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Genetica. —  Relazione dose—effetto nelV induzione dello scambio 
(crossing-over) con raggi X  nel maschio t/z D rosophila m elanogaster (*b 
N ota  di A n g e l a  O l i v i e r i  e G r e g o r io  O l i v i e r i , presen ta ta  (**} 
dal Corrisp. G. M o n t a l e n t i .

In  un nostro precedente lavoro (Olivieri e Olivieri 1963), inducendo con 
raggi X il crossing-over o scambio in maschi di Drosophila melanogaster, con 
tra ttam en ti non frazionati e frazionati, avevam o no tato  che per una stessa 
dose si aveva nel secondo caso un effetto significativam ente minore, e ciò 
so p ra ttu tto  nella zona centrom erica del cromosoma. A bbiam o p rospetta to  
varie ipotesi a tte  a spiegare il fenom eno; tra  T a ltro  abbiam o postulato  la 
possibilità che il crossing-over indo tto  sia, almeno nella zona eterocrom atica, 
un fenomeno dovuto a due ro ttu re  indipendenti e distinte, ciò che renderebbe 
possibile nei tra ttam en ti frazionati l’occorrenza di fenomeni di « restituzione ». 
Nella stessa sede abbiam o discusso le osservazioni fa tte  al riguardo da altri 
A utori e in particolare da P arker (1948), il quale, sulla base della relazione 
lineare dose-effetto da lui trovata , ha sostenuto che l’induzione dello scambio 
è un fenomeno dovuto ad una sola ro ttu ra  che avviene contem poraneam ente 
nei due crom atidi s tre ttam en te  appaiati.

In  relazione ai risu lta ti da noi trovati e allo scopo di verificare l’ipotesi 
da noi avanzata, abbiam o condotto  u n ’esperienza a tta  ad accertare la rela
zione esistente fra dose ed effetto prodotto , anche perchè le migliori conoscenze 
che oggi si hanno sulla sperm atogenesi di D. m. ci perm ettono l’uso di tecniche 
più sensibili di quelle che erano a disposizione del Parker.

M a t e r ia l e  e  M e t o d o .

Q u attro  cam pioni di m aschi di D . ni. di e tà  di 0—24 h., eterozigoti nel 
2° crom osom a1 per b cnvg bw , sono sta ti irrad ia ti rispettivam ente con 500, 
1000, 2500, 4000 r. Dopo l’irradiazione, sono s ta ti tenuti in colture di m assa 
per 6 giorni con un eccesso di femmine ; la discendenza di queste colture è 
s ta ta  sca rta ta . Q uindi ciascun maschio è sta to  incrociato con 6 femmine 
vergini b cn vg bw per 6 successive figliate com prendenti : a) la discendenza 
del 70 8° 9 0 giorno successivo all’irradiazione b) del io° u °  c) del 120 130 
d) del 140 150 e) del 160 170 180/ )  del 190 20° 210. Vengono distin te tre zone 
di scambio : I fra b e cn, II fra cn e vg, I I I  fra vg e bw ; nella prim a zona di 
scambio si trova il centrom ero. Le irradiazioni sono sta te  fa tte  con un appa
recchio G ilardpni T /200/6 (180 K V P, 6 ma, 3 mm AI, 720 rjm).

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Genetica dell’Università di Roma con il contri
buto del Comitato Nazionale per l’Energia Nucleare.

(**) Nella seduta del 13 giugno 1963.
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R isu l t a t i e D is c u s s io n e .

Prim a di esporre i r isu lta ti o ttenu ti, dobbiam o ricordare che, in accordo 
con A uerbach (1954), i crossovers o ricom binanti vanno d istin ti in r 2 ed r x 
(secondo che il fenotipo m anifesti più di un m arcatore o un solo m arcatore) 
e che, m entre i prim i vanno considerati come sicuri crossovers, i secondi pos
sono derivare anche da m utazioni o piccole deficienze. P ertan to  è più cor
re tto  prendere in considerazione, per la I e la I I I  /o n a  di scambio, gli r 2 
o ttenu ti, m oltiplicando questo valore per due, nel caso in cui si voglia fare 
riferim ento alla in tera  progenie schedata.

