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It is not birth, marriage, or death, but gastrulation
which is the most important time in your life
Lewis Wolpert

La Biologia dello Sviluppo ¢ una disciplina in continua evoluzione, le cui basi sono il frutto
della sintesi di campi diversi della Biologia (biologia cellulare, biologia molecolare, embriolo-
gia descrittiva, sperimentale e comparata). Le basi dei processi che regolano lo sviluppo sono
da sempre materia di studio per corsi di Biologia dello Sviluppo, Embriologia, Anatomia
Comparata, Anatomia Umana, nonché alla base dei corsi di Tossicologia dello sviluppo (in
passato finalizzati allo studio della teratogenesi, ora con una connotazione pili ampia data
dallevidenza del cosiddetto Developmental Origins of Health and Disease).

Pili recentemente, si € riconosciuto un ruolo centrale della Biologia dello Sviluppo al fine
di comprendere la relazione biota-ambiente e levoluzione, ed ¢ nata una nuova avvincente
disciplina: 'Eco-Evo-Devo, in cui la parte Devo (Development) ¢ il cardine.

Abbiamo pensato di sintetizzare in un manuale le basi per la comprensione di questa
affascinante disciplina, fornendo uno strumento di base per tutti coloro che, direttamente
o indirettamente, si approccino ai vari ambiti della Biologia dello Sviluppo; abbiamo conce-
pito questo nostro compendio pitt con lo scopo di stimolare interesse per la consultazione
dellampia e puntuale Letteratura sullargomento che per cercare di sintetizzare una materia
antica ma in rapida ed esponenziale evoluzione.

Vogliamo ringraziare tutti quanti ci hanno supportato durante il lungo e faticoso periodo
della stesura di questa opera, in particolar modo Fabrizio e Giuseppe Crisafulli, editori, Er-
minio Giavini, che hanno dato avvio alla progettazione dellopera, Giovanni Bertazzoli, che
ha dato avvio alla composizione di alcune figure, Lorena Merchione, che ha sapientemente
accolto le nostre richieste circa tutta la composizione iconografica di questo volume, Rossana
Favorito e Lucia Cavestri per la revisione editoriale, Diego Solenne che ci ha spronato verso
il traguardo finale, Liliana Restelli e Roberta Pennati, che ci hanno concesso di pubblicare
alcune immagini della loro collezione personale. Ciascun Autore ringrazia gli altri tre, singo-
larmente non ce l'avremmo mai fatta.

Ai lettori auguriamo di prendere spunto per sviluppare la passione nei confronti di quella
che & ben pitl di una disciplina che, in modi diversi, caratterizza la nostra vita oltre che la
nostra attivita di ricerca.

Gli Autori
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Il FIGURA 14.6

Rappresentazione schematica dell’organizzazione degli em-
brioni di Ascidia allo stadio di “tailbud”. A) Sezione mediana
sagittale in cui € evidente in posizione dorsale il tubo
neurale, differenziato in vescicola encefalica e cordo-
ne nervoso, e ventralmente ad esso la notocorda. Il
Subphylum dei Tunicati prende anche il nome di Uro-
cordati in virtu della posizione della corda nella sola
regione della coda. Con il riassorbimento della coda

la lunghezza dell’embrione e all’estremita anteriore
il suo lume € in comunicazione con l'esterno me-
diante un’apertura denominata neuroporo (Figura
14.5D). La formazione del tubo neurale & accompa-
gnata da movimenti di estensione convergente delle
cellule notocordali presuntive, le quali si interdigi-
tano lungo la linea mediana, ventralmente rispet-
to al tubo neurale, formando la notocorda (Figura
14.5C,D). Nellembrione a questo stadio, denominato
tailbud o bottone caudale, il tubo neurale si differen-
zia in vescicola sensoriale e cordone nervoso (Figu-
ra 14.6A), ai lati di quest’ultimo e della notocorda si
differenziano le cellule muscolari della coda (Figura
14.6B,C). Questi processi differenziativi portano la
larva di Ascidia ad assomigliare ad un girino libera-
mente natante (Figura 14.7).

