENTALE DI REVERSIONE A FENOTIPO SELVATICO E’ MOLTO ALTA IN PRESENZA DI PROFLAVINA STESSA.

Crick e Brenner IPOTIZZARONO che la proflavina potesse indurre mutazioni PUNTIFORMI per inserzione o delezione di una singola coppia di basi.

Nel 1961 non era ancora possibile sequenziare il DNA in modo semplice e corrente, quindi la natura delle mutazioni indotte dagli analoghi di basi o dagli agenti intercalanti era solo un’ipotesi (poi dimostratasi corretta).

Il mutante FC0 della regione rII del fago T4 fu ottenuto da Crick e Brenner per mutagenesi con proflavina.

Ricorda che i fagi mutanti rII infettano solo le cellule di Escherichia coli del ceppo B, mentre i selvatici infettano sia il ceppo B sia quello K(().

Il mutante FC0, mutagenizzato di nuovo con proflavina, dava origine ad alcuni fagi capaci di infettare E. coli K((), cioè selvatici, detti rII’’ + ‘’.

IL GENOTIPO POSSIBILE DEI FAGI rII’’ + ‘’  POTEVA ESSERE:

1) selvatico (risultante da una retromutazione)

2) doppio mutante (la seconda mutazione annullava gli effetti fenotipici della prima per soppressione)

Come discriminare tra le due ipotesi?

Lo strumento elettivo di un genetista è l’incrocio, quindi anche in questo caso, il problema fu affrontato allestendo un incrocio tra il fago rII’’ + ‘’ ed un fago selvatico, mai mutagenizzato.

Incrocio 1

Parentali

rII+
x
rII’’ + ‘’  

Progenie

rII+ (selvatico); 
rII (mutante, tipo FC0);

Se il fago rII’’ + ‘  avesse avuto un genotipo selvatico, la progenie dell’incrocio 1 sarebbe stata tutta selvatica. Gli eventuali rarissimi mutanti avrebbero dovuto avere una frequenza pari al tasso di mutazione spontanea del locus rII. La frequenza dei mutanti osservati, invece, era maggiore del tasso di mutazione spontanea!

Per chiarire la natura genetica dei mutanti rII prodotti dall’incrocio di prova, Crick e Brenner condussero una serie di incroci:

Incrocio 2

Parentali

FC0
x
rII (prodotti dall’incrocio di prova)

Progenie

nessun selvatico

Incrocio 3

Parentali

FC0
x
rII (prodotti dall’incrocio di prova)

Progenie

mutanti e selvatici

I risultati di questi incroci dimostrarono che la progenie mutante ottenuta dall’incrocio 1 è eterogenea. In particolare:

L’incrocio 2 dimostra che la mutazione presente nel fago rII è la mutazione originaria FC0, in quanto i due mutanti non ricombinano (non c’è produzione di progenie selvatica).

L’incrocio 3 dimostra che il fago rII  è un nuovo mutante, diverso da FC0, che Crick e Brenner chiamarono FC1.

Il ceppo rII’’ + ‘’, quindi, è un doppio mutante FC0-FC1, capace di crescere su E. coli K((). Le due mutazioni (FC0 e FC1) sono dunque soppressori intragenici reciproci.

Il comportamento della nuova mutazione (FC1) fu studiato applicando la stessa logica utilizzata per lo studio di FC0.

FC1 mutagenizzato con proflavina generava una certa percentuale di fagi fenotipicamente selvatici. Anche questi fagi, utilizzati in schemi di incrocio analoghi agli incroci 1-3 descritti precedentemente, risultarono essere doppi mutanti FC1-FC2, dove FC2 è una nuova mutazione soppressore intragenico reciproco di FC1.

Procedendo in questo modo, Crick e Brenner produssero una serie di mutanti rII: FC3, FC4, FC5, ecc. Ognuna di queste mutazioni, da sola, è fenotipicamente un mutante rII e ciascuna di esse (FCn) si comporta da soppressore intragenico reciproco di FCn-1 e di FCn+1.

La ricombinazione tra mutazioni differenti della serie FC permise la produzione di cromosomi fagici doppi mutanti con coppie diverse di mutazioni e i risultati ottenuti da Crick e Brenner possono essere schematizzati nella seguente tabella:

	Doppio mutante
	Fenotipo

	FC2-FC3
	Selvatico

	FC1-FC3
	Mutante

	FC0-FC3
	Selvatico

	FC3-FC4
	Selvatico

	FC2-FC4
	Mutante

	FC1-FC4
	Selvatico

	FC0-FC4
	Mutante

	FC4-FC5
	Selvatico

	FC3-FC5
	Mutante

	FC2-FC5
	Selvatico

	FC1-FC5
	Mutante


Le combinazioni delle mutazioni “dispari” con quelle “pari” hanno fenotipo selvatico (soppressione reciproca), mentre le combinazioni di due mutazioni “pari” o due mutazioni “dispari” hanno fenotipo mutante (assenza di soppressione).

Crick e Brenner, a questo punto, ottennero, sempre per ricombinazione, TRIPLI MUTANTI e osservarono che

la combinazione di TRE MUTAZIONI PARI o TRE MUTAZIONI DISPARI determina la comparsa del fenotipo SELVATICO;

la combinazione di DUE MUTAZIONI PARI E UNA DISPARI o DUE MUTAZIONI DISPARI E UNA PARI determina la comparsa del fenotipo MUTANTE.

Per spiegare queste osservazioni, Crick e Brenner ipotizzarono che:

la mutazione originaria FC0 era una delezione o una inserzione di una coppia di nucleotidi. Un soppressore intragenico di FC0 è una inserzione di una coppia di basi (se FC0 è una delezione) o una delezione di una coppia di basi (se FC0 è una inserzione);

la lettura del codice genetico comincia in un punto fisso del gene e procede sequenzialmente da codone a codone. L’inserzione o la delezione di una sola coppia di nucleotidi produce, di conseguenza, uno scivolamento del modulo di lettura (frameshift) dei codoni, il che indica che non esiste una “punteggiatura” tra i codoni;

per formare un polipeptide, le basi vengono lette tre alla volta o a multipli di tre (3n); i codoni sono triplette (o multipli di triplette); (la dimostrazione definitiva che il codice genetico è a triplette si è avuta con gli esperimenti di decifrazione del codice);

tutte o quasi le 64 triplette possibili codificano un aminoacido. Il codice è quindi degenerato (più di una tripletta può codificare lo stesso aminoacido).

