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ABSTRACT. La storia della scienza e in particolare quebdladbiologia & stata continuamente contraddistinta
dalla ricerca degli strumenti piu adatti per aftae 'indagine scientifica. Molto spesso per capin
problema complesso risulta utile scegliere e adiie un modello pit semplice nel quale il fenomeno
biologico da indagare si presenti in modo particoknte "puro” ed esemplare. Tutto cid che verra
capito nel modello sara poi estrapolato e verifigat contesti pill complessi. Il continuo intrectia
semplicita e complessita, tra strutture e relazatr@ si realizza in tal modo consente alle conaszen
scientifiche di progredire. Cosi da quasi un deensoci fondatori di Open Science, autori di qoes
articolo, hanno scelto ed usato gli organismi miodetlla didattica delle scienze.
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La storia della scienza e in particolare quelldadblologia € stata continuamente contraddistirstifad
ricerca degli strumenti piu adatti per affrontaliadagine scientifica. Molto spesso per capire unbfema
complesso risulta utile scegliere e utilizzare mmotlello” piu semplice nel quale il fenomeno biotagida
indagare si presenti in modo particolarmente "p@'esemplare. Tutto cio che verra “capito” nel elladsara
poi estrapolato e verificato in contesti piu comsple Il continuo intreccio tra semplicita e compiasg tra
strutture e relazioni che si realizza in tal modasente alle conoscenze scientifiche di progredire.

Dai piselli di Mendel, alle uova e agli embrionigmeanfibiIEI

e del riccio di mare, dall'assone gigante del
calamaro, alle ghiandole salivari della drosofila.aneora, dal sistema immunitario del topo al siste@rvoso
dell'aplysia....la biologia moderna si & progressivai@eostruita su sistemi-modello.

Per essere un “buon modello” per la ricerca spatiahe un organismo animale o vegetale deve presenta
alcune caratteristiche particolari, come un cidale breve e una progenie numerosa, in modo dseatire lo studio
di numerosi individui per varie generazioni, matenta facilitd di allevamento e manipolazione, mng basso
costo. Tali caratteristiche sono tutti elementdamentali nella “scelta” di un organismo “modello”.

Il lievito Saccharomices cerevisiae, il moscerino delta frutt®rosophila melanogaster, la piccola pianta
Arabidopsis thaliana, il verme nematod€aenorhabditis elegans, e, tra i vertebrati, il pesciolinDanio rerio,
presentano gran parte di tali caratteristiche €iparanno avuto ed hanno enorme importanza neliroa
scientifica, specialmente in biologia molecolare.

Ogni organismo modello presenta sia dei vantaggiddyli svantaggi, per cui la scelta di un paréicel
modello viene fatta principalmente in funzione tig@b di ricerca che si vuole affrontare.

Ma vediamo ora i motivi del successo di alcunigfiie

La Drosophila, un organismo “storico” per le rideeadi genetica, deve la sua fortuna alla facilaa &
quale si possono seguire nelle generazioni gliteffelle mutazioni genetiche. Pil recentemengaidcesso del
nematodeC. elegans, un organismo costituito da poco pit di 1000 cejlélén buona parte dovuto agli studi di
genetica dello sviluppo: il suo basso numero dutelha infatti consentito di ricostruire a partitallo zigote
l'intera discendenza cellulare, permettendo drérana serie di conclusioni che vanno diritto areudi uno dei
maggiori problemi della biologia dello sviluppo, differenziamento cellulare e la sua determinazione
progressivaﬂ. Il riccio di mare,Paracentrotus lividus, & da sempre usato nei laboratori di ricerca gstudio dei
meccanismi connessi all'interazione fra gameti lll sviluppo embrionale. Tra i vertebrati lo zelisbf il Danio
rerio, si sta rivelando estremamente potente per latéadilosservazione e di manipolazione dell'embgion

Gli organismi modello, oltre che nella ricerca, pmso essere efficacemente utilizzati anche in ambit
didattico: essi possono costituire un interessanteersatile “strumento” per affrontare lo studi@ slei
meccanismi biologici di base, sia delle pit comgdes recenti tematiche biomolecolari.

Cosi da quasi un decennio i soci fondatori di Oﬁe'reanceE,I autori di questo articolo, hanno scelto ed
usato gli Organismi Modello nella didattica dellee®ize. | motivi della “scelta” non sono stati cgicaali, ma
frutto di una lunga esplorazione e ricerca di eggeg e strumenti didattici.

