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Riassunto

Mediante il painting cromosomico che permette di identificare le omologie cromosomiche e i
riarrangiamenti intercromosomici ¢ stato dimostrato che 1’associazione sintenica che caratterizza il
cromosoma 4 dell’uomo € evolutivamente conservata nell’ordine Primates, con I’eccezione di alcune
specie di primati non umani dove si trova frammentata ed eventualmente associata ad altre sintenie .
Ulteriori dati sull’evoluzione della sintenia umana 4 derivano dall’analisi di pattern di bandeggio
associato al mappaggio di sonde subcromosomiche, tecnica che permette di verificare la coerenza e la
conservazione della composizione sintenica usando dei marcatori BAC. La conservazione o la non
conservazione dell’ordine dei marcatori lungo gli ortologhi dei cromosomi umani in Primates consente
di individuare con maggior sicurezza e a livello molecolare i riarrangiamenti intracromosomici o
I’insorgenza di nuovi centromeri. L’analisi del pattern di bandeggio dell’ortologo del 4 in Platyrrhinae
e Catarrhinae aveva permesso di avanzare u tesi secondo cui la differente morfologia degli
ortologhi fosse il risultato o di una inversione pericentrica o di uno “shift del centromero”. Afz<e di
testare questa ipotesi si sono ibridate la sonda omologa al braccio piccolo d QJmosoma 4u ela
sonda 4912 (che mappa sotto il centromero in Homo) su Saimiri sciureus, hrix jacchus, Saguinus
oedipus e Aotus lemurinus greisembra (Platyrrhinae). | segnali di entrambe le sonde mappano sul
braccio q nelle specie in esame indicando che 1’ordine dei marcatori € conservato e che la differente
morfologia degli omologhi in Platyrrinae e Catarrhinae & dovuta ad una differente posizione del
centromero, conseguenza probabilmente, dell’attivazione di un nuovo centromero evolutivo in una
delle due linee filogenetiche.

Abstract

Chromosome painting, a molecular technique that detects chromosomal homologies and
interchromosomal rearrangements, demonstrated the conservation of human synteny 4 in Primates,
with same exception. More data on the evolution of human chromosome 4 can be obtained through the
analysis of the banding pattern associated with the mapping of BAC’s subchromosomal probes. The
mapping of subchromosomal probes permits to study the order of the markers along the orthologues
and to detect intrachromasomal rearrangements and new evolutionary centromeres not easily
detectable through painting. The analysis of the banding pattern permitted to show a different
morphology of synteny 4 in the Platyrrhinae and Catarrhinae due to the occurrence of a pericentric
inversion or a centromeric shift. In order to test this hypothesis we hybridized the 4 HSA parm and
the 4HSA g12 on the orthologues to human chromosome 4 in Saimiri sciureus, Callithrix jacchus,
Saguinus oedipus and Aotus lemurinus greisembra (Platyrrhinae). The signals of both probes fall on
the g arm in all the species analyzed. Those data indicate that ;==markers order is conserved along the
syntenies but we observed that the orthologues in Platyrrina Q‘atarrhinae differ for the position of
the centromeres due probably to the activation of a new evolutionary centromeres in one of the two
phylogenetic branch.

Parole chiave: sintenia, nuovi centromeri, Platyrrhinae
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Introduzione

