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La sindrome di Martin-Bell: indagine molecolare del sito fragile
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Introduzione

La sindrome dell'X-fragile è la causa più comune di
ritardo mentale ereditario1,2. La sindrome è associa-
ta alla presenza di un sito genomico fragile sensibi-
le ai folati (locus FRAXA) sul cromosoma X, ban-
da Xq27.3, evidenziabile mediante indagine citoge-
netica3. Il clonaggio del sito fragile nel 19914-6 ha
permesso di individuare una sezione di DNA com-
posta solo dalla tripletta CGG ripetuta numerose
volte. La sequenza ripetuta CGG segrega come po-
limorfismo nella popolazione normale, ma diventa
instabile oltre una dimensione critica. Nolin et al7

definiscono normali i cromosomi X  che presentano
da 6 a 50 ripetizioni circa della tripletta CGG e che
vengono trasmesse senza variazioni; esiste una “zo-

na grigia” di circa 51-58 ripetizioni, alcune delle
quali mostrano instabilità durante la meiosi, mentre
gli alleli con premutazione, che contengono ap-
prossimativamente 59-200 triplette ripetute, hanno
un’alta probabilità di espandersi nella trasmissione
da una generazione alla successiva. Altri autori eu-
ropei8 definiscono normali gli alleli contenenti da 6
a 53 ripetizioni e premutati quelli con 54-200 tri-
plette. Gli individui affetti presentano più di 200
copie (fino a 1000): in queste condizioni il DNA
vicino e le ripetizioni stesse vengono ipermetilate9.
L'ipermetilazione coinvolge la regione promoter
del gene FMR1 (Fragile Mental Retardation 1)5 ed
è associata a repressione della trascrizione genica e
a riduzione dei livelli di proteina FMR1. L’assenza
di proteina causa il fenotipo della sindrome10,11. 

Premesse: La diagnosi molecolare della sindrome
dell’X fragile ha soppiantato nell’ultimo decennio
l’indagine citogenetica; in particolare la tecnica del
Southern blot consente sia di determinare l’espan-
sione nel numero delle triplette CGG nel sito fragile,
sia lo stato di metilazione del gene FMR1.
L’individuazione diretta dei soggetti affetti e delle
portatrici tramite Southern non è comunque né rapi-
da, né economica. La prevalenza relativamente bas-
sa della sindrome negli affetti da ritardo mentale
rende conveniente l'utilizzo della PCR per l'esclusio-
ne della malattia, ma l'amplificazione di sequenze
ricche di C e G richiede accorgimenti particolari e
rivelazione radioattiva o chemiluminescente.
Metodi: In questo lavoro sono stati analizzati 64
soggetti italiani affetti da ritardo mentale, presele-
zionati dal neurologo, e alcuni loro familiari (130
soggetti in totale). Una prima indagine è stata ese-
guita amplificando il sito fragile con un enzima di
recente introduzione in commercio, la Pt-Pfx poli-
merasi, e separando gli amplificati mediante elettro-
foresi in gel di poliacrilammide denaturante, seguita
da colorazione argentica. Successivamente i casi po-