Abbiamo cominciato negli anni '90 con il primo perso sperimentale e teorico “La Drosophila va a

Xenopus laevis
E. Boncinelli Biologia dello sviluppo Carrocci ka 2001
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scuola ed insegna la geneti@a_"’efficacia didattica, la sua fertilita ed il suigore scientifico, pur nella relativa
semplicita delle attivita sperimentali, furono dolahiari.

Proponiam@dunque qui sinteticamente alcuni dei “percorstaioscenza” sviluppati in anni di ricerca
didattica e di collaborazione con scienziati divensita ed enti di ricerca. Tali percorsi permettaln affrontare
nuclei tematici fondamentali nello studio delle€Sde della Vita attraverso esperienze laborataighificative
e flessibili, realizzabili anche in cla%e guanto non necessitano di strumentazioni scdite né di laboratori
attrezzati.

Tutti gli organismi usati, pur nella diversita, haril vantaggio di essere piccoli, economici, faidl crescere
e far sopravvivere in laboratorio; permettono tliddurre ed approfondire lo studio delle carattiefie anatomiche
di invertebrati o vertebrati, del dimorfismo sedsuaella fecondazione, del’embriogenesi e delocidtale; ed
ancora delle variazioni della durata del ciclo leita del’embriogenesi o della prolificita in releze al variare di
fattori ambientali quali la temperatura o la quanti cibo, inoltre offrono fertili spunti per pare di storia della
genetica, delle mutazioni, delle malattie genetwldella terapia genica e delle sue implicaziohidgtica.

| vari percorsi sono caratterizzati dall’essereuttitrati in esperienze indipendenti e graduate per
difficolta di temi e per complessita di attivitéblzratoriali finalizzate all'acquisizione di diversadilita e livelli
cognitivi; si va infatti da esperienze piu sempifcicui viene sviluppata la capacita di osservagigoiclo vitale,
dimorfismo, mutanti) ad altre in cui si debbanoivitliare, separare e misurare variabili (studidadedriazione
della durata del ciclo vitale e della prolificita relazione al variare della condizioni ambiental attivita
complesse quali progettazione ed esecuzione da gdagli studenti stessi di esperienze(test-crox€ugsta
caratteristica “modulare” permette di utilizzareivaganismi a partire dalle scuole elementari.

Sebbene i percorsi abbiano finalita e temi comutiavia ognuno ha sue precise peculiarita cheqouss
indirizzare la scelta in didattica.

Esaminiamo ora le caratteristiche degli organisrmdetio utilizzati nei percorsi didattici che pitamti
sinteticamente esporremo

1. Paracentrotus lividus

Il Paracentrotus lividus, diffuso nelle nostre coste, € caratterizzato,
come tutti gli Echinoidei regolari dalla presenza fdrmazioni
scheletriche calcaree saldate insieme che formanguscio duro
ricoperto dall’epidermide. A simmetria pentaraggigbresenta la
bocca sulla porzione inferiore, I'apertura analetreva sulla parte
superiore. | due sessi sono separati e la fecomuaz esterna. In
guesta specie non c'€ un chiaro dimorfismo sesseldlggameti si

distinguono dal colore: rosa-arancio le uova, baatrt gli spermi.

Il percorso fu realizzato in collaborazione coresziati dell’lstituto di Genetica e Biofisica dENR di Napoli.

dalla prof Maria Carmela Sirgiovanni nella SMSaRuello di Napoli che ha collaborato alla realizaae di tutti i percorsi qui proposti.

| protocolli sperimentali sono stati sviluppatagie alla consulenza scientifica di ricercatori’titituto di Genetica e Biofisica del CNR
di Napoli. Il percorso didattico con Danio rericstato sviluppato in collaborazione con I'Universitaderico 1l di Napoli, il percorso
didattico con Paracentrotus lividus & in via diiezazione in collaborazione con la stazione zow@gAnton Dohrn” di Napoli

¢ Solo il percorso su Arabidopsis deve essere eseuiin laboratorio di ricerca in quanto utilizziante transgeniche
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Nel 1875, utilizzandaicci di mare(Paracentrotus lividus), Oskar Hertwig poté osservare per la prima
volta la fusione dello spermatozoo con la cellubaial momento della fecondazione. Solo qualchemgo
piu tardi, Hans Driesch, in una serie di esperiineahdotti a Napoli con lo stesso organismo, irthe,
allontanando le due cellule ottenute dalla primasthne mitotica di uno zigote, non si ottengona duezzi
embrioni, bensi due embrioni completi. Da alloradtio di mare & diventato un organismo modellezjyso
per lo studio dell’embriologia.