L’applicazione del metodo cladista e della
massima parsimonia, nell’analisi dei dati ottenuti
attraverso il painting, omologie cromosomiche e i
riarrangiamenti intercromosomici (traslocazioni,
fusioni e fissioni), permette di discriminare le
sintenie ancestrali dalle associazioni
cromosomiche derivate (Wienberg et al., 1997) e
la ricostruzione degli ipotetici cariotipi ancestrali
dei nodi principali dell’albero filogenetico dei
mammiferi (Ferguson-Smith and Trifonov 2007;
Robinson and Ruiz-Herrera 2008). La definizione
del cariotipo ancestrale di Mammiferi placentati
mediante painting ha permesso a sua volta di
determinare i passi principali che negli ultimi 100
milioni di anni hanno portato alla formazione
delle sintenie cromosomiche che caratterizzano
del tutto o in parte i cromosomi umani (Stanyon
et al., 2008). Il painting cromosomico fornisce
normalmente  solo limitate  informazioni
sull'ordine dei geni e n sono altamente
informativi riguardo @ riarrangiamenti
intracromosomici come le inversioni. La raccolta
di tali informazioni ad alta risoluzione richiede
I’analisi dei dati di pattern di bandeggio
Cromosomico o
mappaggio di sonde sub-cromosomiche " (B
(Sineo et al. 2007, Dumas and Sineo 2010). Tali
sonde (che assumono la funzione di marcatori
lungo il cromosoma) permettono di tracciare le
variazioni  dell’ordine dei marcatori nei
cromosomi di specie diverse a confronto. In
particolare due o piu’ BAC possono essere
coibridati e definiti nella loro posizione reciproca
in  specie diverse. 1l confronto della
organizzazione della sintenia in specie diverse ha
permesso oltre la rivelazione di inversioni la
scoperta del fenomeno del “riposizionamento del
centromero” nel COrso dell’evoluzione
Montefalcone et al., 1999, Stanyon et al., 2008)

@uovi centromeri evolutivi (ENC) sono stati
rovati in una nuova regione cromosomica senza
alcun cambiamento nell'ordine dei marker
(Rocchi et al. 2009). Il nuovo centromero
generalmente si fissa nelle specie, coesistendo
con il wvecchio centromero per un tempo
considerevole (come polimorfismo). Gli studi
degli ultimi dieci anni hanno ampiamente
dimostrato che gli spostamenti del centromero
nel corso dell'evoluzione non sono rari e che
devono essere considerati al pari di altri
riarrangiamenttualmente i centromeri sono
considerati caratteristici  "hot spots" sia nei
cambiamenti Cromosomici nel Ccorso

I’applicazione di metod@

dell’evoluzione sia in ambito medico (Villasante
et al. 2007).

Uno dei cromosomi la cui storia evolutiva é
ampiamente dibattuta € il 4 (Picone et al., 2010);
mediante la genomica comparata € stato
dimostrato che esso €& conservato nel cariotipo
ancestrale dei Mammiferi euteri (AEK- Ancestral
Eutherian Karyotype), in associazione con il
braccio piccolo del cromosoma umano 8p
(Ferguson-Smith and Trifonov, 2007). Questa
associazione ancestrale 4/8p la ritroviamo in tutti
i mammiferi eccetto in alcuni Afrotheria e nei
Primati. Nei Primati la sintenia 4 ande
cromosoma submentacentrico conservaio (Haig
et al., 1999 ) anche se molte eccezioni sono state
dimostrate soprattutto in specie caratterizzate d
un alto livello di riarrangiamenti com
proscimmie (Nie et al. 2006), Scimmie del
Nuovo mondo (De Oliveira et al. 2002, 2012)
Cercopithecini (Dumas and Sineo 2010; Moulin
et al. 2008) e Gibboni (Muller et al. 2003).

L’ordine dei marcatori lungo la sintenia 4
definito mediante il mappaggio di sonde BAC su
alcune specie rappresentative dei Primati e il
confronto con un outgrou(C dfa permesso di
ipotizzare una conservazione dell’ordine dei
marker nell’ipotetico antenato del cromosoma 4
nei Primati (Stanyon et al., 2008). Alcune
eccezioni erano state dimostrate soprattutto in
alcune Catarrhinae, per esempio in Macaca e
nelle antropomorfe (Ventura et al., 2007,
Marzella et al., 200). Un’altra eccezione rispetto
guesta organizzazione era stata proposta molti
anni prima mediante 1’analisi del pattern di
bandeggio confrontando [’ortologo del 4 in
Cebus apella (Platyrrhinae). 1l differente pattern
di bandeggio in Cebus e in Homo era stato
interpretato o come il risultato di una inversione
pericentrica o di uno “shift del centromero” ossia
spostamento del centromero senza I’intervento di
un’inversione (Dutrillaux et al., 1979). Al fine di
testare questa ipotesi sono state ibridate la sonda
del braccio piccolo 4p (HSA4parm) e sonda
412 (che mappa sotto il centromero i A) su
Saimiri sciureus, Callithrix jacchus, Saguinus
oedipus e Aotus lemurinus greisembra
(Platyrrhinae) con I’obiettivo di studiare I’ordine
dei marcatori nell’ortologo del 4 nelle
Platyrrhinae.

