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Sinopse:  

Neste trabalho foi analisada a presença e associação dos elementos 

retrotransponíveis (TEs) LINE-L1, SINE-B1, SINE-B4, SINE-MAR, 

SINE-THER na evolução cariotípica de espécies de sete gêneros da família 

Echimyidae: Dactylomys sp. (Dactylomyinae); Isothrix spp., Makalata sp. 

(Echimyinae); Proechimys spp., Mesomys sp., Thrichomys sp. e Trynomys 

spp. (Eumysopinae). A distribuição comparativa de L1 e B1 no genoma das 

espécies de Echimyidae permitiu verificar homeologias cromossômicas 

fixadas, principalmente em sítios heterocromáticos de regiões centromérica 

e/ou pericentromérica. Em Proechimys, o sinal dos SINEs-B4, MAR e 

THER foi mais abundante e ocorreu de forma variada e específica. Assim, 

inferimos que estes TEs acompanham a história evolutiva desse táxon. 

  

Palavras-chave: LINE, SINE, evolução cariotípica, rearranjos 

cromossômicos, homeologia  de sinal, história evolutiva. 
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RESUMO 

 

Elementos Transponíveis (TEs) têm sido considerados como de fundamental importância para 

a divergência evolutiva em mamíferos. Desse modo, para o desenvolvimento desta pesquisa foi 

selecionado, como material de estudo, roedores da família Echimyidae (Gray 1825), em virtude 

de sua diversidade em termos taxonômicos, ecológicos, morfológicos, adaptativos e 

citogéneticos. Foram utilizadas técnicas citogenéticas e moleculares para isolar, purificar, 

clonar e caracterizar, por meio de sequenciamento, as sequências dos retroelementos LINE-L1, 

SINE-B1, SINE-B4, SINE-MAR e SINE-THER que foram usadas como sondas para 

hibridização nos cromossomos metafásicos. O objetivo foi avaliar a dinâmica evolutiva de 

elementos retrotranponíveis entre espécies, representantes das diferentes subfamílias de 

Echimyidae, a saber: Dactylomys sp. (Dactylomyinae); Isothrix sp., Makalata sp. 

(Echimyinae); Proechimys sp., Mesomys sp., Thrichomys sp. e Trynomys sp. (Eumysopinae). 

O mapeamento de LINE-L1 e SINE-B1 no genoma das espécies demonstrou que estes 

retroelementos mantiveram-se nos cariótipos, em cromossomos não homeólogos. As 

similaridades dos sinais de L1 e B1 nos pares cromossômicos não homeólogos, principalmente 

em regiões centroméricas e/ou pericentroméricas, indicam que rearranjos ocorreram durante a 

diversificação dos cariótipos. Estes dados revelaram homeologia de sinal das sequências de L1 

e B1 em Proechimys compreendendo quatro grupos: (1) P. longicaudatus (2n = 28/FN = 46) e 

P. cuvieri (2n = 28/FN = 46), (2) P. guyannensis (2n = 46/FN = 50) e P. guyannensis (2n = 

38/FN = 52), (3) P. gardneri (2n = 40/FN = 54), e (4) P. echinothrix (2n = 32/FN = 58). O 

cladograma proposto para as sequências de L1 e B1, composto por cinco subgrupos com 

diferentes graus de similaridade, reflete algumas das relações taxonômicas propostas na 

literatura, para Echimyidae: D. dactylinus (2n = 94/FN = 134) e M. didelphoides (2n = 72/FN 

= 132) (ratos espinhosos arbóreos) foram agrupados, assim como M. hispidus (2n = 60/FN = 

116) e I. pagurus (2n = 22/FN = 38) (ratos espinhosos arbóreos), T. paratus (2n = 58/FN = 

112), T. apereoides (2n = 28/FN = 50), e P. guyannensis (2n = 46/FN = 50) (ratos espinhosos 

terrestres). A distribuição de L1 e B1 na fiber-FISH confirmou possíveis rearranjos, devido á 

diversificação encontrada nas fibras das diferentes espécies. Blocos de L1 e/ou B1 foram 

coincidentes com heterocromatina constitutiva (HC), em regiões intersticiais, terminais e/ou 

centroméricas de alguns pares cromossômicos. A alternância de L1 e/ou B1 nos sítios 

heterocromáticos centroméricos dos cromossomos sexuais pode estar associada à competição 

entre cópias de TEs no genoma. A presença de blocos de L1 e/ou B1 coincidente com HC pode 

estar associada à plasticidade do genoma e remodelamento da cromatina. Já, TEs em regiões 

regulatórias podem ter sido cooptados para potencializar este efeito, como demonstrando neste 

estudo com sítios da região organizadora do nucléolo (RON) no genoma de Proechimys, assim 

como em todas as espécies, blocos do DNAr 18S foi coincidente com blocos de L1 em um dos 

homólogos.  A ampla distribuição dos diferentes SINEs nos cromossomos demonstrou 

diferenciação destes retroelementos nas espécies de Proechimys. O sinal dos SINEs B4 e MAR 

foi mais explosivo que dos SINEs B1 e THER, e envolveu regiões 

centroméricas/pericentroméricas e terminais, na maioria dos cromossomos. Esta explosão de 

SINEs é explicada pelo fato destes elementos surgirem de novo muitas vezes na evolução.  O 

sinal dos SINEs foi distribuído de forma variada e específica no genoma das espécies de 

Proechimys e podem estar relacionados com a evolução cariotípica deste gênero. Os clusters 

formados a partir das sequências de LINE-L1 e SINE-B1 sugere que estes retroelementos 

podem estar correlacionados com padrões de diferenciação nessa família e pode fornecer 

insights sobre as relações evolutivas entre táxons e TEs. 
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ABSTRACT 

Transposable Elements (TEs) have been considered to be of fundamental importance for 

evolutionary divergence in mammals. Therefore, for the development of this research, rodents 

from the Echimyidae family (Gray 1825) were selected as study material, due to their diversity 

in taxonomic, ecological, morphological, adaptive and cytogenetic terms. Cytogenetic and 

molecular techniques were used to isolate, purify, clone and characterize, through sequencing, 

the sequences of the retroelements LINE-L1, SINE-B1, SINE-B4, SINE-MAR and SINE-

THER that were used as probes for hybridization in metaphase chromosomes. The objective 

was to evaluate the evolutionary dynamics of retrotransposable elements between species, 

representatives of the different subfamilies of Echimyidae, namely: Dactylomys sp. 

(Dactylomyinae); Isothrix sp., Makalata sp. (Echimyinae); Proechimys sp., Mesomys sp., 

Thrichomys sp. and Trynomys sp. (Eumysopinae). The mapping of LINE-L1 and SINE-B1 in 

the genome of the species demonstrated that these retroelements remained in the karyotypes, in 

non-homeologous chromosomes. The similarities of L1 and B1 signals in non-homeologous 

chromosome pairs, mainly in centromeric and/or pericentromeric regions, indicate that 

rearrangements occurred during the diversification of karyotypes. These data revealed signal 

homeology of L1 and B1 sequences in Proechimys comprising four groups: (1) P. longicaudatus 

(2n = 28/FN = 46) and P. cuvieri (2n = 28/FN = 46), (2) P. guyannensis (2n = 46/FN = 50) and 

P. guyannensis (2n = 38/FN = 52), (3) P. gardneri (2n = 40/FN = 54), and (4) P. echinothrix ( 

2n = 32/FN = 58). The cladogram proposed for the L1 and B1 sequences, composed of five 

subgroups with different degrees of similarity, reflects some of the taxonomic relationships 

proposed in the literature, for Echimyidae: D. dactylinus (2n = 94/FN = 134) and M. 

didelphoides ( 2n = 72/FN = 132) (tree spiny rats) were grouped together, as were M. hispidus 

(2n = 60/FN = 116) and I. pagurus (2n = 22/FN = 38) (tree spiny rats), T paratus (2n = 58/FN 

= 112), T. apereoides (2n = 28/FN = 50), and P. guyannensis (2n = 46/FN = 50) (spiny land 

rats). The distribution of L1 and B1 in fiber-FISH confirmed possible rearrangements, due to 

the diversification found in the fibers of different species. L1 and/or B1 blocks were coincident 

with constitutive heterochromatin (HC), in interstitial, terminal and/or centromeric regions of 

some chromosome pairs. The alternation of L1 and/or B1 in the centromeric heterochromatic 

sites of sex chromosomes may be associated with competition between copies of TEs in the 

genome. The presence of L1 and/or B1 blocks coinciding with HC may be associated with 

genome plasticity and chromatin remodeling. Already, TEs in regulatory regions may have been 

co-opted to enhance this effect, as demonstrated in this study with sites in the nucleolus 

organizing region (RON) in the Proechimys genome, as well as in all species, blocks of 18S 

rDNA were coincident with blocks of L1 in one of the homologues. The wide distribution of 

different SINEs in chromosomes demonstrated differentiation of these retroelements in 

Proechimys species. The signal from SINEs B4 and MAR was more explosive than that from 

SINEs B1 and THER, and involved centromeric/pericentromeric and terminal regions in most 

chromosomes. This explosion of SINEs is explained by the fact that these elements appear again 

many times in evolution. The SINEs signal was distributed in a varied and specific way in the 

genome of Proechimys species and may be related to the karyotypic evolution of this genus. 

The clusters formed from the LINE-L1 and SINE-B1 sequences suggest that these 
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retroelements may be correlated with differentiation patterns in this family and may provide 

insights into the evolutionary relationships between taxa and TEs. 
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INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento das técnicas de sequenciamento viabilizou a análise do genoma de 

diferentes espécies, possibilitando a constatação da presença de elementos transponíveis (TEs) 

em praticamente todos os organismos. A constatação de que estes elementos podem amplificar-

se, gerando variação no número de cópias e na distribuição entre diferentes grupos, bem como 

a habilidade de introduzir inovações nos aspectos regulatórios e codificantes dos genes, suscitou 

discussão sobre a importância filogenética deles entre as espécies, estabelecendo o papel desses 

elementos na estrutura e regulação de genes. No entanto, pouco se sabe sobre a influência dos 

TEs na variação estrutural do genoma de mamíferos. Como esses elementos se encontram 

dispersos no genoma de vertebrados é de fundamental importância sua identificação e 

localização, ao longo dos cromossomos, nas diferentes espécies, de forma a compreender sua 

evolução (Smith e Riggs 1996). 

1.1 ELEMENTOS TRANSPONÍVEIS 

Elementos Transponíveis (TE) são “sequências lineares de DNA que têm a capacidade 

de mudar de posição dentro do genoma”, independente de homologia, entre a região genômica, 

onde se encontram inseridos, e o local ao qual se destinam (Vandewege et al. 2016), com 

tamanho variando de 100 a 10.000 pares de bases, podendo ser muito maiores (Arkhipova e 

Yushenova 2019). 

A classificação é hierárquica e separa os TEs em duas classes principais, com base na presença 

ou ausência de RNA como intermediário de transposição (Finnegan 1989). Estas classes são 

subdivididas em subclasses, ordens e superfamílias. As orderns são divididas em superfamílias 

de acordo com a estratégia de replicação e características, uniformes e generalizadas em grande 

escala, como a estrutura da proteína ou domínios não codificantes. Além disso, diferem na 

presença e no tamanho da duplicação do sítio alvo (TSD), uma repetição curta e direta que é 

gerada em ambos os flancos de um TE após a inserção. As superfamílias se subdidividem em 

famílias, que são definidas pela conservação da sequência de DNA e similaridade ao nível de 

proteína. Estas se subdivididem em subfamílias que são definidas com base em dados 

filogenéticos e podem, em casos específicos, servir para distinguir populações autônomas e não 

autônomas internamente homogêneas (Wicker et al. 2007). 

1.1.1 Elementos de classe I ou Retrotransposons 

 Os retrotransposons são subdivididos em cinco ordens, estando presentes em todos os 

reinos - Protista, Plantae, Fungi e Animalia: retrotransposons de repetição terminal longa 

(LTR), Penelope (PLP), Dictyostelium intermediate repeat sequence (DIRS), Long 
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Interspersed Nucleotide Elements (LINE) e Short Interspersed Nucleotide Elements (SINE). 

(Arkhipova et al. 2003; Evgen'ev e Arkhipova 2005; Poulter e Goodwin 2005; Wicker et al. 

2007). 

a) Retrotransposons de repetição terminal longa (LTR) 

 Retrotransposons LTR possuem longas repetições nucleotídicas flanqueadoras nas 

extremidades 5’ e 3’ (Capy et al. 1998) e sintetizam um intermediário de DNA de cadeia dupla 

(DNA), utilizando a Transcriptase Reversa (TR) e o próprio RNA como molde. O DNA 

complementar (DNAc) é então inserido no cromossomo do hospedeiro por recombinação, 

envolvendo uma integrase associada (ou recombinase) (Kumar e Bennetzen 1999; Beauregard 

et al. 2008). Suas regiões flanqueadoras atuam em uma região central, que contêm três módulos 

abertos de leitura, conhecidos por ORFs (Open Reading Frames), do gene gag, do gene pol e 

do gene env (Capy et al. 1998; Morales et al. 2007). A estrutura consenso envolve os genes gag 

e pol, que se sobrepõem em diferentes quadros de leitura, ou são separados por um ou mais 

códons de terminação (Eickbush e Jamburuthugoda 2008). 