In un laboratorio didattico si induce, con una tegmon invasiva, la deposizione dei gameti clexals, si
pOSSONo osservare con microscopi e stereomicroscbpso didattico. E’ possibile osservare sia ldlidodello
sperma che tratti strutturali dell'uovo nonché pdmre alla fecondazione in vitro che consente skreare dalle
fasi iniziali dell'interazione fra i gameti finolalsviluppo della larva (pluteo) che avviene in 48h

2. Caenorhabditis elegans

Lo studio di questo piccolo verme nematode di apdanm, & molto

diffuso tra i genetisti perché condivide con gliganismi piu

complessi molte caratteristiche essenziali che sprablematiche l

centrali nella biologia. \
“Nel 2002 il premio Nobel per la medicina é stagsegnato a

Brenner, Horvitz e Sulston proprio grazie agli stadndotti su C.
elegans che questi ricercatori hanno utilizzatol@grima volta come
organismo modello realizzando importanti scopentdignaggio cellulare (descrizione spaziale e temporale di
tutte le divisioni cellulari durante lo sviluppo)kall’apoptosi (morte cellulare programmata).

Piccolissimo (una capsula Petri ne contiene majefacile da allevare e resisten@,elegans presenta
un corpo trasparente che ne permette l'osservadiegie organi interni e dell'embriogenesi al miaagio. Ha
larga disponibilita di mutanti e pochi cromosomurBnte il breve ciclo vitale, di circa tre giorn2@°C, con una
maturita raggiunta dopo quattro stadi larvali, prea una possibilita veramente sorprendente: pacamaa di
cibo o per altre condizioni avverse, le larve amtraella fase larvale dauer, abbassando il loraladismo.
Tale fase puo durare anche vari mesi. Le favoresidizioni ambientali inducono la ripresa del @icitale.

Queste alcune delle caratteristiche che rend@neegans molto versatile anche per attivita didattiche
laboratoriali poiché permettono di trattare temialgul'embriogenesi, l'ermafroditismo e i processi d
autofertilizzazione, la determinazione del sestaidlo vitale, il rallentamento dei processi medhdi, il
comportamento legato a differenti stimoli ambientBhnatomia, la fisiologia e il comportamento &ga
differenti mutazioni genetiche.

3. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, detta comunemente moscerino della frutta, € ucofpcinsetto lungo circa 3mm. La
si studia da oltre cento anni ed attualmente éttmgericerca per migliaia di scienziati. Hunt M@an nel 1933,
Hermann Muller nel 1946 e Ed Lewis, Christiane NeissVolhard e Eric Wieschaus nel 1995 furono ingig
del premio Nobel per la medicina per gli studi ocoftidsu quest’insetto. Il suo genoma é stato imenste
sequenziato e condivide quasi il 70% dei suoi geni 'uomo. Gli aspetti fondamentali dell'uso spexntale
della Drosofila oltre che nella genetica dello sppo, risiedono nella possibilita di seguire gliedf delle
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mutazioni geniche nelle generazioni e nella suap@opita (prima
larva, poi insetto), cosi spesso le mutazioni ilethé non possono
essere studiate nell’adulto possono essere ossereld larva.

La Drosophila, quale strumento didattico, & utilizzata oltre che
nello studio della biologia dello sviluppo sopréibunello studio delle
modalita di trasmissione dei caratteri ereditacessivi e dominanti

in organismi omozigoti ed eterozigoti e delle madadi trasmissione
dei caratteri legati al sesso. Attraverso le espeg col moscerino si possono ripercorrere tappdaimentali
della storia della genetica come i famosi incrde convinsero Morgan della validita dell'ipotesi$litton: i
geni si trovano sui cromosomi. Un'altra attivita ltooformativa consiste nel far progettare ed esegtést-

crossing su mutanti.

4. Danio rerio
Zebrafish € un piccolo pesce tropicale oggi moltitizaato nella
ricerca scientifica.

La caratteristica fondamentale Danio rerio, € di presentare
embrioni trasparenti che permettono I'osservazioire, un'aula
scolastica, di tutte le fasi dellembriogenesi di wertebrato. Si
possono facilmente distinguere le prime divisionitotithe dello
zigote, la formazione dei foglietti embrionali, lomparsa dei

metameri, i primi battiti del cuore e la formaziodietutti gli organi,
dall'occhio allo sviluppo completo delle pinne.