Nel nostro precedente lavoro non abbiam o fa tto  ricorso a questa d istin 
zione per il criterio cui ci si è dovuti attenere nella stima, dell’effetto prodotto .

Nella T abella I, viene indicato il num ero di m aschi che hanno dato  
nella loro progenie crossovers r2 nelle varie figliate e con le varie dosi di irra 
diazione. Come si può notare, una grandissim a percentuale di m aschi ha 
avuto  crossovers nella discendenza nella figliata b) ; e questo è avvenuto  
lungo tu tto  il cromosoma, per cui, specie alle dosi maggiori, diversi m aschi 
hanno avuto  nella discendenza crossovers in più di una zona di scambio. 
Per questo e per il fa tto  che, come diremo in seguito, i gruppi di crossovers 
che compaiono nella discendenza dei singoli maschi hanno, nelle figliate 
a) e b), origine da più crossing-oversì ne deriverà che in queste figliate sopra t
tu tto  alle dosi più alte si abbia coti questo criterio una so ttostim a dell’effetto. 
Ciò non si verificherà invece o si avrà in term ini trascurabili nelle u ltim e tre 
figliate.

P ertan to  è ben evidente che la figliata b) raccoglie il p rodotto  di quelle 
cellule che $el corso della sperm atogenesi presentano la maggiore sensibilità 
all’induzione del crossing-over. T u tti gli A utori sono a ttualm en te  concordi, 
Per num erosi fa tti sperim entali, nell’affermare che la discendenza che un 
m aschio irrad ia to  dà nei giorni io° n °  ecc. dall’irradiazione, derivi da cellule 
^he in quel m om ento costituivano le ultim e generazioni nella popolazione 
dei goni secondari. Cellule cioè che si trovavano subito a m onte degli sperma- 
tociti prim ari. Nel giorno 9 0 per alcuni si avrebbe già la discendenza di cellule 
goniali ; per altri (Chandley e B atem an 1962) degli ultim i sperm atociti prim ari. 
Che anche nella nostra  esperienza ciò sia vero, è com provato dal fa tto  che, 
come si può osservare dalla fig. 1, il periodo di m inore fertilità  che si osserva 
norm alm ente nella v ita  dei maschi irrad iati è pressocché circoscritto alla 
figliata a). E noi sappiam o dai lavori di Friesen (1937) e W elshons e Russel 
( 19 5 i quali ne hanno dato  dim ostrazione istologica, che tale « sterilità  
tem poranea » è dovu ta alla m orte degli ultim i sperm atogoni e dei più giovani 
sperm atociti. Nella stessa fig. 1 si no ta come con il ritorno del maschio ad una 
fertilità  pressoché norm ale si abbia la maggiore produzione di crossovers e 
ciò, ripetiam o, con tu tte  le dosi ed in tu tte  le zone di scambio. Già il F rie
sen (1937) aveva osservato che gli ultim i goni sono i più sensibili all’induzione 
del crossing-over. A ltri dopo di lui concludevano per una maggiore sensibilità
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T a b e l l a  I.
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di queste cellule nei riguardi degli sperm atociti prim ari: A uerbach (1954); 
Chandley e B atem an (1957) ; Schacht (1958) ; ecc. Noi, d ’a ltra  parte , osser
vando la discendenza dei maschi irrad ia ti per un più lungo periodo, potevam o 
confrontare la sensibilità di queste cellule con quella di cellule più a m onte : 
notavam o che, dopo una figliata che andava dal 9 0 al 130 giorno, la percen-

90

4.000 r 
2.500 r
1.000 r 

500 r

Fig. I.

tuale di m aschi che presentavano crossovers nella discendenza andava sempre 
più dim inuendo (Olivieri é Olivieri 1963).

I presenti ̂ risu lta ti sperim entali ci autorizzano pertan to  a conferm are 
con maggiore precisione che gli ultim i goni sono più sensibili all’induzione 
del crossing-over rispetto  agli sperm atociti, e risultano inoltre in accordo con 
l’osservazione già fa tta  nel nostro precedente lavoro.