STRUTTURA DELLA LARVA
E METAMORFOSI

Al completamento dellembriogenesi, la larva na-
tante (tadpole) appare giriniforme (Figura 14.8A).
E costituita da una porzione anteriore (tronco), nel
quale si riconoscono le papille adesive, la vescicola
sensoriale che contiene due organi sensoriali pig-
mentati (otolite e ocello). Il tubo digerente ¢ sotto
forma di primordio e non funzionale (la larva non

Mesenchima
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Struttura della larva e metamorfosi
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durante la metamorfosi verra completamente riassor-
bita anche la corda, non presente quindi nell’adulto.
B) Sezione sagittale dell’embrione che evidenzia la po-
sizione del mesenchima e delle cellule muscolari. C)
Sezione trasversale a livello della coda dell’embrione
in cui le cellule muscolari sono organizzate ai lati del
cordone nervoso e della notocorda.

si alimenta). Si rileva anche la presenza di un cuo-
re non funzionale. Il tubo neurale dorsale continua
caudalmente alla vescicola sensoriale con una re-
gione strozzata (collo), con una regione a vescicola
denominata ganglio viscerale (nel quale sono iden-

[IN FIGURA 14.7

Microfotografia di larva giriniforme di Ciona intestinalis. Gen-
tilmente concessa dalla professoressa Roberta Pen-
nati, Dipartimento di Scienze e Politiche Ambientali,
Universita degli Studi di Milano.
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[N FIGURA 14.8

Ciona intestinalis. A) Nella fase larvale, C. intestinalis or-
ganizza strutture che le consentono il movimento: nel-
la coda corda, sistema nervoso e muscoli, nel tronco
sistema nervoso con otolite e ocello. Anteriormente
sono sviluppate le papille adesive. Dal momento che la
larva non si alimenta, invece, le strutture del tubo dige-

tificabili i motoneuroni) e, nella regione della coda,
con il tubo neurale caudale. Nella coda sono presenti
anche la corda e i muscoli della coda. Nonostante
non si possa parlare di un tubo neurale encefalico
suddiviso nelle vescicole tipiche dei Vertebrati, una
regionalizzazione del sistema nervoso ¢ evidente an-
che nellAscidia. Indagini molecolari, inoltre, hanno
rilevato che lespressione genica segue un pattern
antero-posteriore simile nel sistema nervoso di em-
brioni di C. intestinalis e Vertebrati (Figura 14.9). Di
particolare interesse ¢ anche lorigine degli organi
sensoriali pigmentati: recenti ricerche, effettuate in
C. intestinalis, hanno dimostrato che otolite e ocel-

Capitolo 14 Sviluppo di un Urocordato: Ciona intestinalis

Sifone
inalante
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Sifone
esalante

Dotto -

genitale

Ano
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Stomaco

(ovaio

rente e del cuore sono solo abbozzate. B) Metamorfosi
dallo stadio larvale all’adulto. Durante la metamorfosi
si assiste all’adesione al substrato e al riassorbimento
delle strutture della coda. Il tubo digerente si espande
e si aprono i sifoni. C) L'adulto di C. intestinalis € un
animale sessile e filtratore.

lo originano da una linea cellulare (a949) che si di-
stacca al momento della chiusura del tubo neurale e
migra lateralmente nella vescicola sensoriale. Ben-
ché sia stato ipotizzato uno stretto legame tra que-
sta linea cellulare e le cellule della cresta neurale dei
Vertebrati, bisogna notare come queste cellule non
mostrino due delle caratteristiche peculiari delle cel-
lule delle creste neurali: capacita di migrazione per
lunghe distanze in seguito a transdifferenziamento
e pluripotenza. Le similitudini morfologiche e mo-
lecolari tra gli embrioni di Ascidia e di Vertebrato,
tuttavia, hanno permesso di riclassificare i Tunicati
quale sister group dei Vertebrati. Al momento del-
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[l FIGURA 14.9

Confronto tra il pattern di espressione genica nel sistema ner-
voso di C. intestinalis (A) e di Vertebrato (B). Nonostante in C.
intestinalis non siano presenti le tipiche vescicole en-
cefaliche caratteristiche dei Vertebrati, nel sistema ner-
voso dell’Ascidia € possibile osservare '’espressione di
simili marcatori con un simile andamento di espressio-
ne antero-posteriore.
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la metamorfosi (Figura 14.8B), la larva aderisce al
substrato e si assiste al rapido riassorbimento del-
le strutture che formano la coda e di strutture del
tronco quali vescicola sensoriale, ocello e otolite. In
quanto organismo sessile, l'adulto perde alla meta-
morfosi tutte le strutture legate al nuoto e alla per-
cezione dellambiente circostante. Il riassorbimento
della coda fornisce una sorta di nutrimento endo-
geno per promuovere lo sviluppo degli organi che
caratterizzano ladulto. Alla metamorfosi si attiva la
funzionalita del tubo digerente: nell'adulto i primor-
di dellapertura orale e anale si caratterizzano come
sifone di ingresso e di uscita dell'acqua e si organizza
un faringe dilatato e fessurato che svolge la funzione
di filtro alimentare. Si differenzia anche il cuore e il
ganglio viscerale. Nella parete corporea si ispessisce
infine la tunica (Figura 14.8C), costituita anche da
un sorta di connettivo in cui la matrice connettivale
¢ costituita prevalentemente da cellulosa (i Tunicati
sono gli unici animali in grado di sintetizzare cellu-
losa!).