tenzialmente positivi sono stati sottoposti a Southern
blot con la sonda StB12.3. 
Risultati: Tramite PCR sono stati individuati 10 po-
tenziali affetti, 4 maschi e 6 femmine. Col Southern
blot si è confermata la sindrome per i 4 maschi e si è
verificata l’assenza di malattia per le 6 femmine,
omozigoti per il numero delle triplette CGG. È stato
inoltre verificato lo stato di portatrice per 2 madri in-
dagate. La prevalenza della sindrome è risultata del
6.2%. La distribuzione degli alleli (CGG)n nei sog-
getti indagati presenta un massimo a 30 ripetizioni e
due picchi minori a 20 e 23 triplette, come riportato
in altri studi su popolazioni caucasiche. Nella popo-
lazione femminile analizzata (63 soggetti) la fre-
quenza delle omozigoti (CGG)n è risultata del 29%. 
Conclusioni: Un approccio diagnostico alla sindro-
me dell’X fragile che preveda una selezione dei sog-
getti con ritardo mentale tramite visita neurologica,
successivo screening mediante PCR e verifica dei
potenziali positivi con Southern blot, consente la ra-
pida esclusione della sindrome nella gran parte dei
casi e permette di contenere la spesa per l’indagine,
senza sensibile discapito per la qualità.
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Prima del 1991 la sindrome dell’X fragile veniva
diagnosticata tramite analisi citogenetica, e studi di
screening riportavano un’incidenza nei maschi com-
presa tra 1 su 1000 e 1 su 26002,12. Dopo la clonazio-
ne del gene FMR1, l’analisi tramite Southern blot ha
permesso di ottenere i dati critici relativi alla dimen-
sione e allo stato di metilazione della mutazione.
Inoltre la diagnosi può venire rapidamente esclusa
utilizzando la PCR per determinare il numero delle
ripetizioni CGG nei maschi e la presenza di due al-
leli a diverso numero di ripetizioni nelle femmine.
L'utilizzo della PCR come primo approccio diagno-
stico è relativamente economico e rapido se parago-
nato all'analisi col Southern blot, ma non privo di
difficoltà. I tentativi iniziali di analisi della mutazio-
ne con la PCR non ebbero successo a causa dell'alta
stabilità delle doppie eliche ad alto contenuto di CG.
Accorgimenti tecnici per facilitare l’amplificazione
di questi tratti di DNA sono l’uso di dimetilsolfossi-
do (DMSO) e di 7-deaza-deossiguanosina trifosfato
(c7GdTP), che destabilizza la doppia elica del DNA
e facilita la separazione delle catene antisenso. L’uso
di c7GdTP riduce notevolmente l’efficacia della co-
lorazione con etidio bromuro, sono stati perciò in-
trodotti metodi di rivelazione indiretti, con marcati
radioattivi13,14 o chemiluminescenti15, incorporati du-
rante l’amplificazione o utilizzati come sonde dopo
trasferimento su supporto solido16,17. La rivelazione
con etidio bromuro è divenuta possibile con l’intro-
duzione dell’enzima Pfu polimerasi18, che gode di
elevata termostabilità ed efficienza.
In questo lavoro si è affrontata la diagnosi di sindro-
me dell’X fragile in soggetti affetti da ritardo menta-
le preselezionati con visita neurologica o neuropsi-
chiatrica. La sindrome è stata esclusa in maniera ra-
pida e relativamente economica tramite PCR, segui-
ta da elettroforesi in gel di poliacrilammide denatu-
rante e colorazione argentica. Questo tipo di rivela-
zione è ottenibile con l'uso della Pt-Pfx polimerasi,
un enzima di recente introduzione in commercio. La
PCR ha permesso di analizzare anche la distribuzio-
ne degli alleli a diverso numero di triplette ripetute
nei soggetti indagati e in alcuni dei loro familiari.
Tutti i casi risultati potenzialmente positivi alla PCR
sono stati infine sottoposti a Southern blot. 

Soggetti, materiali e metodi

Sono stati esaminati 64 soggetti (48 maschi, 16 fem-
mine) affetti da ritardo mentale, i cui campioni di san-
gue sono pervenuti al nostro laboratorio tra il 1989 e
il 1999. I propositi provengono da Verona e provincia
ed è stato loro consigliato di sottoporsi a indagine per
la sindrome dell’X fragile in seguito a visita neurolo-
gica o neuropsichiatrica. Di alcuni sono stati indagati
anche le madri e/o altri componenti della famiglia. In
totale i soggetti indagati sono stati 130 (67 maschi, 63
femmine). I 64 probandi sono stati sottoposti anche
ad indagine citogenetica del cariotipo, che ha escluso
la presenza di altre anomalie cromosomiche.
Estrazione del DNA. Il DNA genomico è stato isola-
to da sangue periferico intero raccolto in provetta

contenente EDTA-K3. Alcuni campioni (1989-1992)
sono stati trattati con cloruro di guanidina, per altri è
stato utilizzato il metodo “salting out” di Miller et
al19 (Puregene DNA Isolation Kit, Gentra Systems,
Minneapolis, MI, USA).
PCR. L’amplificazione delle ripetizioni CGG nel
locus FRAXA è stata eseguita con i primer c e f13:

c: 5’-GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT-3’

f: 5’-AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA-3’