E orm ai ben noto che, nel corso della sperm atogenesi in Drosophila, le 
cellule più sensibili all’induzione del danno genetico sono gli sperm atidi e
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gli sperm atociti ; probabilm ente la d iversità che si ha nei riguardi degli sper- 
m atociti circa l ’induzione del crossing-over, risiede nel fa tto  che, alla m ancanza 
o quasi di accoppiam ento cromosomico duran te  la meiosi (è quasi assente 
nel maschio di Drosophila tutta, la profase meiotiea), fa riscontro d ’altra  
parte  una s tre tta  sinapsi som atica nelle cellule goniali. Si può inoltre pensare 
che questo tipo di « danno » genetico sia meno negativam ente selezionato di 
a ltri (es. traslocazioni), e possa più facilm ente passare a ttraverso  la meiosi. 
Per quel che riguarda le differenze esistenti nell’am bito della popolazione 
goniale, pensiam o che in realtà  non si tra tt i  di reali differenze di sensibilità, 
m a che il fenomeno si possa spiegare tenendo conto che la popolazione cellu
lare si restringe a m ano a m ano che si va verso i goni prim ari, fino a ridursi 
a poche cellule a questo livello. Ci conferm a in questa ipotesi il fa tto  che, come 
si osserva dalla Tabella I e fig. 1, con il passare del tempo la diminuzione 
della percentuale dei maschi crossovers è m olto maggiore per le dosi più 
alte d ’irradiazione, per cui nelle ultim e figliate tale percentuale è propor
zionalm ente più alta  nei campioni t ra t ta t i  con dosi minori. È plausibile pen
sare p ertan to  che le piccole dimensioni della popolazione cellulare t ra t ta ta  
possano rappresentare il fa tto re  lim itante, con cui spiegare le apparenti 
differenze esistenti nell’am bito della popolazione goniale.

V enendo allo scopo principale di questa esperienza, sarebbe sta to  nostro 
in ten to  verificare la relazione esistente fra dose ed effetto, sia per i crossovers 
prodo tti du ran te  la meiosi, sia per quelli o ttenu ti da cellule goniali e possi
bilm ente per le varie zone di scambio.

E  noto che il crossing-over p rodotto  in una cellula goniale deve avere 
come conseguenza necessaria la produzione di un gruppo o cluster di cros
sovers; questo fa tto  rende difficile po ter valutare correttam ente, dal num ero 
di crossovers o ttenu ti, l’effetto prodotto , in quanto  questo è la risu ltan te  
oltre che del num ero assoluto di eventi prim ari, anche dell’a ttiv ità  m olti
p licativa delle cellule, la cui en tità  non è facilm ente calcolabile. E in fatti 
nel nostro precedente lavoro, esam inando i vari criteri possibili per la valu
tazione jdell’effetto prodotto , esprim evam o riserve nei confronti di questo 
criterio. T u ttav ia , dai risu lta ti di questa nostra esperienza, riteniam o che la 
critica da noi p o rta ta  possa essere senz’altro  superata, per quel che riguarda 
l ’effetto sulle ultim e cellule goniali. In fa tti riferendoci alla figliata h) che, 
come abbiam o detto , raccoglie il p rodo tto  degli ultim i goni, possiamo fare 
le seguenti considerazioni.