Facilmente reperibile in qualsiasi negozio di acmlagia, economico, piccolo e resistente non
necessitando di cure particoldbanio rerio € un ottimo organismo per le esperienze didattiche.

La necessita di allestire, per il percorso didattidue acquari (uno per la riproduzione e l'alter p
l'allevamento degli avannotti), permette inoltre affrontare fondamentali problematiche ambientaialg gli
equilibri di un modello di ecosistema, i cicli delinateria, le reti alimentari, i flussi di enerdiaDanio nel suo
acquario € dunque un organismo modello in un ewsa modello.

5. Arabidopsis thaliana

L’ Arabidopsis thaliana € una piccola pianta angiosperma a infioresceneba dfamiglia delle
Brassicaceae, famiglia a cui appartiene anchevibloa Infesta molti dei nostri giardini, non ha @hcvalore
commerciale e riesce a sopravvivere un po' ovusglle Terra. E’ salita agli onori della cronacagiendo e
stata utilizzata come organismo modello negli stlidienetica ed & oggi la pianta piu studiata aetmo delle
biotecnologie.

L’ Arabidopsis thaliana, raggiunge in media i 12 cm di altezza, compiedlaiitale in 8 settimane e ha
solo 5 cromosomi, deve la sua fortuna in genetieanatevole disponibilitd di mutanti e alla fatdlinel divenire
transgenica

Le ricerche sullArabidopsis sono essenziali per lo studio dei processi meihi#glle piante e della loro
resistenza alle condizioni climatiche, agli insettie malattie, alle sostanze chimiche.
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Arabidopsis & stata la prima pianta che nel 2000 ha vistadl genoma completamente sequenziato e col
“ Progetto 2010” si ha l'obiettivo di determinagefunzione di tutti i suoi geni e di tutte le sustpine per
crearne anche il primo modello virtuale, la pringasione digitale della storia.

In didattica si pu0 utilizzare in esperimenti ctenftontino i fenotipi di piante di Arabidopsis Thala
selvatiche e mutanti le cui caratteristiche sonlizmate per realizzare incroci e verificare speitalmente le
leggi di Mendel.

6. Protocolli sperimentali con Paracentrotus lividus

Materiale occorrente:

Pipette Pasteur, siringa, KCI 0.5 M, vetrini conzpetto, vetrini
coprioggetto, microscopio ottico e stereomicrosoppeppendorf,
piccolo acquario in vetro o in plastica con filsppure in sostituzione
una vaschetta, sale marino, aeratore, una decinasemplari di

Paracentrotus livi dug!

Attivita didattiche

Attivita 1: Induzione del rilascio dei gameti

Nel periodo di massima maturazione dei gameti, gsipde ottenere il rilascio dei gameti, semplicatee
scuotendo piu volte il riccio, se questa operaziopa dovesse dare buoni risultati, si praticano angiu

iniezioni di KCI per un totale di circa 1 ml nelleavita celomatica del riccio, avendo cura di iirediago della
siringa ai lati della lanterna di Aristotele (padoale), si agita leggermente I'animale e dopo péqguossibile
osservare il colore dei gameti emessi. Il clorurpatassio causa la contrazione dei muscoli dedieadi con
conseguente rilascio dei gameti.

Se sono rosa-arancio si tratta di uova che devesere raccolte nel becker contenente circa 100 ml d
acqua di mare quindi si capovolge il riccio (il p@nale deve essere rivolto verso il basso) sikerestesso.

Se i gameti sono biancastri si tratta di spermatolze devono essere prelevati con una pipetta Raste
raccolti in una eppendorf che verra riposta nebhgtib. Tale sperma “secco” e “non attivato” potsseze
conservato in frigo per alcuni giorni ad una terap@ma di 4 gradi.

Una volta terminata I'emissione dei gameti, si possporre i ricci in un acquario per fauna marina
oppure in una vaschetta con aeratore sostitueadqua tutti i giorni.

Attivita 2: Osservazione dei gameti femminili

Le uova immerse nella soluzione di acqua marinddea a depositarsi sul fondo, quindi si prelevaoon gna
pipetta delle gocce di sospensione (le uova shasoono ad occhio nudo). Si dispongono in una faqoastra
Petri e si osservano le uova allo stereomicrosgdpi@uesto modo & possibile valutarne le dimenstofa
forma.