 Esta ordem de retroelementos pode ser subdividida em superfamílias, com base na 

similaridade de sequências e características estruturais: Cópia, Gypsy, BEL/Pao, ERVs 

(Retrovírus endógenos), Halcyon e Echo (Wicher et al. 2007), e estão presentes em todos os 

genomas eucariotos, sendo identificadas em torno de 160 famílias, em aproximadamente 40 

espécies (Frame et al. 2001; Copeland et al. 2005). Este Retrotransposon de repetição terminal 

longa (LTR) é o componente de DNA mais abundante em plantas, sendo amplamente 

responsável pela variação do tamanho do genoma, e compõem uma grande fração do genoma 

de mamíferos, compreendendo, por exemplo, cerca de 8% em humanos e aproximadamente 

10% em camundongos (Lander et al. 2001; Waterston et al. 2002; McCarthy e McDonald 2004; 

Liu et al. 2018). Estima-se que as inserções de ERVs sejam responsáveis por aproximadamente 

10% das mutações espontâneas em camundongos (Maksakova et al. 2006). 

b) Retrotransposon Penelope (PLP) 

 Esta ordem de retroelemento é composta pela superfamília Penelope-like elements 

(PLP) (Wicker et al. 2007) e contém uma única ORF codificada, que consiste em dois domínios 

principais: transcriptase reversa (RT) e endonuclease (EN), que é semelhante às endonucleases 

codificadas por íntron GIY-YIG. Estes elementos são encontrados em diversos eucariotos, 

incluindo amebas, fungos, cnidários, rotíferos, platelmintos, lombrigas, peixes, anfíbios e 

répteis (Evgen'ev e Arkhipova 2005). Penelope é responsável pela síndrome da disgenesia 

híbrida em Drosophila virilis, caracterizada pela mobilização simultânea de diversas famílias 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beauregard%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18680436
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McCarthy%20EM%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McDonald%20JF%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Evgen%27ev+MB&cauthor_id=16093704
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Evgen%27ev+MB&cauthor_id=16093704
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de TE, não relacionadas à progênie de cruzamentos disgênicos (Evgen'ev et al. 1997). A análise 

filogenética de cópias de Penelope, isoladas de várias espécies do grupo virilis, revela duas 

subfamílias deste elemento, uma das quais inclui cópias completas, cujas sequências de 

nucleotídeos são quase idênticas, enquanto a outra consiste em cópias defeituosas altamente 

divergentes (Lyozin et al. 2001). 

c) Retrotransposon Dictyostelium intermediate repeat sequence (DIRS) 

 Esta ordem de retroelemento é composta pelas superfamílias DIRS, Ngaro e VIPER 

(Wicker et al. 2007). Este grupo é caracterizado pela presença de tirosina recombinases (TR), 

com função de realizar integração genômica específica do local de retrotransposons (Finnegan 

1997; Haren et al. 1999). Estes retroelementos formam quatro famílias e todas apresentam 

composição semelhante, porém com diferentes quadros de leitura aberta (ORFs). Ainda, uma 

suposta proteína GAG, uma transcriptase reversa (RT) e uma RNAse H (RH) (EickbTush e 

Jamburuthugoda 2008). 

d) Elementos intercalados longos autônomos não-LTR ou LINEs 

Esta ordem não possui repetições terminais longas (nao-LTR) e compreendem 

elementos com tamanhos que variam entre 4 a 6 kb e são delimitados por uma região não 

traduzida (UTR) em ambas as extremidades. Estes elementos possuem um ou dois quadros de 

leitura abertos (open reading frame - ORF), sendo que o primeiro codifica um RNA de ligação 

proteica e o segundo codifica enzimas necessárias para a transposição, como a transcriptase 

reversa, endonuclease de reparo e em alguns casos RNAse H, um promotor que se localiza na 

região interna do terminal 5’ (primeiros nucleotídeos), e uma sequência rica em adenina no 

terminal 3’ (Finnegan 1989; Mathias et al. 1991; Kolosha e Martin 2003). As proteínas ORF1 

e ORF2 juntam-se com o RNA de LINEs em um complexo de ribonucleoproteína (RNP), que 

é presumivelmente transportado para o núcleo (Martin 2005; Kubo et al. 2006). 

O mecanismo de retrotransposição e integração de LINEs no genoma é denominado 

transcrição reversa de alvo inicial (TPRT). De acordo com o modelo TPRT, o complexo 

intermediário de transposição (RNA modelo), transcriptase reversa e nuclease associam-se ao 

DNA alvo em uma sequência rica em AT. A nuclease faz uma quebra de uma única cadeia 

adjacente em uma sequência de timinas, ocorrendo o pareamento da sequência poli (A) na 

extremidade 3' do RNA com o fragmento de DNA alvo rompido, permitindo que a transcrição 

reversa seja iniciada a partir do grupo hidroxila 3' livre. O RNA modelo é removido por RNAse 

H e a nuclease faz uma quebra na cadeia oposta do DNA alvo de alguns nucleotídeos do 

primeiro sítio, ocorrendo a síntese da segunda cadeia de DNA a partir do novo 3'OH e, por fim, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Evgen%27ev+MB&cauthor_id=16093704
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lyozin+GT&cauthor_id=11443348
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enzimas de reparo do genoma completam a integração (Luan et al. 1993; Eickbush e Malik 

2002 apud Kapitonov et al. 2009). 

Com base em características estruturais de retrotransposons não-LTR e filogenia de 

RTs, são considerados sete superfamílias para essa ordem a saber R2, RTE (retrotransposon-

like elemento), Jockey, L1, I, Pan, Chronos (Wicker et al. 2007). LINE-1 (L1) é o maior 

representante em mamíferos e estão amplamente associados ao genoma de camundongos 

(Waterston et al. 2002; Eickbush e Malik 2002 apud Kapitonov et al. 2009). 

 Os elementos intercalados longos 1 (LINE-1) autônomos não-LTR são altamente 

abundantes e compõem entre 15% e 20% do genoma de mamíferos (Gallus et al. 2016), sendo 

estimado de 100 e 3000 cópias potencialmente ativas no genoma de humanos e camundongos, 

respectivamente (Sassaman et al. 1997; Deberardinis et al. 1998). A análise comparativa do 

genoma de mamíferos tem identificado uma sequência conservada de 612 nucleotídeos na 

ORF2 de elementos LINE-1 funcional com leitura correta, indicando sua capacidade de 

retrotransposição ativa (Scott et al. 2006; Cantrell et al. 2008). Dentre as funções propostas, 

incluem reparo da fita dupla de DNA e inativação do cromossomo X (Teng et al. 1996; Lyon 

1998), além de fornecer a maquinaria molecular para o movimento dos elementos SINEs e 

pseudogenes, mediar recombinação ectópica e afetar a estabilidade genômica (Furano 2000; 

Gilbert et al. 2002). Beraldi et al. (2006) sugeriram ainda que os retrotransposons de L1 podem 

afetar a diversificação somática em camundongos, bem como sua importância para implantação 

embrionária. Estes elementos compreendem aproximadamente 18% do genoma de 

camundongos, sendo estratificados, assim como em outros mamíferos, em pelo menos cinco 

subfamílias: V, F, A, TF e GF (Waterston et al. 2002). As subfamílias V e F são consideradas 

inativas e as A, TF e GF permanecem com a capacidade de retrotransposição (Goodier et al. 

2001; Sookdeo et al. 2013). A transcrição L1 é mais ou menos específica da linhagem 

germinativa, sendo as cópias acumuladas nas regiões ricas em AT, locais de genes de baixa 

expressão, do genoma de mamíferos (Cost e Boeke 1998), sendo L1 muito mais abundante em 

ambos os cromossomos sexuais, possivelmente refletindo uma integração preferencial inerte e 

com menor disponibilidade de recombinação heterocromática (Smit 1996). Considerando a 

hipótese de que os LINE-1 desempenham um papel na inativação do cromossomo sexual X, 

Scott et al. (2006) demonstraram que a presença de L1 ativo na espécie de camundongo 

Tokudaia osimensis, com cariótipo XO, contemplou maior densidade ao único cromossomo X, 

em relação aos autossomos. 



6 
 

 Estudos funcionais em células cultivadas revelaram que aproximadamente 3.000 

LINEs-1 de camundongos permanecem competentes para retrotransposição, e que a grande 

maioria dos LINEs-1 no genoma de referência de Mus musculus tornaram-se inativos por 

mutação (Goodier et al. 2001; Waterston et al. 2002). Eventos de retrotransposição de LINE-1 

em genes estão ligados a fenótipos mutagênicos em pelo menos sete linhagens diferentes de 

camundongos (Kingsmore et al. 1994). 

e) Elementos intercalados curtos (SINE) não autônomos não-LTR 

 Esta ordem não possui repetições terminais longas (nao-LTR), apresenta em torno 

300 pb de comprimento e é subdivida em três superfamílias: 7SL, tRNA e 5S de acordo com 

sua estrutura híbrida (Wicker et al. 2007). Esta estrutura híbrida é composta por uma sequência 

de 5', derivada de uma molécula de RNA progenitora (7SL, tRNA, RNA 5S) e uma sequência 

3' semelhante ao extremo 3' de um elemento LINE. A primeira região contém sequências box 

A e box B, características de um promotor de Pol III interno, assegurando que as cópias 

transpostas sejam transcritas para RNA em ciclos de retrotransposição, enquanto a sequência 

relacionada à LINE, presumivelmente, permite que o RNA de SINE seja reconhecido por 

proteínas codificadas pelo LINE correspondente (Chu et al. 1995; Weiner 2002; Finnegan 

2012). Os SINEs predominantes em seres humanos e outros primatas são conhecidos como Alu 

porque contêm um local de reconhecimento para a enzima de restrição AluI, adenosinas (Jurka 

e Smith 1988; Chu et al. 1995). Elementos Alu afetam o genoma de várias maneiras, causando 

mutações de inserção, recombinação entre os elementos, conversão genética e alterações na 

expressão gênica (Batzer e Deininger 2002). 

 Todos os SINEs se acumulam, preferencialmente, dentro de sequências de DNA ricas 

em GC (alta expressão gênica), tendo altos níveis de transcrição em células somáticas, sob 

estresse (Smith e Riggs 1996). Dentre as classes de SINEs mais conhecidas em camundongos 

destacam-se B1, B2, ID e B4. As mais abundantes são B1 e B2, com aproximadamente 135 pb 

e 200 pb, respectivamente, sendo o número de elementos ativos desconhecidos (Krayev et al. 

1982; Daniels e Deininger 1985; Serdobova et al. 1998). Waterston et al. (2002) sequenciaram 

500.000 cópias de B1 e 300.000 cópias de B2 em camundongos, correspondendo, 

aproximadamente, a 2,7% e 2,4% do genoma. A retrotransposição do elemento B1 continua a 

impactar o genoma do camundongo, como por exemplo a inserção de B1 no locus Atcay é 

responsável pela distonia nesta população (Gilbert et al. 2004). Eventos de retrotransposição de 

SINEs mutagênicos são responsáveis por vários fenótipos em raças de cães, tais como 

narcolepsia, miopatia centronuclear, pigmentação da pelagem, atrofia progressiva e pernas 
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curtas (Lin et al. 1999; Pele et al. 2005; Clark et al. 2006; Parker et al. 2009; Downs et al. 

2014). 

1.1.2 Elementos de classe II ou Transposons 

Os transposons de DNA são divididos em subclasse 1 e sublcasse 2. As ordens: 

repetições terminais invertidas (TIRs) e Crypton compõem a subclasse 1, com mecanismo 

molecular de transposição do tipo cut-and-paste. A ordem TIR é representada pelas 

superfamílias Tc1/mariner, PIF/Harbinger, hAT, Mutator, Merlin, Transib, P, piggyBac, PIP – 

Harbinger e CACTA, e Crypton pela superfamília Crypton. A subclasse 2 é composta pelas 

ordens Helitron (rolling-cicle replicatication), representada pela superfamília Helitron, e 

Maverick (self-synthesizin), representada pela superfamília Maverick (Wicker et al. 2007; 

Muñoz-López e García-Pérez 2010; Levin e Moran 2011; Tellier et al. 2015). Esses elementos 

transponíveis possuem representantes em diversos táxons como ciliados, fungos, plantas, peixes 

e mamíferos, apesar da grande maioria apresentar mutações múltiplas que os tornam inativos 

(Plasterk et al. 1999). 

Estes elementos se movimentam por meio de um intermediário de DNA, sendo que o 

mecanismo é por meio de uma enzima, que reconhece os TIRs para realizar a excisão no corpo 

do DNA transposon, que é inserido em um novo local genômico. Após a inserção, o DNA do 

local alvo é duplicado, resultando em duplicações de sítio-alvo (TSDs), que representam uma 

marca única para cada transposon de DNA (Garfinkel et al. 1985). A enzima responsável em 

TIR consiste em uma transposase, em Crypton um grupo de tirozina – recombinase, em Helitron 

e em Maverick uma integrase (Kapitonov e Jurka 2001; Kapitonov e Jurka 2006; Pritham et al. 

2007). 

 Entre as novas adições em mamíferos, Smith e Riggs (1996) citam os transposons 

autônomos da família MER1. Estudos identificaram transposons de DNA potencialmente ativos 

(elementos hAT e helitron) nos genomas de morcegos, sugerindo que sua transposição pode 

continuar gerando diversidade genética nesta espécie (Ray et al. 2007; Ray et al. 2008; Mitra 

et al. 2013). Além destes, outros membros de transposons têm sido estudados em mamíferos, 

tais como Tc1-família fóssil (Tigger e Mariner) e piggyBac de insetos, com 50% de similaridade 

à transposase, os quais são caracterizados por flanquearem sítios TTAA (Smith e Riggs 1996; 

Schouten 1998). 

1.1.3 Elementos Transponíveis e Dinâmica do genoma 

Elementos Transponíveis estão presentes em diversos organismos, variando em número 

de cópias, distribuição e tipos entre as espécies e ainda desempenham um papel fundamental 
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na estrutura e organização dos cromossomos. A inserção e remoção de TEs podem afetar 

indiretamente as sequências do genoma, sendo que a frequência alta pode resultar em grandes 

quantidades de duplicação e rearranjos cromossômicos, incluindo genes e sequências 

regulatórias. Ainda, atuam na prevenção de perdas teloméricas, de forma a contribuir para a 

evolução do genoma (Charlesworth et al. 1994; Jiang et al. 2004; Trono 2016). Segundo Capy 

(2012) “70-80% das mutações espontâneas são resultado de inserções mediadas por TE, 

deleções ou rearranjos cromossômicos”, devido sua capacidade de transposição, podendo 

alterar não apenas a estrutura, mas também a regulação gênica e eventos epigenéticos, de forma 

a contribuir para o desenvolvimento e evolução das espécies (Charlesworth et al. 1994; Kidwell 

e Holyoake 2001; Senft e Macfarlan 2021). Mesmo após perder a capacidade de mobilização, 

os elementos transponíveis promovem variação estrutural genômica, pois eventos de 

recombinação podem ocorrer entre regiões homólogas, dispersas por TEs até em posições 

genômicas distantes, de forma a originar mutações em grande escala (Deininger et al. 2003; 

Bennetzen e Wang 2014; Carvalho e Lupski 2016). 

Um número crescente de evidências tem demonstrado que os TEs desempenham papel 

expressivo na adaptação e evolução de populações e espécies naturais, visto sua contribuição 

significativa para o processo de mutação (Makalowski 2000; Nekrutenko e Li 2001; Kazazian 

2004), ou mesmo para “transferência vertical – recebimento de material genético de seu 

antecessor - e/ou transferência horizontal - transferência de material genético para outra célula 

que não é sua descendente – desses elementos” (Schaack et al. 2010). As trajetórias evolutivas 

de acumulação de TEs em mamíferos foram conservadas entre as espécies, apesar das 

diferenças específicas no conteúdo de clado, sendo que a transposição realizada por estes 

elementos pode afetar “a expressão do seu complemento genômico para produzir características 

próprias (fenótipos), tais como aparência física, comportamento, susceptibilidade a doenças e 

até mesmo função neuronal” (Biémont e Vieira 2006; Buckley et al. 2017). 