Il volume totale di reazione è di 25 µL, si utilizzano
Pfx Amplification Buffer in concentrazione 1x,
PCRx Enhancer Solution 4x, deossinucleosidi trifo-
sfato (dNTP) 0.25 mM ciascuno, MgSO4 1 mM, 0.6
mM di ciascun primer e 1.25 U di Pt-Pfx polimerasi
(GibcoBRL Life Technologies IT, Milano). Il pro-
gramma di amplificazione (Thermal Cycler PTC-
200 MJ Research) è costituito da una iniziale dena-
turazione a 96 °C per 5’, seguita da 30 cicli con de-
naturazione a 96 °C per 45”, “annealing” a 60 °C
per 20” ed estensione a 68 °C per 5’. L’estensione
finale è protratta per ulteriori 10’. Le dimensioni
dell’amplificato dipendono dal numero delle triplet-
te; l’allele più frequente con 30 ripetizioni dà un am-
plificato di 311 paia di basi (bp).
In caso di mancata amplificazione delle ripetizioni
CGG viene eseguita un’amplificazione di controllo
per verificare la qualità del DNA estratto. Si amplifi-
ca una regione ricca di CG nel tratto codificante il
recettore degli androgeni con i seguenti primer(13):
AR-a: 5’-ACC AGG TAG CCT GTG GGG CCT CTA CGA TGG GC-3’

AR-b: 5’-CCA GAG CGT GCG CGAAGT GAT CCA GAA CCC G-3’

La miscela di reazione ha un volume totale di 25 µL
e contiene tampone Pfu 1x (20 mM Tris-HCl pH
8.75, 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM
MgSO4, 0.1% TritonX-100, 100 mg/mL BSA), con-
centrazione 0.3 mM di ciascun primer, 0.2 mM di
deossiadenosina trifosfato (dATP), deossicitidina tri-
fosfato (dCTP) e deossitimidina trifosfato (dTTP),
concentrazione 0.15 mM di deossiguanosina trifo-
sfato (dGTP), 50 mM di c7GdTP, 100 ng di DNA
genomico, DMSO al 10% e 1.25 U di exo(-)Pfu po-
limerasi (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Il pro-
gramma di amplificazione è costituito da 30 cicli
che comprendono: denaturazione a 99 °C per 1’,
“annealing” a 63 °C per 1’30”, estensione a 75 °C
per 2’. L’estensione finale viene protratta per 10’.
L’amplificato è di 306 bp.
L’analisi degli amplificati viene eseguita in gel
(20x20 cm) di poliacrilammide denaturante al 6%,
urea 8.3 M, tampone Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x.
A 3 µL di amplificato sono aggiunti 6 µL di tampo-
ne di carica denaturante (formammide 95%, xilene
cianolo 0.05%, blu di bromofenolo 0.05%, EDTA 20
mM) e i campioni sono posti a 95 °C per 10’ prima
della semina. Anche il gel viene preriscaldato con
una precorsa di 15’ a 600 V. Dopo la semina dei
campioni il voltaggio è posto a 300 V per 10’, poi a
600 V per 3 ore.
Le bande sono evidenziate tramite colorazione argen-
tica, che fornisce una sensibilità circa 20 volte supe-
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riore all'etidio bromuro per il DNA in doppia elica20 e
consente di rilevare anche i filamenti singoli di DNA. 
Il numero delle ripetizioni CGG viene determinato
per confronto con bande di peso molecolare noto. 
Southern blot. Viene utilizzata la sonda StB12.34,
gentilmente fornitaci dal dr. JL Mandel e collabora-
tori (Strasburgo, Francia). Per ogni campione da
analizzare circa 7 µg di DNA genomico sono digeri-
ti overnight a 37 °C con 50 U di enzima HindIII
(Roche Diagnostics SpA, Milano)21 e 150 U di EagI
(New England Biolabs GmbH, Francoforte,
Germania) nel tampone di EagI NE3 1x (100 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1mM ditio-
treitolo, pH 7.9 a 25 °C). I frammenti di DNA ven-
gono separati per elettroforesi in gel d’agarosio
“high strength” (GibcoBRL Life Technologies IT)
allo 0.8%, in tampone Tris-Acetato-EDTA (TAE)
1x, a 30 V per 24 ore. Il DNA è trasferito su mem-
brana di nylon carica positivamente Hybond™-N+
(Amersham International plc, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK), tramite trasferimento alcali-
no con sodio citrato salino (SSC) 10x e NaOH 0.1 N
overnight e fissato per esposizione della membrana
ai raggi UV su transilluminatore per 4’.
Prima dell’ibridazione la sonda StB12.3 viene mar-
cata con fluoresceina 11-deossiuridina trifosfato (Fl-
dUTP), secondo le istruzioni del kit “Gene Images
random prime labelling module” (Amersham). 
La membrana viene preibridata a 60 °C per 2 ore con
SSC 5x, sodio dodecil solfato (SDS) 0.1% (w/v), de-
stran solfato 5% (w/v), liquid block (Amersham) di-
luito 1 a 20, DNA di aringa 100 µg/mL. Trascorse le
2 ore una quantità opportuna di sonda marcata con
FldUTP è aggiunta direttamente alla miscela di prei-
bridazione dopo essere stata denaturata per 5’ a 100
°C e raffreddata rapidamente in ghiaccio.
L’ibridazione viene protratta overnight a 60 °C.
Vengono eseguiti due lavaggi della membrana a 60
°C con SSC 1x e SDS 0.1% per 15’, poi altri due la-
vaggi a maggior stringenza con SSC 0.5x e SDS
0.1% per 15’ a 60 °C. La rivelazione della sonda
ibridata viene eseguita secondo le istruzioni del kit
“Gene Image CDP-Star detection module”
(Amersham) e la membrana viene esposta su lastra
Hyperfilm ECL (Amersham) per 2 ore in cassetta
autoradiografica.