Il Paracentrotus lividus &€ moltodiffuso sulle nostre coste e si puo reperire in pescheria o presso ristoranti
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Si adagia poi qualche goccia della sospensionenswetrino a pozzetto e con l'obiettivo 10x del
microscopio ottico si possono notare la cortexiogranuli corticali ed il nucleo. Si possono ricagere inoltre,
grazie alla maggiore dimensione del nucleo, le umraature (oocita primario) dalle uova mature peoper la
fecondazione.

Attivita 3: Fecondazione, osservazione dell’'interamne uovo- spermatozoi

Si prepara la sospensione di sperma utile perclanfgazione diluendo una goccia di sperma con lince i
acqua marina (il colore deve essere appena lattiegcd ale sperma non potra essere conservatojsognera
utilizzarlo subito in quanto, nel tempo, diminuidaecapacita di fertilizzazione. Per il successiasperienza si
consiglia una bassa concentrazione di sperma,aatgqumodo si riduce la possibilita di polispermia.

Si agita la sospensione con le uova, in quantotguesdono ad adagiarsi sul fondo del beker, se ne
preleva qualche goccia con una pipetta e si adagia vetrino a pozzetto.

Si aggiunge quindi una goccia di sospensione dinspalle gocce di sospensione di uova.

La fertilizzazione attiva immediatamente una sdrieventi dei quali il pit significativo € il sollamento
della membrana di fertilizzazione. La durata de#égmentazione ed in generale lo sviluppo embricdipkende
dalla temperatura dell’acqua. Per I'osservazioriedtkersi stadi embrionali € necessario sostitpirte volte la
soluzione di acqua marina.

« Da 0 a 30 secondi dopo l'inseminazione gli sperawitsi legano all'involucro vitellino

* Dopo 30 - 60 sec si osserva il sollevamento delenbrana di fecondazione

7. Protocolli sperimentali con Caenorhabditis elegans

4 Materiale occorrente:
\'\ Microscopio, e stereomicroscopio; capsule Petri agar + E.coli +

. .\%%. C.elegar@ N2 (wild type); capsule Petri con agar + E.colpsule
{.

Petri con agar + E.coli + mutanti di C.elegans (dwunc, blister,
him); capsule Petri per gli incroci; ansa di platio eventualmente
L }\ ciglia; pipette dal ml
L

Uova Attivita didattiche

Le piastre con i vermi vengono mantenute in frifppd a 4°C. Riportati a temperatura ambiente (c@aC)
riprendono la normale moatilita.

E’ possibile, a meno di contaminazioni di muffergigo non frequenti, mantenere i vermi in una fdise
“letargo” (dauer) per almeno due mesi. L’allevansesiiccessivo richiede la disponibilita di piastes€he con
batteri ed il taglio con il “trasferimento” di urepzettino di terreno di coltura+vermi in una unavaipiastra di
crescita.

Attivita 1: Osservazione diC. elegans
Sistemando le piastre Petri contenenti i piccolnatodi sul tavolino portaoggetti dello stereomicayso, €
possibile I'osservazione dell'adulto e dei quatteali larvali del ciclo vitale. Si passera poiiabnoscimento del

8ic. elegans e oggi disponibile solo nelglituti di Ricerca, tuttavia un progetto europeo sta valutando la possibilita di renderlo
disponibile per attivita didattiche
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dimorfismo sessuale, si potra notare infatti laccalungata dell’ermafrodita e la caratteristicda@a ventaglio
del maschio, fondamentale accessorio per I'accopgido. Sempre allo stereomicroscopio si osserverdan
forma delle uova; le sottili e immobili larve delfase dauer; il particolare fenotipo dei mutanil diverso
comportamento in presenza di differenti fattori lqguzibo, temperatura e luce. Usando un microscayitico,
poiché C.elegans e trasparente, si potranno aaegizanatomia degli organi interni (bocca, farinigegestino,
gonadi, uova) e, davvero straordinario!... lo zigda prima mitosi dell'uovo e i diversi stadi tatibriogenesi.
Attivita 2: Autofertilizzazione dell’ermafrodita e ripresa del ciclo vitale a partire dalla fase dauer

Nella prima esperienza, introdotto in una capswtiRin solo adulto ermafrodita, si osservera, dqpalche
giorno, lo sviluppo di una numerosa progenie; nefleonda esperienza, introdotti in una capsula dRetvermi
nella fase larvale dauer, si potra seguire la sgrdel ciclo vitale e lo sviluppo fino alla fase atiulto. E’
necessario sterilizzare I'ansa di platino usata iparasferimento dei vermi in quanto le piastrengeno
facilmente contaminate dalle muffe.