A atividade de transposição de ERVs foi responsável por 10-15% de fenótipos mutantes 

herdados em camundongos de laboratório, ou seja, não produzem apenas pequenas alterações 

silenciosas ao nível da sequência de DNA, podem produzir também efeitos importantes nos 

traços fenotípicos (Britten 1996; Maksakova et al. 2006). Novas inserções de TEs em células 

germinativas podem causar doenças genéticas, pois mais de 120 inserções destes elementos 

foram associadas a doenças em humanos, e a transposição desses elementos no cérebro de 

mamíferos tem sido proposta para diversificar a população de células neurais. A expressão de 
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TEs foi ainda associada à leucemia mieloide aguda (LMA) em 178 pacientes adultos (Baillie et 

al. 2011; Erwin et al. 2014; Sundaram et al. 2014; Hancks e Kazazian 2016). 

TEs são encontrados, na maioria dos casos, em regiões distintas de heterocromatina, 

mas podem ocorrer em regiões eucromáticas, constituindo até 85% do genoma em algumas 

espécies, não se correlacionando com a complexidade do organismo (Eickbush e Furano 2002; 

Fedoroff 2012; Nystedt et al. 2013). Em algumas espécies como Rana esculenta, Zea mays, 

Drosophila melanogaster e Homo sapiens, os TEs representam, respectivamente, 77, 60, 15-22 

e 45% do genoma (Biémont e Vieira 2006). Em relação aos vertebrados, pode-se exemplificar 

a representatividade dos elementos transponíveis em 34% do genoma de cachorro, cerca de 

40% em camundongo e cerca de 50% em primatas (Böhne et al. 2008). 

Ribeiro e Kidwell (1994) avaliaram a capacidade de fixação de um elemento móvel em 

uma população vetorial diploide finita, envolvendo parâmetros como tamanho, taxa 

reprodutiva, dependência de densidade e eficiência de transposição, e observaram que o 

equilíbrio foi alcançado rapidamente (<50 gerações), sugerindo que os transposons podem ser 

manipulados no sentido de conduzir genes, como por exemplo, aqueles para resistência a 

parasitas. Os elementos transponíveis são, ainda, considerados como parasitas moleculares 

devido sua capacidade de invadir novos genomas, aproveitando-se da estrutura proporcionada 

pela célula (Kidwell e Lisch 2000), bem como a tendência à transferência horizontal (Kidwell 

1993; Schaack et al. 2010). Por sua natureza parasitária, a transposição de um TE ocorre para 

sua própria manutenção no genoma do hospedeiro, muitas vezes guiada por forças seletivas 

opostas, um ato de equilíbrio para facilitar a propagação futura, enquanto atenua os efeitos 

deletérios na função da célula hospedeira (Rebollo et al. 2012; Sultana et al. 2017). 

A transposição de ambas as classes de TEs é propensa a erros e produz elementos não 

autônomos, diminuindo a taxa de transposição dos elementos ativos, devido à degradação da 

capacidade de codificação, no entanto, a transferência horizontal possibilita ativação na 

linhagem seguinte, de forma a reiniciar o ciclo (Kidwell e Lisch 2000). A mobilidade intrínseca 

desses elementos e as interações ecológicas entre as espécies hospedeiras, incluindo aquelas 

com patógenos e parasitas, facilitam sua transmissão entre táxons amplamente divergentes 

(Gilbert e Feschotte 2018; Ivancevic et al. 2018). O comportamento dos TEs no genoma do 

hospedeiro segue um ciclo de vida de quatro fases, começando com (i) a fase de nascimento ou 

invasão, quando os TEs são inseridos em um novo locus, seguido por (ii) amplificação, (iii) 

maturação, quando são coptados e inseridos no genoma para servir a função celular benéfica ao 

organismo hospedeiro e, (iv) morte ou degeneração (Hartl et al. 1997; Kidwel e Lisch 2001; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8158612
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kidwell%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8158612
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Fernández-Medina et al. 2012). Durante o desenvolvimento dessas fases ocorre aumento do 

número de cópias, juntamente com possíveis mutações, resultando em elementos inativados, 

seguido de balanço entre a amplificação e a perda do número de cópias, até a inexistência de 

elementos autônomos e não autônomos, sendo que não há mais aumento do número de cópias 

(Kidwell e Lisch 2000; Cordeiro et al. 2008). Por exemplo, o genoma humano (haploide) 

contém aproximadamente 500.000 cópias do retrotransposon L1, sendo que mais de 99,9% 

dessas cópias são fixas e não são mais móveis devido a várias formas de mutações e 

truncamentos (Ostertag e Kazazian 2001; Szak et al. 2002). 

Os padrões de expressão dos TEs são tão específicos que podem organizar embriões, 

determinar relações evolutivas, rotular tipos de células cancerígenas, prever o resultado de 

doenças e caracterizar doenças neurodegenerativas (Senft e Macfarlan 2021). Por exemplo, o 

perfil cis-elementos regulatórios (CREs) hepático de primatas, apesar de permanecer com 

funções essenciais intactas, contribuem para a adaptação das espécies ao ambiente, e são 

enriquecidos com elementos transponíveis (TEs) jovens, incluindo Long-Terminal-Repeats 

(LTRs) e SINE-VNTR-Alus (SVAs), que afetam significativamente a expressão gênica 

(Trizzino et al. 2017). Thomas e Schneider (2011) demonstraram coevolução entre 

retroelementos LTR e fatores de transcrição dedo de zinco (zinc finger - ZF) em humanos e 

camundongos. Segundo Senft e Macfarlan (2021), os TEs contribuem fundamentalmente para 

o desenvolvimento e evolução dos mamíferos, fornecendo elementos reguladores específicos 

da espécie e novas proteínas. Estes estudos fornecem evidências do processo de exaptação de 

retroelementos e sequências regulatórias do genoma, após integração casual em um local 

apropriado para conferir regulação transcricional (Lowe et al. 2007; Conley et al. 2008; Cohen 

et al. 2009). Além disso, elementos transponíveis podem ser usados para estimar filogenia de 

espécies com base na evolução molecular da mesma sequência ancestral, como a análise 

realizada por  Johnson e Coffin (1999), onde árvores filogenéticas foram construídas com as 

repetições terminais longas (LTRS) não codificantes de vários loci retrovírus ERV, 

comparando com um padrão filogenético bem estabelecido como o dos primatas. Estes dados 

sugerem que os TEs têm redes reguladoras de genes, moldadas de forma significativa e contínua 

durante a evolução dos mamíferos (Colombo et al. 2018). 

O potencial evolutivo da variação derivada de um TE pode ser fortemente influenciado 

por fatores ambientais e ecológicos, pois os eventos de especiação muitas vezes se 

correlacionam com a expansão de novas famílias de TE, sugerindo que podem ser 

https://www.nature.com/articles/s41576-021-00385-1#auth-Anna_D_-Senft-Aff1
https://www.nature.com/articles/s41576-021-00385-1#auth-Todd_S_-Macfarlan-Aff1
https://genome.cshlp.org/search?author1=Marco+Trizzino&sortspec=date&submit=Submit
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205565/#B47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205565/#B47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205565/#B47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205565/#B17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205565/#B17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205565/#B17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205565/#B16
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.96.18.10254#con1
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.96.18.10254#con2
https://genome.cshlp.org/search?author1=Marco+Trizzino&sortspec=date&submit=Submit
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impulsionadores de adaptação, diversificação e especiação, gerando diversidade genômica 

estrutural entre populações (Jurka et al. 2011; Oliver e Greene 2011, 2012; Rebollo et al. 2012). 

1.2 ORGANISMO MODELO 

Em camundongos, os elementos móveis são responsáveis por causar aproximadamente 

10% de mutações espontâneas que interferem não apenas no genoma, mas também no fenótipo 

desses indivíduos, sendo relacionados principalmente à família dos retrotransposons não-LTR 

(Miller et al. 2006). 

O presente estudo selecionou a família Echimyidae para desenvolvimento de pesquisa 

inerente ao papel dos retrotransposons não-LTR, devido à alta diversidade de espécies e pouco 

esclarecimento sobre os processos evolutivos, em particular, as relações intergenéricas mal 

resolvidas. 

Retrotransposons de repetição terminal não longa (não LTR) têm sido associados em 

esculpir a estrutura e a função dos genomas, como por exemplo a mobilidade dos LINEs-1, Alu 

e SINE- R /VNTR/Alu-like retrotransposons (elementos SVA), que continuam a gerar variação 

genética intra e interindividual na população humana (Beck et al. 2011). 

1.2.1 A família Echimyidae 

 Roedores da família Echimyidae irradiaram-se por múltiplos biomas e abrangem uma 

vasta gama de formas de vida, histórias e adaptações ecomorfológicas, incluindo estilos de vida 

semi-fossorial, arbóreo e semiaquático (Emmons et al. 2015). É a família mais diversificada de 

roedores histricognatos da América do Sul (caviomorfos), que se distribuem ao longo de 

florestas tropicais (Amazônia, Mata Atlântica e porções florestais andinas), ocasionalmente 

ambientes mais abertos e secos como Cerrado e Caatinga, no nordeste da América do Sul, e 

ambientes abertos no sul do continente (Myocastor) (Figura 1). Esse padrão sugere a influência 

de processos vicariantes entre a Amazônia e a Mata Atlântica (Galewski et al. 2005; Fabre et 

al. 2014). Sua radiação aparentemente começou no Mioceno precoce (23-16 Ma), com 

divergência daqueles do Leste Brasileiro e dos clados arbóreo e terrestre (Lara et al. 1996; Leite 

e Patton 2002; Galewski et al. 2005; Fabre et al. 2012). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5381603/#evw264-B76
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5381603/#evw264-B141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5381603/#evw264-B142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5381603/#evw264-B164
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Figura 1: Mapa de distribuição para todos os gêneros de Echimyidae e correspondência entre 

suas distribuições e as províncias biogeográficas dos Neotrópicos (Fabre et al. 2017). 
 

 Comumente conhecidos como ratos espinhosos e ratos de árvore, os equimídeos são 

de tamanho pequeno, com exceção para Myocastor e Brachydont, com um peso corporal 

variando de cerca de 200 a 1000 g, compreendendo 91 espécies reconhecidas e agrupadas em 

22 gêneros. Todos os membros têm pelos grosseiros e muitos táxons possuem espinhos flexíveis 

e planos (Emmons e Feer 1990; Upham e Patterson 2012; Fabre et al. 2012; Fabre et al. 2017). 

De acordo com o habitat que ocupam, podem ser considerados como táxons semifossoriais 

(Clyomys, Euryzygomatomys), terrestres (Carterodon, Hoplomys, Proechimys, Thrichomys) e 

arbóreos (Dactylomys, Diplomys, Echimys, Isothrix, Kannabateomys, Lonchothrix, Makalata, 

Mesomys, Olallamys) (Emmons e Feer 1990; Emmons et al. 2015). A história taxonômica dos 

equimídeos tem sido complexa, mesmo em nível de subfamília e gênero, visto que as relações 

evolutivas ainda não estão bem estabelecidas devido insuficiência de dados relativos à sua 

ecologia, diversidade e sistemática (Mones 1968; Leite e Patton 2002; Emmons 2005; Iack-

Ximenes et al. 2005). No entanto, a amostragem de novas moléculas usadas como marcadores 

promete aumentar a compreensão sobre a sistemática e história biogeográfica de equimídeos 

(Upham e Patterson 2015). 

 Fabre et al. (2017) analisaram 38 novos exons de mitogenomas de Echimyidae 

(incluindo membros da família Capromyidae e Myocastorinae) e até cinco éxons nucleares de 
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evolução mais lenta de táxons chave. Foi usado um método Bayesiano de relógio molecular 

com taxa de autocorrelação ao longo dos ramos para estimar datas de divergência, ao mesmo 

tempo em que contabiliza mudanças na taxa evolutiva ao longo do tempo e permite modelos de 

mistura de evolução da sequência para explicar as heterogeneidades nos padrões de evolução 

entre partições mitocondriais e nucleares (Figura 2). 

 

Figura 2: Topologia bayesiana obtida a partir da concatenação do conjunto de dados de 

nucleotídeos (NT) da codificação de 13 proteínas e dos 5 genes nucleares para os principais 

clados de equimídeos (Fabre et al. 2017). 

O mapeamento realizado por Fabre et al. (2017) seguiu o caráter ecomorfológico do 

modo de vida da locomoção de Echimyidae com base no relato de Patton et al. (2015) (Figura 

2), confirmando três clados principais Capromyidae intimamente relacionado a Echimyidae, 

Euryzygomatomyinae (Confirmando Trinomys), e os arborícolas Echimyini, 

exceto Callistomys que ramifica-se com a tribo Myocastorini (Lara e Patton 2000;  Fabre et al. 

2014). A tribo Myocastorini inclui Myocastor e Callistomys (nó T) como grupo irmão de 

Thrichomys e Hoplomys + Proechimys (nó R) (Woods et al. 1992; Galewski et al. 2005). A 

proposta para o clado Echimyini arbóreo (nó E) seguiu os padrões de ramificação em nível de 

gênero sugeridos como ratos de bambu Dactylomys, Olallamys e Kannabateomys (nó O), (2) 
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as endêmicas andinas do Norte Santamartamys e Diplomys (nó N), o clado cis-andino 

amazônico Toromys e Pattonomys (nó J), os três táxons remanescentes de Echimyinae 

Echimys, Makalata, Phyllomys (nó K) e o clado Mesomys/Lonchothrix (nó G) com uma 

associação isolada da linhagem Isothrix (nó F). 

A diversificação rápida dos equimídeos, segundo Galewski et al. (2005), 

particularmente entre espécies arbóreas, pode explicar por que os nós basais na filogenia têm 

sido difíceis de resolver. Daí a importância de estudos adicionais e integrativos neste grupo de 

roedores. Nesse sentido, este estudo propôs analisar espécies, representantes das diferentes 

subfamílias viventes de Echimyidae, do ponto de vista dos elementos transponíveis, visto que 

sequências repetitivas, conforme Valente et al. (2011), influenciam de forma significativa na 

evolução dos genomas, particularmente por seu envolvimento com rearranjos cromossômicos. 

Segundo Gray (2000), uma explicação de tal evento é a recombinação homóloga entre cópias 

múltiplas de um TE, presente no genoma. 

Dados cromossômicos para a família Echimyidae ainda não são suficientes para o 

entendimento dos padrões de evolução cromossômica (Lima et al. 1998), e isso se torna mais 

evidente quando se trata dos táxons amazônicos (Eler ES comunicação pessoal), visto que 

poucos estudos analisaram a biodiversidade dessas espécies. Estudos citogenéticos mostram 

grande variabilidade cromossômica em roedores, com número diploide variando de 9 a 118, no 

entanto, a identificação taxonômica pode ser difícil, já que muitas espécies apresentam apenas 

pequenas variações morfológicas (Silva e Yonenaga-Yassuda 1998; Dunnum et al. 2001, 

Nagamachi et al. 2013). Segundo Yonenaga-Yassuda et al. (1985), uma característica 

cariotípica compartilhada entre todos os equimídeos é a presença de uma constrição secundária 

em um par cromossômico, coincidente com a região organizadora de nucléolo (RON), 

indicando homeologia do par nucleolar nesta família, apesar da posição deste par variar entre 

as espécies. 