Risultati 

L'elettroforesi degli amplificati in gel di poliacri-
lammide denaturante permette di separare anche
gli alleli che differiscono per una sola tripletta.
Ogni allele amplificato con l'enzima Pt-Pfx poli-
merasi dà origine nel gel a due bande, una per cia-
scun "single strand" e non compaiono bande om-
bra, come invece accade sia con Taq sia con Pfu
polimerasi. Con Pt-Pfx è quindi più semplice rico-
noscere le eterozigosi16. L'uso di Pt-Pfx consente
inoltre di ottenere alte rese di amplificazione senza
ricorrere all'uso di c7GdTP. Si evita così l'altera-
zione della mobilità elettroforetica delle bande, che
può comportare errori nell'assegnazione del peso
molecolare 13,22,23.

Tramite PCR ed elettroforesi sono state ricono-
sciute eterozigoti 10 delle 16 probande, mentre
non si è ottenuta amplificazione per 4 dei 48 pro-
bandi. In tutti e 4 i casi si è ottenuto l’amplificato
di controllo e l’analisi in gel d’agarosio all’1% ha
confermato l’integrità del DNA estratto. La PCR
non ha perciò permesso di escludere la sindrome
per 4 maschi e per 6 femmine, per mancata ampli-
ficazione nel caso dei maschi e per omozigosi nel
caso delle femmine. Questi 10 soggetti sono stati
sottoposti successivamente a indagine Southern,
che ha permesso di escludere la sindrome per tutte
e sei le femmine, mentre ha confermato la sindro-
me dell’X fragile per i 4 maschi. In figura 1 è ri-
portato il risultato dell’analisi Southern per 3 dei 4
affetti e per 2 madri indagate. Nelle posizioni 1 e
10 vi sono due marker di pesi molecolari, nelle
posizioni 8 e 9 i controlli negativi, rispettivamente
maschio e femmina, mentre nelle posizioni 2, 4 e
6 sono stati caricati i campioni di 3 dei 4 probandi
che non hanno dato prodotto PCR. È evidente la
presenza di una banda sfumata ad alto peso mole-
colare in tutti e tre i casi, indice di un’ampia
espansione (CGG)n metilata, mentre è del tutto as-
sente la banda di 2.8 kb, individuata dalla sonda in
caso di cromosoma X sano non metilato. Nelle po-
sizioni 3 e 5 sono analizzate le madri dei probandi
in 2 e 4. Sono evidenti in entrambi i casi  le bande
sfumate ad alto peso molecolare del cromosoma X
malato e le bande a 2.8 e 5.2 kb, che derivano dal
cromosoma X sano. In particolare la banda a 5.2
kb indica la presenza di una certa percentuale di
allele normale inattivo. Risultati analoghi sono ri-
portati da altri autori24,25. Mingroni-Netto et al25 ri-
scontrano in 25 su 30 eterozigoti la presenza di al-