Attivita 3: Incroci di ermafroditi wild type x masc hi ed incroci di mutanti ermafroditi x maschi

In una piastra Petri da incrocio si trasferiscone drmafroditi e dieci maschi. Alla prima progersie |'incrocio
sara andato a buon fine, si notera una popolaziosétuita da individui che presenteranno fencgéondo le

leggi mendeliane

8. Protocolli sperimentali con Drosophila melenogaster
Materiale occorrente:

Drosophila melanogastel:rI9 selvatica, mutanti di Drosophila

melanogaster, stereomicroscopio, contenitori di plastica coneror di
coltura, etere, eterizzatore (barattolo di vetrm ¢appo di sugherd
ricoperto di garza).

Provette con terreno di coltura e con drosophile Barattolo di vetro con tappo di sughero
ricoperto di garza (eterizzatore)

le Drosophile selvatiche e mutanti ed il terreno di coltura jpossessere fornite da ditte specializzate. Chigfasteressato puo contattarci
attraverso la redazione di Ulisse

Le Drosophile sono molto resistenti e vivono a terafura ambiente tutto I'anno, tuttavia alcunevidtipotrebbero richiedere I'uso di una
camera termostatata.
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Attivita didattiche

Attivita 1: Osservazione diDrosophila melanogaster

Le Drosophile vengono inserite nell'eterizzatore pechi secondi, il tempo necessario per narcatiez

vengono quindi deposte su di un cartoncino edreageallo stereomicroscopio: si notano immediatame

grandi occhi rossi e le ali lunghe e ben distese.

Attivita 2: Il dimorfismo sessuale in Drosophila melanogaster

| docenti sanno che IBrosophila presenta uno spiccato dimorfismo sessuale: la fee@ piu grande del

maschio ed ha l'addome piu appuntito. || maschiesgmta una zona molto scura all'estremita del cerpo

strutture simili a pettini sugli arti anteriori lidzate per bloccare la femmina durante I'accoppiaon tutto cio

non viene insegnato teoricamente ai ragazzi, masesgono guidati attraverso un riconoscimentmfgpneo”
Gli alunni notano dapprima le molto evidenti diffnze sopra elencate, quindi separano gli individu

morfologicamente diversi e se poi allevano i dueegieseparatamente in pochi giorni sono in gradasdociare

al dimorfismo il genere in quanto solo nel contergtdelle femmine saranno presenti le larve

Attivita 3:0sservazione del ciclo vitale inDrosophila melanogaster

Si inseriscono in un contenitore 10 maschi e Xonime. Dopo la deposizione delle uova gli adutihgono

allontanati e nei giorni successivi e possibileusegallo stereomicroscopio la metamorfosi deléits.

Larva Prepupa Pupa

La durata della metamorfosi dipende dalla tempesiatu 25 gradi € di circa due settimane, mentt8 a
gradi € di quasi un mese: pu0 essere molto irdanés studiare la relazione temperatura-durateiclel vitale.
Attivita 4: Osservazione di mutanti di Drosophila melanogaster
Le Drosophile vengono inserite nell'eterizzatore pechi secondi, il tempo necessario per narcatiez
vengono quindi deposte su di un cartoncino edreateallo stereomicroscopio per evidenziare leaziohi

- Rispetto al colore degli occhi;

- Rispetto al colore del corpo ;

- Rispetto alla struttura delle ali
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Attivita 5: Allestimento di incroci finalizzati all a verifica delle modalita di trasmissione dei carderi
ereditari legati ai cromosomi sessuali

In una prima esperienza, gli studenti incrocianmrféne mutanti yw (occhi bianchi e corpo giallo) @sohi
selvatici con occhi rossi. Nella prima generaziériesi ottengono tutti i maschi con occhi bianchiogpo
giallo e tutte le femmine con gli occhi rossi.dtif il carattere occhi rossi € regolato da un géominante che
si trova solo sul cromosoma X.