A caracterização citogenética pode fornecer mais um caráter confiável em critérios 

taxonômicos, visto que a identificação de rearranjos cromossômicos evidencia diferenças 

genômicas entre espécies, o que permite delinear possíveis relações entre grupos. Segundo 

Patton et al. (2000), as relações filogenéticas entre os equimídeos ainda não estão bem 

determinadas, resultando em desordens no diagnóstico dos gêneros e na alocação de espécies. 

Alguns estudos citogenéticos têm mostrado padrões diferenciados em algumas espécies de 

Echimyidae, como por exemplo, variação interespecífica na distribuição das sequências 

teloméricas intersticiais (ITs) em Thrichomys. A análise comparativa da banda G e banda C 
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sugeriu que a variação interespecífica em Thrichomys e Trinomys pode ser devida a rearranjos 

como inversões pericêntricas, reposicionamento do centrômero e variação da heterocromatina 

(Araújo et al. 2018; 2019). O padrão da banda C variou entre as espécies e, juntamente com a 

NOR, permitiu a identificação de duas unidades evolutivas em P. gr. longicaudatus na região 

do médio rio Madeira (citótipos A e B) (Eler el at. 2012). Novos registros cariotípicos foram 

identificados para seis espécies de Proechimys da Amazônia brasileira: P. echinothrix da região 

do rio Purus com 2n = 32 e FN = 58, P. cuvieri da região do rio Japurá com 2n = 28 e FN = 46 

(Eler el at. 2020). Soares et al (2022) demonstraram homeologia de sinal de LINE-L1 e SINE-

B1 no cariótipo de cinco espécies de Proechimys através de Hibridização in situ Fluorescense. 
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2.OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a dinâmica evolutiva de elementos retrotransponíveis entre espécies 

representantes das diferentes subfamílias de Echimyidae, a saber: Dactylomys sp. 

(Dactylomyinae); Isothrix sp., Makalata sp. (Echimyinae); Proechimys sp., Mesomys sp., 

Thrichomys sp. e Trynomys sp. (Eumysopinae). 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Identificar e caracterizar sequências de Elementos retrotransponíveis no genoma de 

diferentes espécies representantes das diferentes subfamílias de Echimyidae. 

- Comparar o mapeamento físico-cromossômico de sequências dos elementos 

retrotransponíveis entre espécies, representantes das diferentes subfamílias de Echimyidae. 

- Identificar possíveis rearranjos cromossômicos associados aos elementos 

retrotransponíveis, que possam estar envolvidos no processo de evolução cariotípica em 

Echimyidae. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. MATERIAL 

O presente estudo analisou sequências genômicas de representantes das três subfamílias 

de Echimyidae (Tabela 1), a saber: (Dactylomys sp. (Dactylomyinae); Isothrix sp., Makalata 

sp. (Echimyinae); Proechimys sp., Mesomys sp., Thrichomys sp. e Trynomys sp. 

(Eumysopinae). 

Este trabalho seguiu os Padrões Éticos para Pesquisa Animal de acordo com o parecer 

002/2013 da Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA do Instituto Nacional de Pesquisas 

da Amazônia-INPA, de acordo com a Lei nº 11.794, de 08 de outubro de 2008, que estabelece 

procedimentos para o uso científico de animais. Os exemplares foram coletados na região 

Amazônica, biomas da Mata Atlântica (Guarapari, Espírito Santo) e região de transição entre 

Mata Atlântica e Cerrado (Diamantina, Minas Gerais), Brasil entre 2005 e 2015, com as 

autorizações: 02005.000642/03-11 (IBAMA/MMA), 02000.002336/2003-93 

(IBAMA/MMA), 02005.002672/04 (IBAMA/MMA), 37585-5 (SISBIO/MMA), 37592-4 

(SISBIO/MMA), 10985 (SISBIO/MMA). 

Os crânios e peles foram depositados, parte na Coleção de Mamíferos do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), em Manaus, Amazonas, Brasil e parte na 

Universidade Federal do Espírito Santo, em Guarapari, Espírito Santo, Brasil. As análises 

citogenéticas foram realizadas em preparações cromossômicas obtidas de células da medula 

óssea, utilizando colchicina na concentração 0,0125%, 1 mL para cada 100 g de massa animal 

(Ford e Hamerton 1956). E para as análises moleculares foram utilizadas amostras do músculo 

e fígado. As suspensões celulares e amostras de tecido (músculo e fígado) estão depositadas no 

Laboratório de Genética Animal do INPA, em tubo tipo eppendorf, em freezer (-10°C), 

devidamente identificado com o número do espécime (Silva et al. 2012; Eler et al. 2012; 2017; 

2020). 
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Tabela 1: Espécies de Echimyidae analisadas neste estudo e código de identificação dos 

exemplares. 1Silva et al. 2012, 2Eler et al. 2012; 2017; 2020.  
Espécies Localidade Coordenadas 2n/FN Sexo Voucher 

Proechimys 

guyannensis 

Ilha da Serrinha, 

Usina Hidrelétrica de 

Balbina, Rio Uatumã, 

Amazonas 

01°52’ S, 59°25’ W  46/501 M/F INPA-CEF14 

INPA-CEF12 

Proechimys 

guyannensis 

Monte Dourado, 

Almerim, Pará 

00°49’ S, 52°39’ W 38/522 M/F INPA5053 

INPA5054 

Proechimys 

gardneri 

Margem esquerda do 

Rio Madeira, 

Comunidade Bela 

Vista, Amazonas       

05°14’ S, 60°42’ W 40/542 M/F INPA5383 

INPA5390 

Proechimys 

echinothrix 

Reserva Extrativista 

Canutama, Rio Purus, 

Amazonas 

06°34’ S, 64°33’ W 32/582 M/F INPA7319 

INPA7345 

Proechimys 

longicaudatus 

Margem esquerda do 

rio Aripuanã, 

Amazonas 

06°17’ S, 60°23’ W 28/462 M/F INPA5414 

INPA5401 

Proechimys 

cuvieri 

Bosques da REMAM 

(Refinaria Isaac 

Sabbá), Manaus, 

AmazonasBituba, 

Monte Dourado, 

Almeirim Pará 

00°70’ S, 52°67’ W 

 

01°11’ S, 52°38’ W 

28/461 M/F INPA-EE251 

INPA5050 

Dactylomys 

Dactylinus 

Flona Saracá-Taquera 

e Rebio Trombetas, 

rio Trombetas, 

Amazonas 

14°81’ S, 56°45’ W 94/1342 M/F INPA-MAM008869 

INPA-MAM008891 

Makalata 

didelphoides 

Parque Nacional da 

Amazônia e Flona do 

Tapajós, rio Tapajós, 

Amazonas 

45°34’ S, 56°60’ W 72/1322 M/F INPA-MAM008898 

INPA-MAM008901 

Mesomys 

Hispidus 

Região do baixo rio 

Purus, Amazonas 

65°77’ S, 64°89’ W 60/1162 M/F INPA-MAM 007317 

INPA- MAM 007341 

Trinomys 

paratus 

Região do rio da 

Prata e Buenos Aires, 

Mata Atlântica, 

Guarapari, Espírito 

Santo. 

20°53’ S, 40°59’ W 58/1122 M/F UFES-MAM 2798 

UFES-MAM 2804 

Thrichomys 

apereoides 

Parque Nacional 

Sempre Vivas, 

Diamantina, Minas 

Gerais 

17°91’ S, 43°78’ W 28/502 M/F MDIA093 

MDIA104 

Isothrix pagurus Parque Estadual do 

rio Negro Setor 

Sul, rio Cuieiras, 

Amazonas 

27°07’ S 60°37’ W 22/382 M/F INPA-MAM008835 

INPA-MAM008843 

Fonte: Livros de Registro do LGA-INPA. 

 

3.2 MÉTODOS 

O DNA total dos exemplares foi extraído a partir de porções de tecido do fígado e/ou 

músculo fixados em álcool 96%, a partir do protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001), 

com algumas modificações, utilizando o Kit de extração Wizard® (Promega), segundo as 
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recomendações do fabricante. A integridade do DNA foi visualizada em gel de agarose 1,0%, 

quantificado em espectrofotômetro NanoVue Plus (GE Healthcare) e diluído em solução de 

uso, com concentração final de até 250 ng/μL. 

3.2.1 Extração de DNA total - Wizard Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA) 

 

1. Preparar um mix, contendo EDTA + Nuclei Lysis Solution (60 µL de EDTA 0,5M 

+ 250 µL de Nuclei Lysis Solution) em tubo falcon e deixar no freezer por pelo 

menos 10 min, até ficar turvo. 

2. Dissociar, aproximadamente, 20 mg de tecido muscular e transferir para um tubo 

tipo eppendorf estéril de volume de 1,5 mL. 

3. Em seguida, dissociar e secar o tecido, adicionar 300 µL da solução preparada no 

passo 1 acrescida de 15 µL de proteinase K (10 ng/µL), homogeneizar e levar ao 

termo bloco a 55 °C por cerca de 3 h, sob agitação de 1100 rpm até dissolver todo o 

tecido. 

4. Após o tecido ser dissolvido, adicionar 100 µL de Protein Precipitation Solution, 

homogeneizada em vórtex por 30 seg até ficar espumante e levar ao freezer por 5 

min. 

5. Passados os 5 min, homogeneizar a solução e centrifugar por 10 min a 13000 rpm a 

4 °C. 

6. Retirar o sobrenadante (que contém o DNA) com auxílio de uma micropipeta e 

transferir para novos tubos tipo eppendorf; adicionar 300 µL de isopropanol gelado, 

homogeneizar a solução e centrifugar por 10 min a 13000 rpm a 4 °C. 

7. Descartar o sobrenadante, que contém o isopropanol, pois o material de interesse 

(DNA) está em forma de pellet, adicionar 300 µL de etanol 70% gelado, 

homogeneizar e centrifugar por 10 min a 13000 rpm a 4 °C. 

8. Descartar o máximo de sobrenadante possível, com cuidado para não descartar o 

DNA (pellet), levar os tubos eppendorf à estufa a 37 °C por aproximadamente 15 

min, até todo etanol evaporar. 

9. Por fim, adicionar 50 µL de água mili-Q, homogeneizar e deixar overnight a 4 °C. 

10. O DNA extraído foi verificado por comparação com o marcador Low Mass DNA 

Ladder (Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose 1,0%. As visualizações dos 

géis de agarose foram realizadas no Transiluminador-UV (Loccus biotecnologia). 
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11. A concentração do DNA total isolado foi obtida através de quantificação no 

Espectrofotômetro NanoVue Plus (GE Healthcare). 

3.2.2. Isolamento dos Retrotransposons pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Para amplificação de elementos transponíveis, já identificados e caracterizados como 

conservados em mamíferos, foram utilizados os primers listados abaixo: 

 
Identificação Sequência dos primers Tamanho final 

das sequências 

LINE-L1¹ L1F 5’AAGAATTCCGCAGGATACAAGATCAACTCA 3’ 

L1R 5’AAGGATCCCAATTCGATTCCATTGGT 3’ 

~612 pb 

SINE-B1² B1F 5’ TTGCCGGGCGTGGTGGCG 3’ 

B1R 5’ TTGGTTTTTCGAGACAGGGTTTCT 3’ 

~150 pb 

SINE-B4³ B4F 5´-GAGTTCAGATCCCCAGAACC-3´ 

B4R 3´-GGTCTCTCACTGAACCTGGA-5´ 

~299 pb 

SINE-MAR⁴ MarF 5’-CTAGGTGGCGCAGTGGATAG-3’ 

         MarR 3’-TGGTTTGCCATTTCCTTCTC-5’ 

~259 pb 

SINE-THER⁵      TherF 5´-GACCTGGAGTCAGGAAGACC-3´ 

TherR 3´-ATCCTCACAACAACCCTGTG-5 

~263 pb 

Fonte: ¹Gran et al. 2005; ²Rinehart et al.  2005; ³Vassetzky 2013; ⁴Kramerov e Vassetzky 2011; 

⁵ Serdobova 1998. 

 

1. A amplificação enzimática destes elementos, a partir dos indivíduos amostrados, foi 

realizada a partir do DNA celular total previamente isolado, sendo a amplificação 

realizada pela técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction – Saiki et al. 1988) em 15 

tubos eppendorf de 250 μL para L1, e para os SINEs B1, B4, MAR, THER. 

2. Os produtos de PCR, fita dupla, foram obtidos em um volume total de 25 μL (~100 ng 

de DNA genômico; Tampão 1X; 0,5 unidades de Taq DNA Polimerase (Promega); 0,2 

mM de cada dNTP – dATP, dCTP, dTTP, dGTP; 0,2 μM de cada oligonucleotídeo 

iniciador (primer); 2,0 mM de cloreto de magnésio e água mili-Q para completar o 

volume). 

3. As reações foram processadas no termociclador Veriti Thermal Cycler – Applied 

Biosystems PCR instruments. Os ciclos de amplificação das sequências dos 

retrotransposons LINE-L1/SINE-B1/SINE-B4/SINE-MAR/SINE-THER foram: 

desnaturação de 3 min a 94 °C, 30 ciclos de 1 min 94 °C, 1 min a 40 °C/55 °C/40 °C/40 

°C /55 °C, 1 min e 30 seg a 72 °C; com extensão final de 10 min a 72 °C e um período 

de resfriamento a 4 ºC. 

4. Depois de amplificados, os produtos de PCR foram verificados e quantificados por 

comparação com o marcador Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) em eletroforese em 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib57
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gel de agarose 1,5%. As visualizações dos géis de agarose foram realizadas no 

Transiluminador-UV (Loccus biotecnologia). 

5. As concentrações dos produtos de PCR foram obtidas através de quantificação no 

Espectrofotômetro NanoVue Plus - GE Healthcare. 

3.2.3 Purificação do produto de PCR em Gel de agarose - Kit GE Healthcare (Illustra 

GFX PCR and Gel Band Purification Kit) 

 

1. As amostras do produto de PCR, 15 tubos de eppendorf, foram aplicadas em 

eletroforese em gel de agarose 1,0%, comparando com o marcador Low Mass DNA 

Ladder (Invitrogen). 

2. O gel de agarose contendo a sequência de interesse foi visualizado no 

fotodocumentador Eagle Eye (Stragene) (UV), e com o uso de um bisturi foi 

realizado corte do gel próximo às sequências de DNA. 

3. O gel contendo as sequências de DNA foi colocado em tubos eppendorf de 1,5 μL 

previamente pesados e identificados. 

4. Os eppendorfs contendo o gel de agarose foram novamente pesados e o diferencial 

foi calculado (ou seja, mesma quantidade de mg de agarose foi a mesma do reagente 

para dissolução). 