O gnuna di queste cellule, per la sua posizione nel corso della sperm ato- 
genesi, p rodurrà un num ero non grande di sperm atozoi e, ammesso che in 
essa sia s ta to  indo tto  un crossing—over, solo la m età di questi porteranno il 
cromosoma crossover. Questi spermi si diluiranno inevitabilm ente nella 
vasta popolazione p ro d o tta  da tu tti  gli a ltri goni secondari ; solo una parte  
di ^ssi riuscirjà a fecondare a ltre ttan te  uova, né tu tti  gli zigoti, pur nelle 
migliori condizioni am bientali, po tranno  essere esam inati. P ertan to  è ben 
difficile che cellule goniali a questo livello della sperm atogenesi producano 
il cluster teoricam ente atteso. È chiaro che il discorso è diverso per goni che
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si trovino più a m onte e so p ra ttu tto  per i goni prim ari, per cui nelle altre 
figliate valutare l’effetto dalla percentuale di crossovers o tten u ti non sarebbe 
attendibile, senza apportare opportune e difficilmente calcolabili correzioni. 
Le considerazioni che abbiam o fa tto , oltre che dai presupposti teorici che 
le hanno accom pagnate, traggono validità dai fa tti sperim entali che vengono 
indicati nella Tabella II. In  questa sono ripo rta te  le distribuzioni con cui 
i crossovers r 2 si presentano nella discendenza dei vari m aschi in cui è sta to  
indo tto  lo scambio. Si fa riferim ento ad una sóla delle tre 1 zone di scambio, 
in quanto  l’andam ento  nelle altre non si discosta da questa. Queste d istri
buzioni, come si può notare, m entre sono in buon accordo con una d istribu
zione Poissoniana nella figliata b)ì non lo sono affatto  nelle figliate successive, 
né nella figliata a). D a ciò appare chiaro che nella figliata b) il num ero di 
crossovers o tten u ti è d ire ttam en te  proporzionale al num ero dd crossing-overs 
prodotti, e non viene altera to  dalla successiva m oltiplicazione cellulare, la 
quale produrrebbe come effetto più im m ediato una distribuzione tip icam ente 
non casuale degli eventi. A  conferm a di quanto  detto  sopra s ta  il fa tto  che 
nelle figliate a) e b) non si sono avuti clusters alle dosi più basse; e neppure 
alle più alte,’ in quelle zone ove il crossing-over è meno facilm ente inducibile. 
I clusters che si ottengono in queste figliate, in altri term ini, derivano da 
più eventi. Così il prim o apparire di un cluster di crossovers deve essere ancora 
considerato come segno di lesione goniale, non perché un crossing-over p rodotto  
nei goni ultim i si risolva sem pre in un cluster, m a perché, per la particolare 
sensibilità di questo stadio della spermatogenesi, si hanno m olte probabilità  
di o ttenere nella discendenza del medesimo maschio più crossoversì in quanto  
si sono p rodo tti più crossing-overs.

Abbiam o o ttenu to  alcuni clusters anche nella figliata a)ì segno questo 
che anche nel giorno 90 si può raccogliere in alcuni casi il p rodotto  di cellule 
goniali. P ertan to  le distribuzioni non casuali o ttenu te  nella figliata a) vanno 
impupate al fa tto  che essa è una figliata eterogenea. Concludendo, possiamo 
dire che la figliata a) raccoglie il p rodotto  degli sperm atociti prim ari e, in 
m isura rido tta , degli ultim i goni ; la b), degli ultim i goni ; la c), del resto 
della popolazione dei goni secondari e, in qualche caso, dei goni prim ari ; 
le ultim e tre figliate, essenzialm ente dei goni prim ari. Anche noi possiamo 
in fa tti conferm are l’osservazione già fa tta  per a ltra  via (Puro 1963) sulla 
com parsa abbastanza precoce del prodotto  dei goni prim ari. Ciò è dim ostrato  
dalle .caratteristiche di alcuni clusters che riportiam o in Tabella II I . Allo 
sta to  a ttu a le  delle nostre conoscenze, essi non possono essere a ttrib u iti ad 
altfo  che a crossing-overs indo tti in sperm atogoni prim ari, perché solo questi, 
per le loro caratteristiche che possiamo paragonare a quelle delle cellule 
«cam biali»  del regno vegetale, hanno teoricam ente la possibilità di dare 
clusters che durino tan to  a lungo nel tempo.

Ber tu tto  quello che si è detto , abbiam o po tu to  facilm ente calcolare 
l’effetto prodo tto  nella figliata b). I risu lta ti o tten u ti sono espressi nella 
Tabella IV, m entre nella fig. 2 (re tta  A) si può vedere come, sulla base di 
questi risu lta ti, sussista per la prim a zona di scambio, fra dose ed effetto,
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T a b e l l a  IL

Giorni
dal Dose

N. di crossovers (r2) uguali in I zona per ^ irradiato
Accordo 

con distrib. 
di Poisson

trattamento
0 1 2 3 4 . 5 6 7 8 9 IO 11

e + < P<

[
500 _ _

(«) ' 
7, 8, 9 , ■ • -,

IOOO 62 4 — o,5 0,7

2500 59 7 1 1 1 — 0,001
f 4000 50 14 6 5 2 0,001

[
500 58 6 — ° > 5  0,7

(*) 1 
IO, Il . . (

1000 53 18 3 — 0,8 0,9

2500 21 56 12 , ! 4 2 2 — 0,3 0,5
[
I
4000 16 33 39 16 8 3 1 2 — 0O"