APPROFONDIMENTI

BOX
14.1

Gli embrioni di Ascidia hanno rappresentato per
oltre un secolo i classici modelli utilizzati per studia-
re la specificazione degli assi e il destino cellulare.
Recenti studi condotti in diverse specie di Ascidia
(Ciona intestinalis e Ciona savignyi, Halocynthia
roretzi e Phallusia mammillata) hanno posto que-
sti semplici organismi in una posizione unica per
la comprensione dettagliata dei processi molecolari
e cellulari che ne stanno alla base. Come gia visto,
tutti gli assi embrionali sono stabiliti gia nello zi-
gote prima della prima divisione di segmentazione
in seguito alla segregazione degli ooplasmi. Deter-
minanti materni localizzati in specifiche regioni del
citoplasma dell’'uovo hanno un ruolo fondamentale
nella specificazione degli assi e del destino cellulare.

La specificazione dell’asse animale-vegetativo
richiede la localizzazione preferenziale della B-ca-
tenina nell’emisfero vegetativo, in modo analogo a
quanto succede nel riccio di mare. Durante la seg-
mentazione si assiste ad un arricchimento di B-ca-
tenina nei nuclei dei blastomeri vegetativi, presumi-
bilmente dovuta alla presenza di determinanti ma-
terni che si localizzano al polo vegetativo e che qui
la stabilizzano. Anche se al momento nelle Ascidie
lidentificazione di questi determinanti rimane elu-
siva, si ritiene che un buon candidato sia la proteina
Dishevelled, un fattore chiave nel pathway di segna-
lazione Wnt, la quale a sua volta inibisce l'attivita di
degradazione della B-catenina della glicogenosinte-
tasi chinasi 3 (GSK3). Diversi esperimenti confer-
mano che la segnalazione della 3-catenina ¢ neces-
saria per la specificazione del destino dei blastomeri
vegetativi in endoderma, mentre la sua soppressione
¢ indispensabile per il destino ectodermico dei bla-
stomeri animali. E interessante notare che, per i mo-
vimenti che si verificano durante la gastrulazione,
nelle Ascidie I'asse animale-vegetativo corrisponde
al futuro asse ventro-dorsale.

Determinazione degli assi e specificazione dei blastomeri nelle Ascidie
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Il Figura 14.1.1 Schema che illustra come il destino cellulare
viene specificato nell’emisfero vegetativo. Il fattore di crescita
dei fibroblasti (FGF), secreto dai blastomeri dell’endoder-
ma nell’embrione allo stadio di 32 cellule, promuove una
divisione asimmetrica della zona marginale (A). Il segnale
FGF viene ricevuto nella regione anteriore dai blastomeri
che daranno origine alla notocorda e nella regione poste-
riore da quelli che formeranno il mesenchima. Il destino
di base in assenza di FGF € quello di diventare cordone
nervoso nella regione anteriore e muscolatura nella regio-
ne posteriore in un embrione allo stadio di 64 cellule (B). |
blastomeri derivanti dalle mitosi asimmetriche sono con-
nessi da una barra.

Endoderma

Durante la seconda fase della segregazione degli
ooplasmi, quando i cER-mRNA si muovono verso la
futura regione posteriore dell’embrione, la simme-
tria radiale tipica dello zigote viene persa e si instaura
la simmetria bilaterale con la definizione di un asse
antero-posteriore ortogonale all’asse animale-vege-
tativo. In posizione subequatoriale si forma, oltre alla
semiluna gialla, un centro detto PVC (Posterior Ve-
getal Cytoplasm/Cortex) in cui sono presenti diversi



mRNA ad effetto posteriorizzante legati al reticolo
endoplasmatico (ad esempio, PEM in Ciona e ma-
cho-1.)

La restrizione del destino delle cellule procede
velocemente negli embrioni di Ascidia, tanto che,
appena prima dell’inizio della gastrulazione (allo
stadio di 110 cellule), il destino della maggior parte
dei blastomeri ¢ limitato a un singolo tipo cellulare
della larva. Anche quando vengono isolati dall’em-
brione a 110 cellule, i blastomeri continuano a diffe-
renziarsi secondo la mappa presuntiva (vedi Figure
14.3 e 14.4); per questa capacita di sviluppo autono-
mo, gli embrioni di Ascidia vengono indicati come
un tipico esempio di sviluppo a mosaico.