5. Foi adicionado o buffer tipo 3 (reagente de dissolução) no tubo contendo o gel, 

realizando mix por inversão, e colocados em banho maria a 60 °C até a completa 

dissolução (coloração amarela). 

6. 600 μL do mix (buffer tipo 3 e gel dissolvido) foi adicionado em um novo tubo 

eppendorf de 1,5 μL contendo mini coluna com filtro e previamente identificado. 

7. Após 60 seg em temperatura ambiente, o tubo contendo a mini coluna foi 

centrifugado por 30 seg a 16000 g. 

8. O líquido abaixo da mini coluna foi descartado e os procedimentos 6 e 7 foram 

repetidos até o término do mix (buffer tipo 3 e gel dissolvido). 

9. 500 μL do buffer tipo 1 (reagente de lavagem – solução à base de álcool) foi 

adicionado ao eppendorf contendo a mini coluna. 

10. Após 60 seg em temperatura ambiente, o tubo contendo mini coluna foi centrifugado 

por 30 seg a 16000 g. Após o descarte do líquido abaixo da mini coluna repetir a 

centrifugação. 

11. A mini coluna contendo a sequência de interesse foi transferida para um novo tubo 

eppendorf de 1,5 μL devidamente identificado. 



24 
 

12. 25 μL do buffer tipo 6 (água miliQ) foi adicionado ao eppendorf, contendo a mini 

coluna para eluição do DNA. 

13. Após 2-3 min em temperatura ambiente, o tubo contendo mini coluna foi 

centrifugado por 60 seg a 16000 g. 

12. A mini coluna foi descartada e o tubo eppendorf contendo o DNA foi 

homogeneizado e deixado overnight a 4 °C. 

13. O DNA purificado foi verificado por comparação com o marcador Low Mass DNA 

Ladder (Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose 1,5%. As visualizações dos 

géis de agarose foram realizadas no Transiluminador-UV (Loccus biotecnologia). 

14. A concentração do DNA purificado foi obtida pela quantificação no 

Espectrofotômetro NanoVue Plus - GE Healthcare. 

3.2.4 Clonagem das Sequências de Retrotransposons 

 

3.2.4.1 Ligação das sequências de interesse purificadas ao vetor de clonagem pGEM-T 

Easy (Promega) 

 O sistema pGEMpT Easy é um kit que contém um plasmídeo linear que possui uma 

deoxitimidina (T) em cada uma de suas extremidades 3’ e que permite a inserção direta de 

produtos de PCR, pela enzima T4 DNA ligase. A inserção as pontas coesivas T do vetor pGEM 

T Easy ocorre devido a uma única deoxiadenosina inserida por algumas polimerases 

termoestáveis às extremidades dos fragmentos amplificados (Neste estudo utilizamos DNA 

polimerase da Promega). A circularização do DNA pela inserção do produto de PCR nada mais 

é que a formação do plasmídeo recombinante a ser introduzido posteriormente dentro da 

bactéria E. coli visando a propagação plasmidial (Promega). 

1. Para a ligação ao vetor utilizou-se 1 μL para cada 10 ng do produto purificado, 5 μL do 

vetor pGEM-T Easy (50 ng), 1 μL de tampão de ligação 2x, 1 μL de T4 ligase, e água 

milli-Q se necessário, para 10 μL de reação em um tubo eppendorf de 250 μL, estes 

foram incubados por 16 h a 4 °C. 

2. O plasmídeo recombinante foi verificado por comparação com o marcador Low Mass 

DNA Ladder (Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose 1,0%. As visualizações do 

gel de agarose foi realizada no Transiluminador-UV (Loccus biotecnologia). 

3.2.4.2 Preparação dos meios de cultura para plaqueamento e crescimento das bactérias 

eletrocompetentes TOP10 (Thermo Fisher) transformadas. 

1. Foram preparados meio de culturas – LB (Luria-Bertani) – para plaqueamento e 

crescimento das bactérias eletrocompetentes transformadas nas seguintes proporções: 
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Meio de cultura Triptona 

(Sigma) 

Extrato de 

Levedura 

(Sigma) 

NaCl –

(BIOTEC) 

Ágar 

(KASVI) 

LB sólido (1000 mL) 10 g 5 g 10 g 15 g 

LB líquido (600 mL) 6 g 3 g 6 g - 

 

2. Os reagentes foram adicionados em balão volumétrico e foram dissolvidos com água 

destilada. Após a dissolução o conteúdo foi adicionado em frasco (LABORGLAS) de 

1000 mL próprio para autoclave (devidamente identificado). 

3. Os frascos contendo os meios de cultura foram autoclavados em autoclave vertical 

(Marte) a 1 kgf cm² por 15 min. Os meios LB sólido e líquido foram resfriados até 50 

°C para o momento de uso. 

3.2.4.3 Transformação da bactéria E. coli - células competentes TOP10 (Thermo Fisher) 

com os Plasmídeos recombinantes pGEM-T Easy (Promega)   

1. Cubetas (Electroporation cuvettes - Fisher scientific – com 1mm de abertura) 

reutilizadas foram testadas com uso de glicerina (Merk) a 10%. 

2. Foi colocado 200 μL de glicerina a 10% em cada cubeta. Uma por uma das cubetas 

foram colocadas no eletroporador (equipamento eletromédico utilizado para 

induzir eletroporação em células e tecidos biológicos), usando uma voltagem de 1800 

V (recomendado para cubetas com tamanhos de abertura de 1 mm). 

3.  As cubetas que não tiveram um ruído semelhante a uma explosão estavam adequadas 

para a transformação bacteriana. 

4. Após lavagem com álcool (100%), secas e deixadas na UV por 30 min as cubetas 

estavam prontas para a transformação bacteriana. 

5. As cubetas (Fisher scientific) novas (com tamanhos de abertura de 1 mm) foram 

deixadas na UV por 30 min antes de serem utilizadas para transformação bacteriana. 

6. As bactérias eletrocompetentes TOP10 (Thermo Fisher) foram retiradas do freezer -80 

ºC, descongeladas em gelo, após uma breve homogeneização. 

7. Em tubo eppendorf de 1,5 μL devidamente identificado foram adicionados 4 μL do 

plasmídeo recombinante e 25 μL das bactérias eletrocompetentes (mantidas em gelo). 

8. Após homogeneizar com cuidado, o conteúdo foi transferido para a cubeta de 

eletroporação que estava no gelo, devidamente identificada. O mix foi homogeneizado 

novamente no interior da cubeta, a qual foi mantida no gelo. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Eletropora%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecidos_biol%C3%B3gicos
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9. Após secar as cubetas (externo), estas foram inseridas no eletroporador (Eppendorf - 

Eporador), com parâmetros ajustados para 1800 V (recomendado para cubetas 

com tamanhos de abertura de 1 mm), e realizado o pulso elétrico. 

10. Após a eletroporação as cubetas foram devolvidas para o gelo, e foi a adicionado 800 

μL (de 200 em 200μL) do meio SOC (Super Optimal Broth) (20 g/L Triptone, 5 g/L 

Extrato de levedura, 4,8 g/L MgSO4, 3,603 g/L dextrose, 0,5g/L NaCl e 0,186 g/L KCl) 

e realizada a sua homogeneização. 

11. O conteúdo das cubetas foi transferido suavemente para um tubo cônico tipo falcon de 

15 mL devidamente identificado (de 200 em 200 μL). Os tubos falcon foram incubados 

em Shaker (Marconi) por 90 min a 200 rpm e 37 ºC ou estufa (FANEM) a 37 ºC 

(previamente ligados) para a recuperação das células. 

3.2.4.4 Plaqueamento das bactérias eletrocompetentes TOP10 (Thermo Fisher) 

transformadas – uso de luz Ultravioleta - UV (Fluxo) 

 A inserção do DNA necessita de um marcador de seletividade para verificar se de fato 

a transformação ocorreu. Neste estudo utilizamos o X-Gal (5-bromo4-cloro-3-indoxil-β-D-

galactopiranosídeo), que é um glicosídeo artificial análogo à lactose e um substrato cromógeno 

para a enzima β-galactosidase (E. coli). O X-Gal é utilizado para triagem azul-branca (blue-

White screening). A enzima β-galactosidase hidrolisa o X-gal, formando galactose e 5-bromo-

4- cloro-3-indoxil. O 5-bromo-4-cloro-3-indoxil em presença de oxigênio (ar) é oxidado e 

convertido no corante azul 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-índigo (Thermo Fisher). 

 Em diversos vetores de clonagem, um "sítio de clonagem múltipla" (Multiple Cloning 

Site) está presente no meio da sequência codificadora do fragmento α (parte N-terminal) da β-

galactosidase. Nesse sítio é possível colocar DNA exógeno de interesse. Com isso, a sequência 

da β-galactosidase é quebrada somente nas células transformadas com vetor, contendo o inserto 

(DNA exógeno de interesse), que passam a não expressar mais a enzima. Disso, segue-se que 

essas células não poderão mais clivar o X-Gal, não produzindo produto azul. Nesse processo 

de transformação, as colônias sem o fragmento exógeno inserido no vetor aparecerão em azul, 

enquanto aquelas com o DNA de interesse aparecerão brancas. O X-Gal é usado junto com o 

IPTG (isopropil-b-D-galactosídeo), que é indutor artificial na expressão da β-galactosidase, 

para a triagem das colônias azuis. Ainda com o intuito de realizar a seletividade das células 

recém transformadas, o uso de antibióticos é extremamente recorrente. A ampicilina é o 

antibiótico mais usado do grupo β-lactânico por ter alto aspecto de atividade, alta solubilidade, 
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alta taxa de absorção e satisfatória estabilidade em condições ácidas (Kiernan 2007; Sandhu 

2010). 

1. Os meios LBs, reagentes e materiais de uso foram submetidos a UV por 15 min. 

2. Os seguintes reagentes foram adicionados para cada 300 mL de LB sólido: 480 μL de 

XGal, 150 μL de IPTG e 300 μL de ampicilina. 

3.  Foram distribuídos 30 μL de LB contendo os reagentes do item 2 em placas de petri 

descartáveis, evitando formação de bolhas. As placas foram mantidas semiabertas para 

resfriamento. 

4. Foram distribuídos 100 μL da cultura, contendo as bactérias eletrocompetentes 

transformadas, em placas previamente identificadas. 

5. Foi realizado o plaqueamento, usando alça de Drigalsky previamente esterilizada em 

chama de bico de Bunsen e resfriada, de forma a distribuir a cultura uniformemente até 

a completa secagem. 

6. As placas foram fechadas, invertidas e incubadas em Shaker (Marconi) a 200 rpm ou 

estufa (FANEM) a 37 ºC (previamente ligados) overnight. 

3.2.4.5 Seleção dos clones para extração dos Plasmídeos recombinantes a partir das 

bactérias eletrocompetentes TOP10 (Thermo Fisher) - uso de luz Ultravioleta - UV 

(Fluxo) 

 Após o período de incubação, algumas colônias resistentes (possíveis recombinantes ou 

clones positivos) foram selecionadas para realização da extração do seus DNAs plasmidiais. A 

seleção dos recombinantes foi realizada através da análise de restrição, somente colônias 

brancas, a fim de verificar a eficiência na transformação, propagação e obter quantidade 

suficiente de plasmídeos. 

1. Foram adicionados 600 μL de ampicilina para 600 mL de meio LB líquido mantido a 

50 °C. Após leve resfriamento, o LB foi distribuído em tubos falcon de 10 mL estéreis, 

devidamente identificados. 

2. As colônias selecionadas foram repicadas com uso de uma ponteira (uma para cada 

colônia), individualmente, e adicionadas nos tubos falcon de 10 mL em triplicata para 

cada placa. 

3. Os tubos foram incubados em Shaker (Marconi) a 200 rpm overnight a 37 °C. 

3.2.4.6 Amplificação dos Plasmídeos recombinantes através da técnica de PCR 

(Polimerase Chain Reaction – Saiki et al. 1988) para verificação de positividade 

1. Foi realizada amplificação dos plasmídeos recombinantes, a partir das colônias 

incubadas nos tubos falcon de 10 mL, para verificação de positividade e seleção 
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daquelas com melhores concentrações. Foram utilizados os primers universais M13 

Forward e Reverse, para amplificação de insertos M13/pUC e derivados com sítios de 

inserção no gene da galactose. M13 F5’CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG3’ e 

M13 R5’AGCGGATAACAATTTCACACAGG3’ (Invitrogen). 

2. Os produtos de PCR, fita dupla foram obtidos em tubos eppendorf de 250 μL em um 

volume total de 25 μL (0,5 μL de cada tubo contendo as colônias; Tampão 1X; 0,5 

unidades de Taq DNA Polimerase (Promega); 0,2 mM de cada dNTP – dATP, dCTP, 

dTTP, dGTP; 0,2 μM de cada oligonucleotídeo iniciador (primer); 2,0 mM de cloreto 

de magnésio, e água milli-Q para completar o volume). 

3. As reações foram processadas no termociclador Veriti Thermal Cycler – Applied 

Biosystems PCR instruments. O ciclo de amplificação das sequências plasmidial 

recombinante foi: desnaturação de 3 min a 95 °C, 25 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 

50 °C, 30 seg a 72 °C; com extensão final de 5 min a 72 °C e um período de resfriamento 

a 4 ºC. 

4. Depois de amplificados, os produtos de PCR foram verificados e quantificados por 

comparação com o marcador Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) em eletroforese em 

gel de agarose 1,0%. As visualizações dos géis de agarose foram realizadas no 

Transiluminador-UV (Loccus biotecnologia). 

5. As concentrações dos produtos de PCR foram obtidas através de quantificação no 

Espectrofotômetro NanoVue Plus - GE Healthcare. 

3.2.4.7 Extração dos Plasmídeos recombinantes das bactérias eletrocompetentes TOP10 

(Thermo Fisher) - uso de luz Ultravioleta - UV (Fluxo) – Miniprep - kit Wizard Plus 

 Foram selecionadas as colônias mais concentradas para extração dos plasmídeos 

recombinantes. As células tiveram seus DNAs plasmidiais extraídos através do kit Wizard Plus 

SV Miniprep DNA Purification Systems. 

1. Os tubos falcon contendo a cultura (15 mL) foram centrifugados por 8 min a 4800 rpm. 

O sobrenadante foi descartado, permanecendo aproximadamente 1 mL do meio líquido. 

Preparar um descartex com antecedência. 

2. Após homogeneização, usando pipeta pasteur, o 1 mL de meio líquido foi transferido 

para um tubo eppendorf de 1,5 mL devidamente identificado. 

3. Os tubos falcon foram lavados com aproximadamente 500 μL de água destilada, 

homogeneizados, e o líquido foi transferido para o tubo eppendorf de 1,5 mL, contendo 

o meio de cultura. 
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4. Os tubos eppendorf, contendo o meio de cultura, foram centrifugados por 1 min a 2300 

g e o sobrenadante descartado, permanecendo aproximadamente 500 μL. 