Figura 1. Analisi Southern blot con la sonda StB12.3 di DNA di-
gerito con HindIII e EagI. Nelle posizioni 1 e 10 sono stati carica-
ti i marker di peso molecolare MWM II e MWM III; nelle posizioni
8 e 9 vi sono i controlli negativi, rispettivamente maschio e fem-
mina. Nelle posizioni 2, 4 e 6 sono analizzati 3 probandi che non
hanno dato prodotto PCR. Nelle posizioni 3 e 5 sono analizzate
le madri dei probandi in 2 e 4. In posizione 7 è analizzata una
probanda omozigote alla PCR, che risulta sana.
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leli normali sia attivi che inattivi, senza peraltro
trovare una correlazione tra inattivazione dell’alle-
le normale e manifestazione della sindrome. In po-
sizione 7 di figura 1 è analizzata una delle 6 pro-
bande, che risulta sana.
La distribuzione delle triplette nella popolazione in-
dagata (193 cromosomi X), alla luce dei risultati
della PCR e del Southern, è riportata in tabella I.
L’allele prevalente (39.9%) presenta 30 ripetizioni,

ed è seguito dall’allele a 29 triplette (18.6%). Sono
inoltre presenti nella distribuzione altri due picchi a
20 (9.8%) e 23 (6.2%) copie.
Tramite PCR sono state riconosciute eterozigoti 43
femmine su 63. Il Southern blot ha poi chiarito lo
stato di eterozigosi per le madri di due degli affetti
individuati. La frequenza complessiva dell'eterozi-
gosi risulta del 71%. In tabella II è analizzata la dis-
tribuzione degli alleli nelle femmine omozigoti ed
eterozigoti. Come era prevedibile il genotipo più
frequente per le omozigoti è 30/30 e per le eterozi-
goti è 29/30.

Discussione

Indagini di tipo molecolare danno un’incidenza del-
la sindrome di circa 1 su 4000 maschi12,26. La preva-
lenza della mutazione piena FRAXA nella popola-
zione con ritardo mentale è stata studiata da molti
gruppi e varia considerevolmente tra gli studi, pas-
sando dallo 0.6%16 al 22%27 (tabella III). Su 64 sog-
getti affetti da ritardo mentale analizzati in questo
lavoro, ne sono stati individuati 4 affetti da sindro-
me di Martin-Bell, con una prevalenza del 6.2%. In
un altro studio italiano eseguito su 453 soggetti con
ritardo mentale è riportata una prevalenza del 22%27,
ma tra gli altri studi eseguiti in Europa con analisi
molecolare la prevalenza massima riportata è del
4.2%28. La prevalenza riscontrata è quindi in linea,
se non superiore, alla media europea. È comunque
importante sottolineare che la prevalenza della sin-
drome nella popolazione che si analizza rispecchia
la preselezione della popolazione stessa.

Tabella I: Distribuzione degli alleli a diverso numero di triplette
nei 193 cromosomi X indagati in questo lavoro.

CGG Numero alleli %

18 1 0.5

20 19 9.8

22 1 0.5

23 12 6.2  

24 1 0.5  

27 3 1.6  

29 36 18.6  

30 77 39.9 

31 14 7.2  

32 11 5.7  

36 1 0.5  

42 2 1.0  

43 3 1.6  

44 1 0.5  

48 3 1.6  

51 2 1.0 

>200 6 3.1  

Tabella II: Alleli individuati nella popolazione di 63 femmine indagata in questo lavoro.

Alleli CGG Numero %

omozigoti 

30/30 12 19.0

29/29 4 6.4

20/20, 31/31 1 1.6 

eterozigoti 

29/30 8 12.7

20/30 6 9.5

30/32 4 6.4

23/29, 23/30, 29/31 2 3.2 

18/30, 20/23, 20/29, 20/31, 22/30, 23/42, 23/48, 24/32, 27/29, 27/30, 29/42, 29/43, 29/48,
30/31, 30/43, 30/44, 30/51, 31/36, 32/43, 23/>200, 31/>200 1 1.6

Tabella III: Prevalenza della sindrome dell’X fragile in pazienti con ritardo mentale in popolazioni diverse.