Per eseguire questa esperienza & necessario arlifzmmine vergir@I poiché la femmina ha una
spermateca nella quale conserva tutti gli spernindaschi con cui si accoppia. Le femmine vergini si
distinguono in quanto hanno il corpo molto chiatie di pigmentazione poco evidenti, addome piattsenza
dell'area genitale esterna (che nel maschio vergjipare come una “rosellina” marrone).

Attivita 6: Test-crossing
Un'altra interessante esperienza consiste in unctessing che prevede l'allestimento di incrociafizzati a
stabilire se il gene cy che specifica il carattieba mutazione ali arricciate € dominante o regess

Gli studenti saranno guidati a formulare varigd@soe a verificarle.

« Prima ipotesi: ali arricciate & una mutazione cot#feda un gene recessivo: incrociando Drosophile

wt e Drosophile ali arricciate si otterranno ngltama generazione solo Drosophile dal fenotipo wt.

e Seconda ipotesi: ali arricciate & una mutaziondecita da un gene dominante, si hanno in questo

caso due possibilita:

1. Prima possibilita: gli individui ali arricciate aispposizione sono omozigoti per questa
mutazione: incrociando Drosophile wt e Drosoplale arricciate si otterranno nella prima
generazione solo Drosophile dal fenotipo ali arate

2. Seconda possibilita: gli individui ali arricciate disposizione sono eterozigoti per questa
mutazione: incrociando Drosophile wt e Drosoptile arricciate si otterranno nella prima
generazione una progenie formata per il 50% das@phile dal fenotipo ali arricciate e per il
restante 50% da Drosophile dal fenotipo wt.

Attraverso l'osservazione della progenie risultatagli incroci gli studenti arrivano alla concluggoche il
carattere ali arricciate € dominante e che glviddi “ali arricciate” a disposizione sono eteragtigper questa mutazione.

9. Protocolli sperimentali con Danio rerio

Materiale occorrente:

Un acquario fornito di: luce, timer, filtro, terstato; un acquario
fornito di luce e termostato; un sifone per ldizia dell’acquario;
un termostato; un microscopio e uno stereomicrdscquer le
osservazioni; due becker da 250 millilitri; mangireeaglie, artemie,

granulato 00 per gli embrioni; indicatori dei 5 @ewetri fondamentali
(nitriti, nitrati, pH, GH, KH); fialette contenenbatteri nitrificanti non patogeni; vaschette perdeposizione
delle uova; biglie di vetro; capsule Petri; pipéR@steur di plastica; ricambi per il filtro; piardi Egeria densa
0 altre piante resistenti; sabbia e fertilizzaaigqua demineralizzata; un colino; un retino; vetigoccia (con

10 . . N . e . .
Anche pereseguire questa esperienza e necessario utilizzare femmine vergini
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uno o piu pozzetti); 1 esemplare di Danio r@'per ogni 1,5 litri di acqua (fare attenzione ctaduesti ci sia

un certo numero di femmine)

Attivita didattiche

Attivita 1: Studio delle caratteristiche ecologicte di Danio rerio e dell’ecosistema acquario
Quindici giorni prima di iniziare I'esperienza diestiscono due acquari in modo che 'acqua “méturi
e |l primo acquario, da 30 It, per gli esemplari adahe si dovranno riprodurre, deve essere completo
di luce, termostato e filtro e simulare I'ambieiiviecui vive il Danio. Deve contenere 1\3 di acqua
dell'acquedotto , 2\3 di acqua demineralizzatana fialetta di batteri non patogeni, nitrificankiec
servono per realizzare una filtrazione biologick eligestione dei rifiuti dell'acquario, infine dev
essere regolato ad una temperatura di 28°C com dalte 8.00 alle 17.00.
« l'altro acquario, per I'accrescimento degli avarin@t piu piccolo privo di filtro, ma con termostat
luce, e piante
| due acquari vengono riempiti di acqua. Dopodldrni, se le analisi dei parametri fondamentali
dell’acqua lo permettono, si procede all'inseritoedi 15 - 20 esemplari di Danio nel primo acgoahhtanto
il secondo acquario si sara arricchito di limngeaozoi per la presenza delle piante e si s@ateri’ambiente
adatto ad accogliere gli avannotti.
| pesci vanno alimentati due volte al giorno e #sca tenuta pulita, utilizzando, possibilmentei iutt
giorni, il sifone per eliminare i residui del fondd una piccola quantita di acqua che va subittitsibs
Attivita 2: Osservazione e studio delle caratteristhe anatomiche del Danio rerio.
| ragazzi possono osservare le caratteristicheamelie e il dimorfismo sessuale degli zebrafish.
Un adulto di Danio raggiunge generalmente 4-5 ciardjhezza, ha un corpo compresso lateralmente ed
e caratterizzato da belle strisce longitudinali. feenmina & leggermente pit grande del maschiouiasic
distingue facilmente solo quando si riempie di ai@ diventa piu "tozza", con il ventre pieno, ment
maschio rimane snello e longilineo.
Attivita 3: Il comportamento e la riproduzione
Danio rerio si riproduce alle prime luci dell’alljuando il maschio corteggia la femmina rincorréadsolo
cosi questa depone le uova che vengono immediatarfesondate. Ma lo zebrafish si nutre anche dalke
uova; percio per farli riprodurre bisogna usare tw@schetta nido” nella quale non devono poterragtmai
gli adulti: deve essere chiusa lateralmente, lgligrsuperiore deve essere coperta da un velo undaete a