5. Foram adicionados 100 μL da solução de lise buffer tipo 1, invertendo o tubo para 

homogeneizar. Acrescentar 10 μL de proteinase K, invertendo o tubo para 

homogeneizar. 

6. Os tubos eppendorf foram colocados em banho maria por 15 min a 56 °C e depois no 

termobloco por 2 min a 70 °C e, em seguida, centrifugados por 10 seg a 2000 g. 

7. Foram adicionados 500 μL de solução de purificação buffer tipo 4, permanecendo em 

temperatura ambiente por 10 min, e centrifugado por 10 seg a 11000 g. 

8. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf de 1,5 μL, contendo mini 

coluna com filtro, previamente identificado. 

9. Após 60 seg em temperatura ambiente, o tubo contendo mini coluna foi centrifugado 

por 1min a 11000 g, e o líquido abaixo da mini-coluna foi descartado. 

10. Foram adicionados novamente 500 μL da solução de purificação buffer tipo 4 no tubo 

eppendorf de 1,5 μL (contendo mini coluna com filtro), permanecendo em temperatura 

ambiente por 10 min, centrifugado por 1 min a 11000 g, e o líquido abaixo da mini-

coluna descartado. 

11. Foram adicionados 500 μL da solução de lavagem buffer tipo 6 no tubo eppendorf de 

1,5 μL (contendo mini coluna com filtro), permanecendo em temperatura ambiente por 

2 min, em seguida centrifugado por 3 min a 11000 g. O líquido abaixo da mini-coluna 

foi descartado e o tubo foi centrifugado novamente. 

12. A mini coluna com filtro foi transferida para um novo tubo eppendorf de 1,5 mL 

previamente identificado. 

13. Foram adicionados 30 μL de água milli-Q no tubo eppendorf de 1,5 μL, contendo mini 

coluna com filtro, permanecendo em temperatura ambiente por 5 min, e centrifugado 

por 1 min a 11000 g. 

14. A mini coluna foi descartada e o tubo eppendorf, contendo o plasmídeo recombinante, 

foi homogeneizado e deixado overnight a 4 °C. 

15. O plasmídeo recombinante purificado foi verificado por comparação com o marcador 

Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose 1,5%. As 

visualizações dos géis de agarose foram realizadas no Transiluminador-UV (Loccus 

biotecnologia). 



30 
 

16. A concentração do plasmídeo recombinante purificado foi obtida através de 

quantificação no Espectrofotômetro NanoVue Plus - GE Healthcare. 

17. Foi realizada amplificação dos plasmídeos recombinantes purificados com o objetivo 

de aumentar a concentração, usando o primer M13, de acordo com item 4.2.4.6. 

3.2.5 Reação de sequenciamento das Sequências de DNA plasmidial com kit BigDyeTM 

Terminator Cycle Sequencing v. 3.1 – Applied Biosystems (Sanger et al. 1977). 

 Os DNAs plasmidiais extraídos através do “kit Wizard Plus SV Miniprep DNA 

Purification Systems” foram sequenciados usando o kit BigDyeTM Terminator Cycle 

Sequencing v. 3.1 – Applied Biosystems. 

1. Foi preparado um mix para o número de amostras a serem sequenciadas - Para uma 

reação de 10 µL: 1,3 µL Tampão Sequenciamento BigDye 5x, 2 µL primer_M13F ou 

R 10 µM, 0,3 µL BigDye, 1.5-3 µL de PCR purificado (depende da intensidade da 

sequência e do tamanho do fragmento), completar com água ultrapura para o volume de 

10 µL. 

2. O mix foi preparado e distribuído na placa devidamente identificada e, logo após, foram 

adicionados os DNAs plasmidiais. 

3. As reações foram processadas no termociclador Veriti Thermal Cycler – Applied 

Biosystems PCR instruments. Os ciclos de amplificação das sequências dos DNAs 

plasmidiais foram: 2 min a 96 °C; 35 ciclos de 30 seg a 96 °C, 20 seg a 50 °C, 4 min a 

60 °C; com um período de resfriamento a 20 ºC. 

Precipitação  

Após a reação de sequenciamento, realizou-se a precipitação das reações - Foi preparado 

um mix de Etanol/EDTA de acordo com o número de amostras. Deve-se usar uma placa 

contendo água com igual número de amostras para balanceamento ao centrifugar. 

1. Foram adicionados 2,5 μL de EDTA 125 mM e 30 μL de Etanol 100% (Merck) por 

amostra. 

2. A placa foi homogeneizada rapidamente em velocidade 7 (Vórtex), e incubada por 15 

min em temperatura ambiente (coberto com papel alumínio). 

3. A placa foi centrifugada a 2000 rcf, 4 °C, por 30 min (com selo), em seguida 

impulsionada para baixo de forma invertida por 3X para descarte do sobrenadante, e 

envolvida com papel toalha (mantida invertida). 

4. A placa foi centrifugada invertida à 100 rcf, 4 °C, por 1 min (envolvida em papel toalha), 

e adicionado 30 μL de etanol 70% gelado (manter o selo). 
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5. A placa foi centrifugada à 1450 rcf, 4 °C, por 15 min (com selo), em seguida 

impulsionada para baixo de forma invertida por 3X para descarte do sobrenadante, e 

envolvida com papel toalha (mantida invertida). 

6. A placa foi centrifugada novamente invertida 100 rcf, 4 °C, por 1 min (com papel 

toalha), e incubada no termociclador (aberto) a 37 °C por 45 min (envolvida em papel 

toalha). 

7. Caso não for injetar a placa no mesmo dia, deve-se mantê-la em temperatura ambiente 

envolvida em papel alumínio. 

8. A placa foi ressuspendida em 10 μL de formamida Hi-Di, homogeneizada (Vórtex) por 

15 min em velocidade 4, e em seguida foi realizada um spin na centrífuga (ligar no 

máximo e desligar). 

9. A placa foi desnaturada em termociclador a 95 °C por 5 min (usando selo próprio para 

sequenciamento) (tampa fechada). 

3.2.6 Confirmação das Sequências – LINE- L1, SINE-B1, SINE-B4, SINE-MAR, SINE-

THER – BlastN 

 

1. As sequências provenientes dos DNAs plasmidiais foram submetidas a um “BlastN” 

para detectar similaridade com sequências de domínio público, contidas no banco de 

dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), assim como com o banco de dados do 

Repbase (Jurka et al. 2005) do Instituto de Pesquisa e Informação Genética (Giri) 

(http://www.girinst.org/repbase/) por meio do software CENSOR (Kohany et al. 2006)  

2. As sequências geradas de LINE-L1 e SINE-B1 foram depositadas no banco de dados do 

GenBank com os números de acessos disponíveis conforme abaixo. 

 

 LINE-L1 SINE-B1 

Dactylomys dactylinus OR178947 OR500275 

Makalata didelphoides OR194069 OR178954 

Mesomys hispidus OR194070 OR500276 

Trinomys paratus OR178952 OR178956 

Proechimys guyannensis MW027222 MW027223 

Thrichomys apereoides OR194071 OR178957   

Isothrix paguros OR194072 OR500277 

 

http://www.girinst.org/repbase/
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3.2.7 Hibridização in situ fluorescente (FISH) dos Retrotranspons LINE-L1, SINE-B1, 

SINE-B4, SINE-MAR, SINE-THER (Pinkel et al. 1986) 

Foi realizada a técnica de hibridização in situ por fluorescência (FISH) descrita por 

Pinkel et al. (1986) com algumas modificações, para os DNAS plasmidiais de LINE-L1, SINE-

B1, SINE-B4, SINE-MAR, SINE-THER. A finalidade foi mapear as sequências de TEs no 

genoma das espécies de Echimyidae. 

Marcação da Sonda 

1. A marcação da Sonda deve ser realizada com pouca luz – Os DNAs plasmidiais foram 

marcados seguindo o método “Atto nick translation Kit” (Jena Bioscience), otimizados 

para incorporação em DNA, por tradução de nick, usando DNA Polimerase I, seguindo 

as instruções do fabricante (5-Propargilamino-dUTP-ATTO-550 – fluoróforo vermelho 

e 5-Propargilamino-dUTP-ATTO-488 – fluoróforo verde) conforme abaixo: 

 

Mix de enzimas 2 unidades/μL de polimerase I, 0,02 unidades/μL de Dnase I em 

tampão de armazenamento 

NT labeling buffer 10x concentração 

Atto488/Atto550 NT labeling mix 0,5 mM dATP, 0,5 mM dCTP, 0,5 mM dGTP, 0,25 

mM dTTP, 0,25 mM Atto488/Atto550-XX-dUTP, pH 7,5 

 

 O volume do conteúdo do “Atto nick translation Kit” e da água a ser usado na 

marcação da sonda, em função da concentração do DNA obtido na PCR, está listado abaixo 

(para 8 lâminas), utilizando tubos de eppendorf de 250 μL (volumes em µL): 

 

 300 ng 400 ng 500/600 ng 700 ng 1000 ng 

DNA  5 μL 4 μL 3 μL 2 μL 1 μL 

Buffer labeling 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 

Atto mix 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 

Enzima 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 

Água milli-Q 9 μL 10 μL 11 μL 12 μL 13 μL 
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2. O tubo contendo mix do “Atto nick translation Kit” foi homogeneizado delicadamente 

e incubado por 3 h, a 15 °C no termociclador (Método Atto nick translation Kit 

modificado para DNA plasmidial). 

Preparação cromossômica (FISH simples ou double FISH)  

3. As lâminas contendo as metáfases permaneceram em estufa a 60 °C overnigth para 

fixação dos cromossomos. 

4. As lâminas foram imersas em um mix contendo 500 μL de pepsina 10 ng e 50 mL de 

HCL 0,01N (100ng/mL), a 37 °C por 10 min. 

5. Foram realizadas três lavagens em água destilada por 3 min em temperatura ambiente. 

[descartar a cada lavagem]. Deixar secar. 

6. As lâminas foram imersas em 2xSSC a 60 °C por 20 min. [descartar]. 

7. Foram realizadas três lavagens em água destilada por 3 min em temperatura ambiente. 

[descartar a cada lavagem]. Deixar secar. 

8. As lâminas foram desidratadas em série alcoólica (70, 85, 100%) por 5 min cada. 

[devolver]. Deixar secar. 

Pré-hibridização  

9. O DNA cromossômico foi desnaturado com formamida 70% em 2xSSC a 70 ºC por 2 

min (Só aquecer a formamida na hora do uso). A água do banho maria tem que estar na 

altura do frasco com a formamida. Após o uso, a formamida retorna ao tubo para ser 

reutilizada. Solução Formamida 70% (70 mL de formamida, 30 mL de 2xSSC). 

10. O DNA cromossômico foi desidratado em série alcoólica 70, 85 e 100% durante 5 min 

cada. Obs. O álcool 70% deverá estar a –20 ºC [devolver]. Deixar secar. Obs.: 

Simultaneamente à desidratação em série alcoólica desnaturar a solução de hibridização. 

 

Solução de hibridização – Etapa em que se altera a extringência  

 

11. Para a solução de hibridização (mix para oito lâminas) foi pipetado os seguintes 

componentes em um tubo de 1,5 mL (conforme abaixo). A sonda foi desnaturada a 99 

°C (Thermo Shaker) por 10 min, e imediatamente colocada ao gelo. 
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Solução de hibridização com duas sondas 

Duas sondas marcadas pelo “Atto nick translation Kit" de acordo com o número de lâminas 

(volumes em μL): 
Nº de 

lâminas  

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

Formamida 

100%  

25  50  75  100  125  150  175  200  225  250  

Sulfato de 

dextrano 

50%  

10  20  30  40  50  60  70  80  90  100  

Sonda 1 

Atto nick 

2,5  5  7,5  10  12,5  15  17,5  20  22,5  25  

Sonda 2 

Atto nick 

2,5  5  7,5  10  12,5  15  17,5  20  22,5  25  

20xSSC  5  10  15  20  25  30  35  40  45  50  

H2O  5  10  15  20  25  30  35  40  45  50  

 

Solução de hibridização com uma sonda 
Sonda marcada pelo “Atto nick translation Kit” de acordo com o número de lâminas (volumes 

em μL): 
Nº de 

lâminas  

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

Formamida 

100%  

25  50  75  100  125  150  175  200  225  250  

Sulfato de 

dextrano 

50%  

10  20  30  40  50  60  70  80  90  100  

Sonda Atto 

nick 

2,5  5  7,5  10  12,5  15  17,5  20  22,5  25  

20xSSC  5  10  15  20  25  30  35  40  45  50  

H2O  7,5  15  22,5  30  37,5  45  52,5  60  67,5  75  

 

Hibridização  

12. Foram adicionados 40 μL de solução de hibridização sobre cada lamínula, em seguida 

invertida a lâmina sobre a lamínula. As lâminas com o material foram mantidas 

invertidas em câmara úmida a 37 °C overnight. 

Lavagens – Segundo dia  

13. As lâminas foram lavadas em solução 2xSSC a 37 °C por 5 min (Shaker). 

 

14. As lâminas foram lavadas em solução PBS- Tween 37 °C por 5 min (Shaker). 

 

(Solução de Tween 0,5%: 200 mL de 20xSSC pH 7,0, 500 μL de Tween 100%, 

completar para 1 litro com H2O destilada). 

15. As lâminas foram lavadas em solução PBS- Tween por 5 min em temperatura ambiente. 

16. As lâminas foram desidratadas em série alcoólica 70, 85 e 100% durante 5 min cada. 

Ao final, deixar secar. 

Montagem das Lâminas 
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17. Foi adicionado, sobre cada lâmina, um mix na proporção de 20 μL de antifading 

(SlowFade, Invitrogen) com 1μL de solução DAPI (0,8 ng/μL). Em seguida cobriu-se 

com lamínula, conforme abaixo:  

 

Mix de antifading e solução DAPI (volumes em μL) 

 

 

 

Os resultados obtidos por FISH para os retroelementos L1, B1 foram comparados aos 

padrões de bandeamento CBG, à coloração com prata das regiões organizadoras de nucléolo 

(Ag-RONs) e a FISH do DNAr 18S descritos por Eler et al. (2012; 

2020) e Silva et al. (2012) pois as amostras foram as mesmas usadas em todos esses estudos. 

3.2.8 Fiber-FISH - protocolo de Barros et al. (2011) 

Para experimentos de fiber-FISH foi utilizado o protocolo de Barros et al. (2011), com 

algumas modificações.  

1. O material em suspensão celular foi colocado em lâminas de vidro umedecidas em água 

a 65 °C, lavadas em solução salina (1× PBS/1 min) por 2 min a temperatura ambiente, 

seguidas de sucessivos banhos em série alcoólica (70, 85, 100%) por 2 min cada. Secar. 