Materiali e metodi
Preparati cromosomici su vetrino di Saimiri

sciureus, Callithrix jacchus, Saguinus oedipus
sono stati allestiti seguendo protocolli standard
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(Small et al. 1985, Stanyon et al., 2005) da
Stanyon e colleghi al NCI (MD, USA). Aotus
lemurinus greisembra é stato gentilmente fornito
da T. Ishida dell’Universita di Tokyo, Giappone.

I vetrini sono stati sottoposti ad un
pretrattamento con una soluzione 2X SSC/0,5%
NP40, a pH 7.0 ad una temperatura di 37°C per
30 minuti. In seguito sono stati deidratati con una
serie di soluzioni in etanolo a concentrazioni
crescente rispettivamente al 70%, 80%, 95% a
temperatura ambiente, per 2 minuti, infine
asciugati all’aria. I vetrini sono stati sottoposti a
denaturazione per 2 minuti a 72°C in una
soluzione 70% formammide/2xSSC a pH 7.0.
Successivamente sono stati deidratati con una
serie  di soluzioni di etanolo ghiacciato,
rispettivamente al 70%, 80% e 95%, per 2 minuti
a temperature ambiente e asciugati all’aria. La
sonda & stata denaturata a 75°C per 5-10 minuti.
10ul di mix della sonda sono stati applicati sui
vetrini precedentemente denaturati e i campioni
incubati “over night” a 37°Cj¢()letrini sono stati
lavati in “Wash buffer (0.5X /0.1%SDS) per
5 minuti a 65°C, e trattati con 15ul di
DAPI/antifade (0.02 ug/ml) o PI (0.3ug/ml) e
applicato il coprioggetto. Le immagini sono state
acquisite  mediante un microscopio Leica
DMRXAZ, fornito di macchina fotografica.

Le sonde, il braccio piccolo del cromosoma
4 dell’'uvomo (HSA4parm) ¢ la sonda 4HSAq12
ottenute per microdissezione, sono stata marcate
direttamente con un fluorocromo che eccita nello
spettro del rosso (Texas Red # Microscopia, filtri
- 585 nm eccitazione; 615) (molecular
cytogenetics-Q-BlOgene).

Risultati e Discussione

Le sonde utilizzate mappano sugli ortologhi
del cromosoma 4 dell’uomo in accordo con i dati
di painting cromosomico (Neusser et al., 2001,
Stanyon et al., 2000, Stanyon et al., 2011). Le
sonde HSA4p e F(HSAgl2) mappano sui
cromosomi submetacentrici di  Callithrix jacchus
(ch. 3), Saguinus oedipus (ch.7), Saimiri
sciureus (ch. 1) (Fig. 1) and Aotus I. greisembra
(ch. 9), sul braccio g.