1

(
500 58 3 — 1 — 0,001

( f i ) ] 
12, 13 . . {

1

1000 59 2 2 — 2 — 0,001

2500 56 6 2 2 2 — — — 1 — 0,001

! 4000 54 5 4 2 3 4 2 1 1 0,001

I
500 57 1 — 2 — 0,001

( d )  }
14, 15 • • \

IOOÒ 59 — 1 — 1 — 0,001

I
2 500 59 2 1 — — 2 — — — — 1 0,001

! 4000 56 2 2 1 2 1 1 1 — i — 3 0,001

1
500 56 1 — 1 — 0,001

w  1
16, 17, 18. . \

1000 58 — — 1 — o;ooi

j 2500 54 — i — — — 1 — 1 — 0,001

( 4000 56 1 1 3 — 1 1 — 1 — 1 3 0,001

/■
l

500 5i — — — 1 — 0,001

( / )  : 
19, 20, 21 . . {

1006 54 1 — 0,001

2500 53 — — 1 — — — 1 — — — 1 0,001
\ 4000 49 ' — — 1 — 1 1 1 — 1 — 3 0,001

46. — RENDICONTI 1963, Voi. XXXIV, fase 6
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dopo trasform azione logaritm ica, una relazione lineare il cui coefficiente di 
regressione è : b — 1,786 ± .0,036.

P ertan to , in base alla relazione trovata , dovrem m o concludere che 
nella zona eterocrom atica e centrom erica del cromosoma, il crossing-over 
indo tto  in cellule goniali è un fenomeno cosidetto « a  due u rti» , cioè deriva 
da due ro ttu re  d istin te e separate.

T a b e l l a  III .

G i o r n i  d a l  t r a t t a m e n t o

Trattamento 12-13 14-15 . 
 ̂

00 19-20-21

Non
cross. Crossovers Non

cross. Crossovers Non
cross. Crossovers Non

cross. Crossovers

<$ n. 25 1000 r 92 1 cn vg 76 14 cn vg 95 11 cn vg 54 io cn vg

c? n. 63 1000 r 93 4 vg bw 76 11 vg bw 
17 b cn

99 12 vg bw 
• 15 b c?i

50

00 00

n. 73 4000r 63 12 b cn 125
21 vg bw

83
31 vg bw

89
8 vg bw

c? n. 132 4000 r 74 12 b cn 
16 vg bw

78 13 b cn 
7 vg bw

59 16 b cn 
9 vg bw

72 9 b en 
9 vg bw

Q uindi alla sua base vi sarebbero gli stessi eventi che conducono alle 
trasldcazioni ; “ si tra tte reb b e  cioè di un in trascam bio simmetrico.

Per questi fenomeni in Drosophila si è sem pre visto che alle alte dosi 
il danno non aum enta secondo il quadrato  della dose, come teoricam ente 
ci si (dovrebbe attendere, m a proporzionalm ente ad una potenza della dose 
che è intorno a 1,5.

Per spiegare questa discordanza, si è osservato che non tu tti  i « riag
g iustam enti » cromosomici possono in realtà  essere esam inati, m a solo quelli 
cqoipatibili con la v ita lità  del fenotipo (M uller 1940).

Il coefficiente di regressione da noi trovato, è in realtà  m aggiore di 
1,5. B atem an (1957), studiando l’induzione di delezioni nel cromosoma i°, 
trovava in una serie di esperim enti un coefficiente di 1,5 ed in u n ’altra
di 1,7.