In realta anche nelle Ascidie il concetto di svi-
luppo a mosaico non ¢ totalmente applicabile perché
in alcuni casi la determinazione del destino cellulare
comporta eventi che combinano segnali induttivi
tra cellule vicine e divisioni asimmetriche che segre-
gano determinanti materni in una delle due cellule,
spesso di dimensioni diverse.
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Approfondimenti

Il concetto di specificazione autonoma dei blasto-
meri delle Ascidie deriva in particolare dagli studi
sui meccanismi che stanno alla base della formazio-
ne delle cellule muscolari della coda della larva, in
cui ha un ruolo fondamentale la regionalizzazione
di un mRNA codificante per il fattore di trascrizione
Macho-1 nel mioplasma dell'uovo (vedi Box 14.3).

La specificazione condizionata si osserva ad
esempio nella formazione della notocorda, del-
le cellule mesenchimali e della vescicola encefali-
ca. Nell'embrione a 32 cellule i blastomeri centrali
dell’endoderma sono adiacenti ad una singola coro-
na di blastomeri marginali (Figura 14.1.1A). Si ritie-
ne che i blastomeri endodermici inviino verso questi
blastomeri marginali un segnale induttivo costituito
dal fattore di crescita dei fibroblasti (FGF), fonda-
mentale per la formazione della notocorda e del
mesenchima (Figura 14.1.1B) in cui viene coinvolto
anche Macho-1 (vedi Box 14.3).



240

BOX

14.2 Gameti e fecondazione

L’uovo di Ascidia presenta una membrana pla-
smatica pressoché liscia, caratterizzata da pochi e
corti microvilli, esternamente avvolta da un rivesti-
mento acellulare detto corion o involucro vitellino
(IV), con cui lo spermatozoo interagisce affinché
possa avvenire la fecondazione. All'involucro vitel-
lino aderisce uno strato di cellule altamente vacuo-
lizzate dette cellule follicolari (CF), la cui morfolo-
gia varia a seconda delle specie. Nella maggior parte
delle specie non coloniali le CF presentano una for-
ma cubica o colonnare (Figura 14.2.1). Ad esempio,
Ascidiella scabra o Corella eumyota producono uova
che in acqua vanno a fondo, mentre le specie sorelle
come Ascidiella aspersa e Corella inflata rilasciano
uova che galleggiano grazie alla presenza di grandi
cellule follicolari. Nel genere Ciona le CF sono co-
niche e considerevolmente alte, un adattamento che
ritarda l'affondamento delle uova (Figura 14.2.1).
Queste cellule sono unite tra di loro tramite sottili
filopodi contenenti actina.

Alla matrice disposta sul lato interno dell’involu-
cro vitellino, aderiscono le cellule testali, il cui ruolo
¢ ancora poco noto. Una matrice fibrillare riempie lo
spazio perivitellino compreso tra le cellule testali e
I'involucro vitellino, permettendo all’oocita di man-
tenere una posizione centrale.

La maturazione dell’oocita rappresenta 'ultima
fase dell’oogenesi, processo durante il quale I'oocita
va incontro a diversi cambiamenti che lo preparano
all'ovulazione e alla sua interazione con lo sperma-
tozoo. Nell’Ascidia questo processo di maturazione
si interrompe allo stadio di metafase della prima
divisione meiotica, e questo blocco sara rimosso
dall’incontro con lo spermatozoo al momento della
fecondazione, processo che implica riconoscimento,
legame e fusione tra i gameti. Nell'oocita di Ascidia
il polo animale, coincidente con il punto di estrusio-
ne del globulo polare, ¢ posizionato verso 'alto.

Lo spermatozoo delle Ascidie é una cellula do-
tata di flagello che ne garantisce la motilita. Si di-
stingue una testa moderatamente allungata (5 wm),
principalmente occupata dal nucleo e con lestre-
mita a forma di cuneo; nella parte apicale della te-
sta & presenta una vescicola appiattita, 'acrosoma,

Capitolo 14 Sviluppo di un Urocordato: Ciona intestinalis

contenente un materiale che risulta elettrondenso
e nella parte anteriore della testa, nella regione de-
finita peri-acrosomiale, ¢ presente un accumulo di

[IN Figura 14.2.1 Microfotografie di oocita di Phallusia mammil-
lata (A) e Ciona intestinalis (B). E possibile osservare la morfo-
logia dello strato di cellule follicolari che circondano il ga-
mete femminile. Le cellule follicolari hanno forma cubica
in Phallusia (freccia) mentre sono alte e con forma conica
(freccia) in Ciona. Gentilmente concessa dalla professo-
ressa Roberta Pennati, Dipartimento di Scienze e Politi-
che Ambientali, Universita degli Studi di Milano.
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