2. Foram adicionados 800 μL de solução de NaOH 0,5 M (diluída em etanol 30%) sobre 

as lâminas inclinadas. (Lentamente). 

3. As fibras cromossômicas foram alongadas usando uma lâmina para o arrasto com força 

em um único movimento. 

4. Foi aplicado imediatamente 500 μL de etanol a 100% sobre a lâmina inclinada até sua 

evaporação. Em seguida, a FISH foi realizada com sondas LINE-L1 e SINE-B1. 

3.2.9 Análises cromossômicas 

1. Para a determinação do número e morfologia dos cromossomos foi utilizada a coloração 

convencional por Giemsa, e em seguida analisadas em microscópio óptico. As 

contagens cromossômicas e observações mais detalhadas foram feitas com a objetiva 

de imersão, em um aumento de 1000 vezes. 

2. As lâminas de FISH e fluorocromos foram analisadas em fotomicroscópio de 

fluorescência sob filtro apropriado. As melhores metáfases foram capturadas, utilizando 

sistema de captura de imagens DPController e processadas pelo programa DPManager. 

Posteriormente, os cariótipos foram montados utilizando o programa Adobe Photoshop 

CS3. 

 

Nº de lâminas  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

Antifade  20  40  60  80  100  120  140  160  180  200  

DAPI  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib25
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib61
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib77
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3.2.10 Análise de Bioinformática 

 

1. Rearranjos estruturais nos cromossomos das espécies de Proechimys foram detectados 

a partir da distribuição dos retroelementos L1 e B1, que foram codificados como 

caracteres binários e utilizados em análise de agrupamento, por meio de cladograma 

realizado no software PAST 4.3. e estão apresentados no capítulo 1. 

2.  A comparação de similaridade entre espécies, no capítulo 1, foi realizada utilizando o 

índice de similaridade de Jaccard (Hammer et al. 2001 ). Uma matriz de dados foi 

estabelecida, com base na presença ou ausência de caracteres de homologia 

cromossômica, conforme sugerido por Dobigny et al. (2004a, 2004b) (Apêndice 1 e 2). 

3. O alinhamento das sequências foi realizado, usando a ferramenta Clustal W (Thompson 

et al. 1994), incluída no programa BioEdit 7.0 Sequence Alignment Editor (Hall 1999), 

e todas as posições, contendo lacunas e dados faltantes, foram eliminadas. 

4. O cladograma para os dados do capítulo 2 foi implementado, usando o software 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis versão 11 (MEGA11) e a análise evolutiva 

foi inferida pelo método de Máxima Parcimônia (MP) (Tamura et al. 2021). O índice 

de consistência foi de 0,786458 (0,683805), o índice de retenção foi de 0,500000 

(0,500000) e o índice composto foi de 0,393229 (0,341902) para todos os sítios de 

parcimônia-informativos. A árvore MP foi obtida usando o algoritmo heurístico Min-

mini, com um fator de busca de 1. Esta análise envolveu 7 sequências de nucleotídeos 

com um total de 758 posições no conjunto de dados final. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib74
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib74
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib74
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib21
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Resumo 

Este estudo teve como objetivo compreender o impacto dos retroelementos LINE-1 e SINE-B1 

na arquitetura e diversificação cariotípica de cinco espécies de roedores do 

gênero Proechimys, de diferentes regiões da Amazônia. A comparação dos cariótipos foi 

realizada utilizando hibridização in situ fluorescência. Os retroelementos L1 e B1 apresentaram 

rearranjos não aleatórios e padrão conservado, quando comparados os genomas das cinco 

espécies de Proechimys, incluindo os dois citótipos de Proechimys guyannensis. A homeologia 

do sinal entre os cromossomos e o grau de similaridade entre os clusters formados indicam 

rearranjos como fusão/fissão, e demonstram que esses retroelementos podem se comportar 

como caracteres derivados compartilhados em Proechimys. A distribuição e organização 

diferenciada, desses retroelementos, nos cariótipos e nas fibras cromossômicas, 

respectivamente, podem representar um forte indício de seu papel como fontes geradoras de 

diversidade cariotípica no gênero Proechimys e fornecer insights sobre as relações evolutivas 

entre os táxons. 

Palavras-chave: Rato espinhoso, Amazonas, Mapeamento cromossômico, Hibridização in situ 

fluorescência. 

 

Introdução 

Elementos transponíveis (TEs) são sequências de nucleotídeos repetitivas, que estão 

dispersas por todo o genoma, em regiões de eucromatina e heterocromatina. Essa distribuição 

varia de acordo com o táxon e pode representar de 3 a 50% do genoma, dependendo da espécie 

(Capy et al. 2000; Levin e Moran 2011; Vandewege et al. 2016). 

Durante a transposição, os TEs podem ser inseridos em genes ou elementos reguladores 

de genes, desencadeando rearranjos cromossômicos, como sugerido por Araújo et al. 

(2017) para roedores Akodontini, contribuindo para a diversidade genética e até prejudicando 

a função gênica (Paço et al. 2014). Alguns estudos têm demonstrado a influência dos TEs no 

tamanho do genoma das espécies, como a diferença no número de cópias de TEs nos genomas 

de Drosophila melanogaster e Aedes aegypti (Kidwell e Lisch 2000), e alterações na expressão 

gênica e/ou atividade acentuada no desenvolvimento de câncer em camundongos e humanos 

(Faulkner et al. 2009; Tubio et al. 2014). Outras evidências sugerem que esses elementos são 

ativos em células precursoras neurais de camundongos cultivadas e nos cérebros de 

camundongos (Muotri et al. 2005; Coufal et al. 2009). 

Os retroelementos LINE-1 (L1) e SINE-B1 (B1) são sequências genéticas repetitivas e 

intercaladas, que representam uma parte predominante do genoma de humanos e camundongos 

(Boyle et al. 1990; Richardson et al. 2015). L1 compreende elementos longos e dispersos, com 
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tamanhos variando entre 6 e 7 kb, e são considerados autônomos porque codificam proteínas 

necessárias para sua própria mobilização (Kajikawa e Okada 2002; Denli et al. 2015). B1 são 

elementos dispersos curtos não autônomos, com comprimento de ∼150 pb, que utilizam o 

mecanismo LINEs para sua mobilização (Kajikawa e Okada 2002; Veniaminova et al. 2007).  

L1 e B1 compreendem cerca de 18% e 2,7% do genoma do camundongo, 

respectivamente. Estudos funcionais em células cultivadas de camundongos revelaram 3.000 

sequências L1, que são compatíveis com retrotransposição. No entanto, o número de sequências 

B1 ativas permanece desconhecido devido à dificuldade em identificar subfamílias, dado o 

curto comprimento das sequências (Dewannieux e Heidmann 2005; Richardson et al. 

2015; Yang et al. 2019). 

Além da atividade em processos dinâmicos, às vezes deletérios, como regulação 

transcricional, controle epigenético, diferenciação celular e reprogramação, os retrotransposons 

também têm sido associados à estruturação e organização dos cromossomos (Töhönen et al. 

2015; Razali et al. 2019). Os LINEs, por exemplo, parecem estar interligados com a 

remodelação da cromatina e acumulam-se em regiões ricas em heterocromatina, como o 

centrômero e os cromossomos sexuais, contribuindo para a diversidade cariotípica (Kuznetsova 

et al. 2006; Meyer et al. 2016; Sotero-Caio et al. 2017). Além disso, devido à sua contribuição 

significativa para as mutações, os LINEs desempenham um papel expressivo na adaptação e 

evolução de populações e espécies (Kazazian 2004; Jurka et al. 2011). 

Proechimys é um roedor Neotropical específico e cromossomicamente variável. A 

identificação taxonômica de espécies de Proechimys é problemática devido, em parte, à 

sobreposição morfológica inter e intraespecífica, com muitas espécies apresentando variações 

sutis em seus traços morfológicos característicos (Paton et al. 2000; Eler et al. 2020). Estudos 

citogenéticos demonstraram grande variabilidade cromossômica nesse grupo de roedores, com 

número diploide variando de 14 a 62, e NF (número de braços autossômicos) variando de 18 a 

80. Diversidade cariotípica intraespecífica em simpatria também foi relatada, dificultando a 

compreensão das relações entre as espécies (Weksler et al. 2001; Eler et al. 2012; Amaral et al. 

2013). Eler et al. (2020) apresentaram novos cariótipos para Proechimys e ampliaram a 

distribuição geográfica de alguns citótipos, atestando a grande diversidade cariológica deste 

gênero. Diante deste cenário, o presente estudo busca investigar o papel dos TEs na evolução 

cariotípica de Proechimys. 

Sequências repetitivas como TEs podem desencadear variações moleculares em 

populações, causando consequências fenotípicas para os indivíduos, podendo estar envolvidas 
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no processo de especiação (Razali et al. 2019; Schrader e Schmitz 2019 ). Segundo Ricci et al. 

(2018), os TEs influenciam significativamente a evolução dos genomas, principalmente pelo 

seu envolvimento em rearranjos cromossômicos e pela correlação de sua atividade na 

especiação de mamíferos. 

Neste estudo, mapeamos pela primeira vez os retroelementos transponíveis L1 e B1 nos 

cromossomos de cinco espécies do rato espinhoso Proechimys. Ao comparar resultados de 

diferentes regiões da Amazônia, avaliamos o impacto desses retroelementos na arquitetura do 

genoma e na diversificação do cariótipo deste táxon. 

 

Material e Métodos 

As cinco espécies de Proechimys analisadas estão listadas na tabela 5. Os indivíduos 

foram coletados na Amazônia brasileira de 2005 a 2015 com autorização sob licenças 

02005.000642/03-11 (IBAMA/MMA), 02000.002336/2003-93 (IBAMA/MMA), 

02005.002672/04 (IBAMA/MMA), 37585-5 (SISBIO/MMA), 37592-4 (SISBIO/MMA), 

10985 (SISBIO/MMA). As peles e crânios foram depositados na Coleção de Mamíferos do 

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). As análises citogenéticas foram 

realizadas em preparações cromossômicas obtidas de células da medula óssea, utilizando 

colchicina na concentração de 0,0125%, 1 mL para cada 100 g de massa animal (Ford e 

Hamerton 1956). As suspensões celulares e amostras de tecidos para estudos citogenéticos 

moleculares estão depositadas no Laboratório de Genética Animal do INPA (Silva et al., 

2012; Eler et al. 2012; 2020).  

 

Tabela 1. Espécies de Proechimys analisadas. 2n=número diploide; NF= número fundamental; 

INPA=Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia. 
Espécies Local de coleta Coordenadas Voucher 2n/NF 

P. guyannensisª Ilha Serrinha, UHE Balbina, rio 

Uatumã, AM 

01°52’ S, 59°25’ W  

 

INPA-CEF12 

INPA-CEF14 

46/50ᵇ 

P. guyannensisª Monte Dourado, Almeirim, Pará 00°49’ S, 52°39’ W 

 

INPA5053 

INPA5054 

38/52ᶜ 

P. gardneri Margem esquerda do rio Madeira, 

Comunidade Bela Vista, AM  

05°14’ S, 60°42’ W 

 

INPA5383 

INPA5390 

40/54ᶜ 

P. echinothrix Reserva Canutama, rio Purus, AM 06°34’ S, 64°33’ W INPA7319 32/58ᶜ 
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 INPA7345 

P. longicaudatus Margem esquerda do rio Aripuanã, 

AM 

06°17’ S, 60°23’ W 

 

INPA5414 

INPA5401 

28/46ᶜ 

P. cuvieri Madeireira da REMAM (Refinaria 

Isaac Sabbá), Manaus, AM 

Bituba, Monte Dourado, Almeirim 

Pará 

00°70’ S, 52°67’ W 

 

01°11’ S, 52°38’ W 

INPA-EE251 

 

INPA5050 

28/46ᵇ 

ªDiferentes citótipos para P. guyannensis 2n = 46¹ e 2n = 38². ᵇSilva et al. (2012). ᶜEler et al. (2012). 

 

Os retroelementos L1 e B1 foram obtidos por reação em cadeia da polimerase (PCR). Os 

seguintes conjuntos de primers foram utilizados: L1-F (5'-

AAGAATTCCGCAGGATACAAGATCAACTCA-3') e L1-R (5'-

AAGGATCCCAATTCGATTCCATTGGT-3') (Grahn et al. 2005), B1-F (5'-

GCCGGGCGTGGTGGCG - 3′) e B1-R (5′-TTGGTTTTTCGAGACAGGGTTTCT-3′) 

(Rinehart et al.  2005). Os produtos de PCR foram purificados com o kit SV Gel Wizard e 

sistema de limpeza de PCR (Promega) e clonados no kit pGEM-t Easy Vector (Promega). Os 

plasmídeos recombinantes foram sequenciados na plataforma ABI3130 (Myleus 

Biotechnology), e as sequências foram submetidas ao banco de dados Repbase para consenso 

( https://www.girinst.org/censor/ ) e estão disponíveis no GenBank com os números 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW027222 e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW027223. Os plasmídeos sequenciados foram 

marcados por tradução de nick com digoxigenina-11-dUTP (DIG-Nick Translation Mix; Roche 

Applied Science), de acordo com as instruções do fabricante, e utilizados como sondas para 

FISH. As lâminas contendo os cromossomos alvo foram inicialmente tratadas com pepsina por 

10 min a 37 °C e lavadas em água destilada. A desnaturação cromossômica foi realizada em 

formamida a 70% em 2× SSC a 70 °C por 2 min, seguida de desidratação em etanol. A mistura 

de hibridização consistiu em 200 ng de sonda marcada com digoxigenina e as hibridizações em 

tampão de hibridização (formamida 50%/SSC 20x/sulfato de dextrano 50%) foram realizadas 

a 42 °C overnithg, com extringência de 77%. Após lavagens de pós-hibridização em 

2×SSC/PBST a 37 °C e imunodetecção com antidigoxigenina conjugada com rodamina, as 

metáfases foram contrastadas com DAPI (0,8 ng/μL) e reagente antifading (SlowFade; 

Invitrogen). 

Para experimentos de fiber-FISH, foi utilizado o protocolo de Barros et al. (2011), com 

algumas modificações. O material em suspensão celular foi colocado em lâminas de vidro com 
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uma camada de água a 65 °C, lavadas em solução salina (1× PBS/1 min), seguida de sucessivos 

banhos em série alcoólica. Foram adicionados 800 μL de solução de NaOH 0,5 M (diluída em 

etanol 30%) e as fibras cromossômicas foram alongadas, seguido da aplicação imediata de 500 

μL de etanol 100%. Em seguida, a FISH foi realizada com sondas LINE-L1 e SINE-B1.  

Os resultados obtidos por FISH para os retroelementos L1 e B1 foram comparados aos 

padrões de bandeamento CBG e à coloração com prata das regiões organizadoras de nucléolo 

(Ag-RONs) descritos em Eler et al. (2012; 2020) e Silva et al. (2012) pois as mesmas amostras 

foram usadas em todos esses estudos.  