L’associazione umana 4/8p presente nel
cariotipo ipotetico ancestrale dei mammiferi
(Ferguson-Smith and Trifonov, 2007; Stanyon et
al., 2008) si & persa per fissione nei Primati;
infatti il painting cromosomico comparativo ha
permesso di dimostrare che le sonde umane 4 e 8
mappano su cromosomi differenti nei primati

(Haig 1999). L’omologo del cromosoma 4
umano, nei Primati consiste generalmente in un
cromosoma sub metacentrico. Fanno eccezione
alcuni taxa caratterizzati da un alto tasso di
riarrangiamenti, come per esempio e
Proscimmie, le Platyrrhinae ei Gibboni dove la
sintenia 4 ha subito, fissioni, traslocazioni e ha
formato nuove associazioni con altre sintenie
umane. Tra i Cercopithecoidea in Macaca e nelle
antropomorfe attraverso il mappaggio di sonde
BACs sono state dimostrate delle inversioni
pericentriche ognuna con breakpoints diversi
(Ventura et al., 2007, Marzella et al., 2000).

Fig.1: Esempio di ibridazione delle sonda 4ql2 (a
sinistra) e 4parm (a destra) su Saimiri sciureus (SSC).

In base alle osservazioni del pattern di
bandeggio della sintenia 4 (Dutrillaux, 1979), il
nodo evolutivo della divergenza tra Platyrrhinae
e Catarrhinae datato circa 40 milioni di anni
potrebbe essere segnato o da un’inversione
pericentrica o da uno “shift” del centromero.

Al fine di testare questa ipotesi sono state
ibridate la sonda omologa al braccio piccolo del AQ
(4p) e la sonda 4qgl2 (che mappa sotto i
centromero in Homo) su Saimiri sciureus,
Callithrix jacchus, Saguinus oedipus e Aotus
lemurinus greisembra (Platyrrhinae) (Fig. 2).
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Fig. 2: Ideogrammi dei cromosomi ortologhi al 4
umano (HSA4) di Callithrix jacchus (CJA), Soeguinus
oedipus (SOE), Saimiri sciureus (SSC) e Aotus
lemurinus greisembra (ALE) su cui sono riportati i
segnali delle sonde 4q12 (in blue) e 4parm (in
rosso).*indica la sintenia 15 (in grigio) associata al 4
in ALE. Le freccie indicano la direzione presunta
dell’ordine dei marcatori.
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La sonda (4p) mappa sulla regione q
terminale negli ortologhi del 4 nelle scimmie del
Nuovo Mondo. In Aotus lemurinus greisembra
la sintenia umana 4 ha subito una fissione dando
luogo a due frammenti; sia la sonda 4p che la
sonda 4qgl12 sembra abbiano mantenuto la loro
posizione originale e cadono su uno dei due
frammenti omologhi al 4, sul cromosoma sub
metacentrico 9 formato dall’associazione con la
sintenia 15 del’uomo 4/15 (Stanyon et al., 2011) .
La sonda 4912 mappa sugli ortologhi del 4
umano in Saimiri sciureus, Callithrix jacchus,
Saguinus oedipus sul braccio g in una posizione
adiacente alla sonda 4p arm ma lontano dalla
posizione centromerica nelle  Platyrrhinae.
Questi risultati indicano che la posizione della
sonda 4p arm in Platyrrhinae e Catarrhinae é solo
apparentemente opposta in quanto la sonda 4q12
sulle specie analizzate mappa sulla regione
adiacente al segmento omologo al HSA 4parm; i
cromosomi per convenzione in citogenetica
vengono rappresentati con il braccio piccolo in
alto, essi risultano quindi soltanto invertiti nelle
Platyrrhinae e presentano solo una diversa
posizione del centromero. La constatazione della
conservazione dell’ordine dei marcatori ¢ di una
posizione del centromero diversa permette di
avanzare 1’ ipotesi secondo cui un nuovo
centromero evolutivo si sia originato in una delle
due linee filogenetiche. Questi dati ampliano e
supportano i risultati ottenuti in precedenza
mediante FISH con sonde di DNA clonate in
BACs (Bacterial Artificial Chromosomes)
mappate su Callithrix jacchus (Platyrrhinae),
(Stanyon et al., 2008), che avevano dimostrato
una conservazione dell’ordine dei marcatori
nell’ortologo del 4 umano.
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