Regione Numero di pazienti Prevalenza % Riferimento

UK 180 2.2 Jacobs et al, 1993(22)

Italia 453 22.0 Perroni et al, 1994(27)

Paesi Bassi 236 4.2 van den Ouweland et al, 1994(28)

Giappone 425 2.7 Hofstee et al, 1994(29)

Giappone 256 0.8 Nanba et al, 1995(30)

Hong Kong 324 0.6 Pang et al, 1999(16)

Cipro 866 0.9 Patsalis et al, 1999(31)
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Oltre alla malattia da espansione delle triplette sono
descritti in letteratura casi di sindrome dell’X fragile
dovuti a delezioni e/o mutazioni puntiformi32-34, non
localizzate in un punto costante della sequenza. Lo
studio sistematico di questi casi, che rappresentano
circa il 10% del totale, richiede il sequenziamento del
gene o indagini di espressione genica10,35, non esegui-
bile in un laboratorio con dotazioni normali o quando
non è disponibile mRNA del probando.
Vari autori hanno studiato la distribuzione delle triplet-
te nella popolazione. In uno studio su 570 cromosomi
X non correlati, principalmente di bianchi caucasici, il
numero di ripetizioni CGG nel gene FMR1 risulta
compreso tra 12 e 52, con l’allele più frequente di 30
ripetizioni in 221 (38.8%) cromosomi15. La distribu-
zione appare multimodale con il primo picco tra 29 e
31 e picchi minori a 20 e 23. Distribuzioni simili con
l’allele più frequente di 29 ripetizioni sono state osser-
vate in altri studi su soggetti caucasici17, 36-38. Poichè
l’allele più frequente nei caucasici è il 30 e non il 29,
tale discrepanza è probabilmente dovuta a errori di ti-
po analitico13, 22, 23. Nella popolazione cinese, Zhong et
al39 e Pang et al16 riportano invece una prevalenza del-
l’allele con 29 ripetizioni (44.0%), un secondo picco a
36 e nessun picco tra 20 e 22 triplette. La frequenza di
eterozigoti tra le femmine varia dall’80%15 al 65%16.
Nelle popolazioni caucasiche la gran parte delle fem-
mine omozigoti presenta 30 ripetizioni, mentre il ge-
notipo più comune tra le eterozigoti è 29/30.
In figura 2 sono confrontate le frequenze ottenute per
gli alleli con meno di 53 ripetizioni con le frequenze
riportate da Brown et al15 e Patsalis et al40 su popola-
zioni bianche non affette da ritardo mentale, rispetti-
vamente su 570 e 3.205 cromosomi X. Circa l’80%
dei cromosomi X in questi studi presentano alleli con
20, 23, 29, 30, 31 o 32 triplette, sia nelle popolazioni
normali che negli affetti da ritardo mentale. 
In questo lavoro l’87% dei cromosomi X presentano
gli alleli (CGG)n più frequenti. Tenuto conto del nu-
mero ristretto di cromosomi e della parentela tra i

soggetti indagati, le distribuzioni non si discostano si-
gnificativamente rispetto agli altri 2 studi citati.

Conclusioni

A tutt'oggi la sindrome dell'X fragile non è curabile,
da ciò si evince l'importanza della prevenzione.
L'analisi del sito FRAXA, così come proposto in
questo lavoro, con studio dei soggetti affetti da ritar-
do mentale preselezionati tramite consulenza neuro-
logica o neuropsichiatrica, in primis tramite PCR e
quindi eventualmente con Southern blot, consente di
ottenere dati diagnostici validi e in tempi relativa-
mente rapidi contenendo la spesa. In particolare
l'amplificazione del sito FRAXA con Pt-Pfx, accom-
pagnata da rivelazione con impregnazione argentica,
permette di ottenere una rapida esclusione della sin-
drome.  
Il costo relativamente ridotto di questo approccio ne
può consentire l’impiego per lo screening della popo-
lazione con ritardo mentale, e per indagare la even-
tuale differente distribuzione delle triplette tra popola-
zioni normale e affetta da ritardo mentale.
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