iHTel nostro caso, dobbiam o tenere presente che abbiam o a che fare con 
un danno cromosomico che è probabilm ente meglio sopportato  dalle cel
lule e dal fenotipo. Ciò potrebbe spiegare il coefficiente di 1,7 da noi 
trovato .
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Dai dati esposti nella Tabella IV  atppare evidente che nessuna chiara 
relazione possiamo prospettare  fra dose ed effetto lungo il resto del cromo
soma. Ciò potrebbe essere im pu ta to  a f f a t to  che lo stadio sensibile schedato 
nella figliata b) abbia po tu to  « perdere », in m isura non uguale per le varie 
dosi, alcuni crossovers schedati invece nella figliata a). E questo avrebbe 
una notevole influenza su percentuali così basse come quelle con cui abbiam o 
a che fare. Qualora, per po ter « recuperare » tali crossovers, si sommino insieme 
per la II e I I I  zona di scambio i dati della figliata d) e della b), si ottengono 
i risu lta ti esposti nella Tabella V. Nella fig. 2 (re tta  B) si vede come anche 
in questo caso esista, dopo trasform azione logaritm ica, una relazione lineare 
fra dose ed effetto, il cui coefficiente di regressione è : b =  1,706 ±  0,040.

T a b e l l a  IV.

Giorni
dal

trattamento
Dose Discen

denza

N . di crossovers (2 rz) per zona di scambio

I % II / 0 III % II 
+  III /o

500 10200 12 0,11 ±  0,03 2 0,01 — — 2 0,01 i o ,  009

(6) 1000 11760 48 0,40 ±  0,06 6 0,05 4 0,03 I O 0,08 ito ,02
I O ,  I I /

1
ì 25o° ,13154 282 2,14 d= 0,12 20 0,15 48 0,36 68 0,51 ± 0 ,06
11 400O
1

10245 456 4,45 ±  0,20 26 0,25 48 0,46 . 74 0,71 d=o,08.

È chiaro che questa relazione è la risu ltan te  di com ponenti di cui non 
sappiam o valu tare l’en tità , come ad es. la percentuale di crossovers m itotici 
e meiotici, e per q uan ta  parte  il campione sia composto da gam eti che deri
vano da) sperm atogoni e da sperm atociti.

T a b e l l a  V .

Giorni
dal

trattamento i
Dose *

Discen
denza

N. di crossovers (2 r2) per zona di scambio

I % II 0//o IH %
II 

+  III %

500 18092 12 0,06 ±  0,01 4 0,02 — 4 0,02 ±  0,01

(a) 4 - (b) 1000• '1
21831 L 56 0,25 ±  0,03 9 0,04 8 0,03 17 0,07 ±  0,01

7, 8, 9, io, 11 </ . 1

2500 20485 314 1.53 ±  ° . ° 8 22 0,10 48 0,23 70 0,34 ±  0,04

4000 13854 554 3.99 ±  0,16 3i 0,22 64 0,46 95 0,68 ±  0,06
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T u ttav ia  essa potrebbe costituire indicazione per affermare che anche 
lungo il resto del cromosoma, il crossing-over indotto  è un fenomeno « a due 
u rti ». Circa la n a tu ra  del fenomeno quando esso viene indotto  negli sperma- 
tociti prim ari, non possiamo dire nulla per la eterogeneità della figliata a), 
di cui si è già parlato .

In  base ai risu lta ti o tten u ti in questa nostra esperienza, possiamo in te r
pre tare  la dim inuzione da noi osservata neH’induzione del crossing-over a

> 0 -

- 2  -

log d o s e  0

Fig. 2.

cariGQ della zona centrom erica nei tra ttam en ti frazionati, come dovuta a 
norm ali fenomeni di restituzione analoghi a quelli che si osservano per le 
traslocazioni e per tu tti  i fenomeni a due urti, e probabilm ente ciò è vero 
per i crossing-overs che avvengono lungo tu tto  il cromosoma.

Il fa tto  che nel nostro precedente lavoro non avessimo osservato nei 
tra ttam en ti frazionati una diminuzione nella zona non centrom erica, lo 
possiamo spiegare tenendo presente che, per il criterio da noi usato  nella 
valutazione dell’effetto prodotto , som m avam o i risu ltati o tten u ti in più 
figliate successive. Per questo una eventuale dim inuzione potrebbe essere 
s ta ta  com pensata e m ascherata dal fa tto  che, come si è già visto, nelle ultim e
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figliate, alle dosi più alte, c’è una percentuale proporzionalm ente m inore di 
m aschi che danno crossovers nella progenie. R esta tu tta v ia  la possibilità che 
i fenomeni di restituzione avvengano con maggior facilità nell’eterocro- 
m atina  che nell’eucrom atina.
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