maglie strette e su di esso vanno poste tante luglorate.

Il Danio rerio (conosciuto anche come zebrafish ed ancora come Brachydanio rerio dagli acquariologi) si compra in qualsiasi
negozio di acquariologia, € molto resistente e facile da allevare.

10
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Il “nido” viene introdotto nell’acquario nel primpomeriggio o in tarda mattinata e al mattino susives
si possono raccogliere gli embrioni. Le uova depagngono pulite cioé risciacquate utilizzando mpise
colino da té e cambiando piu volte I'acqua, sistema un becker con acqua minerale naturale e posiea
camera termostatata a 28 gradi, dove rimarrannomesettimana. In questo periodo bisogna soltsodtituire
due dita di acqua ogni giorno. Dopo 8 giorni glibkerani vengono inseriti nel secondo acquario ddwetmano
dei parameci contenuti nell’acqua e di cibo gratwu@® oppure del cibo utilizzato per gli adulti yeativamente
polverizzato.

Attivita 4;: Osservazione dell’embrione.

Gli embrioni vengono osservati appena raccolté gioco dopo I'avvenuta fecondazione dell’uovo, legid
spesso possibile nei tre giorni immediatamente essigi. L'osservazione viene compiuta allo
stereomicroscopio e/o al microscopio ottico usandetrini a pozzetto (quelli a due o pit pozzetino utili
per il confronto di diversi stadi embrionali). Edile immaginare quanto sia emozionante seguirgineldi tre
giorni, tutte le trasformazioni che portano daltadso di zigote, poi blastula e gastrula fino allampleta
organogenesi, si assiste cioé dal “vivo” al rapidaltiplicarsi delle cellule di questo piccolo orgemo tanto

vicino a noi.

10. Protocolli sperimentali con Arabidopsis Thaliana
Con questa esperienza (che non si pud eseguire a
scuola ma in un laboratorio di un centro di ricgsia
pud verificare che I'Arabidopsis thaliana selvatica
che si indica con wt non & resistente alla kanaraici
mentre lo €& ['Arabidopsis thaliana transgenica
resistente alla kanamicina che si indica con KRAN

Si puo inoltre risalire agli incroci da cui sono
state ottenute miscele di semi di Arabidopsis ewt
KANR osservandone la germinazione e la crescita e

applicando le leggi di Mendel.

11
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Fasi dell’esperienza

1. Sterilizzazione
Si sterilizzano i semi
2. Vernalizzazione
Si lasciano i semi al buio ed al freddo per sinzzare le successive fasi di germinazione.
3. Semina
Con la pipetta Pasteur si dispongono:
in capsule Petgenza Kanamicina:
- i semi di di Arabidopsis thaliana wt
- i semi di Arabidopsis thaliana KAN
- le miscele di semi
in capsule Petigon Kanamicina:
- i semi di di Arabidopsis thaliana wt
- i semi di Arabidopsis thaliana KAN
- le miscele di semi
4. Osservazione
Si lasciano le piastre per 10 giorni alla luceteraperatura ambiente.
Al decimo giorno sulle piastre senza kanamicinasserva la germinazione di tutti i tipi di semi,nre
sulle piastre con Kanamicina la crescita delle paate transgeniche
Dalla conta dei semi mix germinati sulle piastrea ¢@namicina, applicando le leggi di Mendel, si pud
risalire agli incroci da cui sono state ottenuteniscele.
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