Os prováveis rearranjos estruturais nos cromossomos das espécies de Proechimys a 

partir da distribuição dos retroelementos L1 e B1 foram codificados como caracteres binários e 

utilizados em análise de agrupamento por meio de cladograma realizado no software PAST 

4.3. A comparação de similaridade entre espécies foi realizada, utilizando o índice de 

similaridade de Jaccard mostrado em Tabela 3 (Hammer et al. 2001). Uma matriz de dados foi 

estabelecida com base na presença ou ausência de caracteres de homologia cromossômica 

conforme sugerido por Dobigny et al. (2004a; 2004b) (Apêndices 1 e 2). 

Resultados 

A análise dos cariótipos das cinco espécies de Proechimys (Proechimys 

guyannensis [PS1, 2n = 46], Proechimys guyannensis [PS2, 2n = 38], Proechimys 

gardneri [PG, 2n = 40], Proechimys echinothrix [PE, 2n = 32], Proechimys longicaudatus [PL, 

2n = 28] e Proechimys cuvieri [PC, 2n = 28]) permitiram visualizar a distribuição dos elementos 

retrotransponíveis LINE-1 e SINE-B1 em cada par cromossômico, e comparar o padrão desses 

retroelementos entre espécies (Figuras 1 e 2). 

O consenso L1 e B1 submetido ao banco de dados Repbase (Bao et al. 2015) forneceu 

uma sequência de retrotransposon não-LTR com 509 pb e 90% de identidade com Chinchilla 

lanigera, coincidente com variantes estruturais L1-3_Clan (Kojima 2019), e com 149 pb e 84% 

de identidade com Cavia porcellus (Jurka 2010), coincidente com variantes estruturais ID-

B1_Cpo, respectivamente. 

Embora disperso em pares cromossômicos, o padrão de L1 permaneceu conservado, 

quando o genoma das espécies de Proechimys foram comparados (Figura 1). Por exemplo, o 

acúmulo de L1 no par cromossômico 1 de PC é semelhante às regiões correspondentes aos 

pares 10 + 18 + 15 + 4 do PS1, e aos pares 6 + 8 de PS2, demonstrando possíveis rearranjos 

nos cromossomos destas espécies (Figura 1 e tabela 2).  
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Figura 1: Distribuição dos retroelementos LINE-1 em Proechimys ssp. PS1 = P. guyannensis (2n=46), 

PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix (2n=32), PL = P. 

longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = 

subtelocêntrico, a = acrocêntrico. As setas indicam regiões onde os possíveis rearranjos nos 

cromossomos das diferentes espécies ocorreram. (Apêndice 3). Barra=10,0µm.  

 

O mesmo padrão pode ser observado entre os pares de cromossomos das diferentes 

espécies. Em pelo menos um grupo de cromossomos foi observada correspondência total entre 

as espécies: pares 7 + 9 + 14 de PS1, 1 de PL, 12 + 6 + 18 + 14+16 de PG, 8 + 10 + 4 de PE, 

11 + 10+5 + 16 de PS2 e 11 + 10+6 + 12 de PC, incluindo os dois citótipos de P. 

guyannensis (Figura 1 e tabela 1). L1 não estava presente nos pares cromossômicos 17 de PS2 

e 14 + 15 de PE. A homeologia em cada grupo de espécies de Proechimys compreendeu às 

regiões centroméricas e/ou pericentroméricas de praticamente todos os cromossomos, que 

foram comparados (Figura 1).  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/table/tbl1/
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Tabela 2: Prováveis rearranjos nos chromossomos de Proechimys spp. a partir da distribuição 

dos retroelementos LINE-1 como mostrado na figura 1.  
PS1(2n=46)           PG (2n=40) PS2 (2n=38) PE (2n=32) PL (2n=28) PC (2n=28) 

1m     10a+18m+15a 

+4a 

7a+9a+14a 12m+6sm+18a 

+14a+16a 

11a+10a+5a

+16a 

8m+10m+ 

6st 

1m 11m+10a+ 

6sm +12m 

1m 8m/1a  6st/5sm 9a/10m/6m  

3a  1st 12m/3st  7m/3a 

17a/12m/13m    11m/12m/3a 2st 

2a 5m+8m+10a 14a+7a+ 

12m 

   

20a+16a 11a+2a  2sm 2st  

19a+6a  2st 1sm  9sm+8a 

8a  3st    

4a    4sm 4m 

 4m   8sm  

 7a 4sm 7a   

 1a 9m 11m 7m  

11sm 15m 13a 9m   

  17a 14m+15m  13m+22a 

21a  15a    

 19a 18m  13a  

   13m  13m 

PS1 = P. guyannensis (2n=46), PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix 

(2n=32), PL = P. longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = 

subtelocêntrico, a = acrocêtrico. 

 

L1 estava disperso nos cromossomos X, geralmente marcando as regiões 

centromérica/pericentromérica e proximal, com exceção de PG. A distribuição de L1 no 

cromossomo Y foi variável, abrangendo um ou ambos os braços cromossômicos. Estava 

presente em ambos os braços cromossômicos em PS1, PE e PC, no Yp em PL, no Yq de PG e 

PS2 e nas regiões pericentroméricas de PS1, PL e PC. Marcação conspícua foi observada na 

região intersticial e/ou centromérica de PS1, PS2 e PC e região terminal de PE (Figura 1).  

O mapeamento físico de B1 no cariótipo das cinco espécies de Proechimys analisadas 

mostrou um padrão com preponderância à compartimentação e, assim como para L1, 

estabeleceu uma homeologia completa na maioria dos braços cromossômicos (Figura 2).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig2/


46 
 

 

Figura 2: Distribuição dos retroelementos SINE B1 em Proechimys spp. PS1 = P. guyannensis (2n=46), 

PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix (2n=32), PL = P. 

longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = 

subtelocêntrico, a = acrocêntrico. As setas indicam a região dos possíveis rearranjos nos cromossomos 

das diferentes espécies. (Apêndice 4). Barra=10,0µm.  

 

O padrão de distribuição de B1 nos cromossomos foi conservado entre as espécies, 

principalmente nas regiões terminais, como nos pares cromossômicos 2 de PL, PC e PS1, 3 de 

PS2 e 5 de PG, demonstrando possíveis rearranjos nos cromossomos dessas espécies (Figura 2 

e tabela 3).  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig2/
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Tabela 3: Prováveis rearranjos nos chromossomos de Proechimys spp. a partir da distribuição 

dos retroelementos SINE-B1 como mostrado na figura 2.  
PS1(2n=46)           PG (2n=40) PS2 (2n=38 PE (2n=32) PL (2n=28) PC (2n=28) 

    1m 1m 

2a  3st  2st 2st 

10a  1st 3st 3a  

1a 3m 2st    

 1a  1sm   

3a 14a   13a 3a 

4a 2a     

 6sm  5st  13m+10a+   

8a 

15a+19a 11a+19a 11m+9m  5m 5m 

 4sm 12+4sm    

20a+9a 10a 17a+10a 4sm 6m  

 7a  5sm   

13m+12m 8m 14a+8m 6st 10m+8m 11m+7m 

 9a  9m   

5a  5a  9a  

11sm   10m   

 12m 7m 8m   

14a 17a    6sm 

8a  7m    

18a  6a 7a   

16a  9m   11m 

  18m 11m   

 16a 13m  12m  

  15a 15m   

   13m  9sm 

17a    13a  

22a  16a    

PS1 = P. guyannensis (2n=46), PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix 

(2n=32), PL = P. longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = 

subtelocêntrico, a = acrocêntrico. 

 

Como em L1, o sinal de B1 apresentou total equivalência entre espécies em pelo menos 

um grupo cromossômico, incluindo os dois citótipos de P. guyannensis, que compreende os 

pares cromossômicos 12+7 de PC, 6 de PE, 8 de PG, 10+ 8 de PL, 14+8 de PS2 e 13+12 de 

PS1 (Figura 2 e tabela 3). O sinal de B1 esteve presente na região 

centromérica/pericentromérica de todos os cromossomos de cada grupo de espécies 

de Proechimys (Figura 2).  

Nos cromossomos X, a distribuição de B1 variou entre as cinco espécies analisadas: foi 

observada em ambos os braços em PG, PS2, PE, PL e PC, no Xq de PS1. B1 foi mapeado em 

ambos os braços em PS1, PS2, PE, PL e PC, Yq de PG. Os sinais de B1 nos cromossomos 

sexuais foram caracterizados pela presença de blocos conspícuos no cromossomo X e 

envolveram as regiões centroméricas de PG, PE e PL. No cromossomo Y, os sinais ocorreram 

na região intersticial de PS1, PG e PC, e terminal de PS2, PE e PL, e incluíram as regiões 

centroméricas de PS1, PS2 e regiões pericentroméricas de PC (Figura 2).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig2/
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Nossos dados mostram uma predominância de blocos conspícuos de B1 sobre L1, e uma 

correlação de sinal desses retroelementos nos cromossomos sexuais, em praticamente todas as 

espécies de Proechimys aqui analisadas (Figiras 1 e 2).  

Os prováveis rearranjos estruturais, a partir da distribuição dos retroelementos L1 e B1, 

permitiram o agrupamento das espécies de Proechimys examinadas de acordo com os níveis de 

similaridade (Figura 3 e Tabela 4).  

 

 

Figura 3: Cladograma obtido após a análise em PAST 4.3 das espécies PS1 = P. guyannensis (2n=46), 

PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix (2n=32), PL = P. 

longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), usando os possíveis rearranjos de cromossomos, 

gerados pelos retroelementos L1 e B1 como caracteres únicos (Apêndices 1 e 2). Barra=10,0µm.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/table/tbl3/
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Tabela 4. Similaridade Jaccard obtida na comparação entre espécies. 
 PS1 PG PS2 PE PL  PC 

PS1 1 - - - -  - 

PG 0,375 1      

PS2 0,564103 0,35 1     

PE 0,325 0,314286 0,444444 1    

PL 0,472222 0,314286 0,368421 0,257143 1   

PC 0,428571 0,30303 0,225 0,322581 0,464286  1 

 

O cladograma gerado a partir da distribuição dos retroelementos L1 e B1 nos diferentes 

cariótipos de Proechimys revelou dois grandes grupos, compostos por quatro subgrupos, com 

diferentes graus de similaridade: (1) PL e PC, (2) PS1 e PS2, (3) PE, e (4) PG. 

 A análise de fiber-FISH permitiu a determinação de sinais dos retroelementos L1 e B1 

no genoma de Proechimys ssp. (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Fiber-FISH mostrando cluster de LINE–L1 (vermelho) e SINE-B1 (verde) adjacente e 

sobreposto em Proechimys spp. PS1 = P. guyannensis (2n=46), PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. 

guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix (2n=32), PL = P. longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri 

(2n=28). (A) SINE-B1, (B) SINE-B1+DAPI, (C) LINE-L1, (D) LINE -L1 + DAPI, (E) SINE-

B1+LINE-L1+ DAPI. Barra=10,0µm. 

 

O padrão de L1 e B1, observado no genoma das espécies de Proechimys, pela técnica 

de fiber-FISH, revelou uma distribuição adjacente e sobreposta de forma diferenciada entre as 

espécies. PS1 e PS2 com sobreposição de L1 ao longo da fibra e formação de blocos B1 

preferencialmente na ponta final, PL e PC com sobreposição no início, alternando L1 com 

blocos B1 ao longo da fibra, PG com blocos B1 no meio e L1 dispersos preferencialmente em 

ponta final, PE com L1 disperso no meio, com alguma sobreposição e B1 nas regiões terminais 

(Figura 4).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig4/
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Comparações dos sítios Ag-RON com retroelementos L1 e B1 demonstraram 

coincidência com L1, mas não com sinais de B1, no braço longo de um par submetacêntrico 

das cinco espécies examinadas de Proechimys. E ambos retroelementos coincidiram  com 

regiões ricas em heterocromatina constitutiva (CH), de alguns cromossomos (Figura 5 e tabela 

5).  

 

 

Figura 5. Hibridização correspondente entre LINE-1, SINE-B1, Ag-RONs e heterocromatina 

constitutiva (CH) em chromossomos de Proechimys. PS1 = P. guyannensis (2n=46), PG = P. gardneri 

(2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix (2n=32), PL = P. longicaudatus (2n=28), 

PC = P. cuvieri (2n=28). (A) LINE-1 à esquerda e CH à direita. (B) SINE-B1 à esquerda e CH à direita. 

(C) LINE-1 à esquerda e Ag-RON à direita. m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = 

subtelocêntrico, a = acrocêntrico, q = braço longo. Barra=10,0µm.  

 

 

Os sítios ricos em CH foram coincidentes com regiões centroméricas e/ou 

pericentroméricas de alguns cromossomos com sinais L1 e B1 em Proechimys spp. (Figura 5A 

e B e tabela 5). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/table/tbl4/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/table/tbl4/
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Tabela 5. Hibridização correspondente entre LINE-1, SINE-B1, Ag-RONs e heterocromatina 

constitutiva (CH) em chromossomos de Proechimys como mostrado na figura 5.  
Proechimys spp. PS1 

(2n=46) 

PG 

(2n=40) 

PS2 

(2n=38) 

PE 

(2n=32) 

PL 

(2n=28) 

PC 

(2n=28) 

Sinal L1 

correspondente 

a 

heterocromatina 

constitutiva 

2a/13m/

14a/Ya 

8m/9a/1

2m/17a/

19a 

7m, 

8sm, 

10a, 

Xst, Ya 

1sm, 2sm, 

3st, 4sm, 

5sm, 7a, 

10m, Xm, 

Ym 

1m, 2st, 

4sm, 5m, 

9a, 10m, 

13a, Xm, 

Ym 

9m, Xm, 

Ym 

Sinal B1 

correspondente 

a 

heterocromatina 

constitutiva 

3a, Ya 7a, 12m, 

13m 

7m, Xst, 

Ya 

2sm, 8m, 

10m, Xm, 

Ym 

 

 

- 

3a 

Sítios Ag-RONs 

coincidentes 

com sinais L1 

11sm 6sm 8sm 4sm 8sm 9sm 

PS1 = P. guyannensis (2n=46), PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix 

(2n=32), PL = P. longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = 

subtelocêntrico, a = acrocêntrico. 

 

Várias características únicas foram observadas em algumas espécies: em P. 

guyannensis (2n=46), o sinal de L1 no cromossomo 2a foi coincidente com HC em região 

próxima ao centrômero; em P. echinothrix, os blocos de L1 e B1 coincidiram com o braço curto 

totalmente heterocromático do metacêntrico 10; e em P. longicaudatus não houve marcação de 

B1 que coincidisse com a heterocromatina. Os cromossomos Y PS1 e PE totalmente 

heterocromáticos apresentaram blocos de L1 e B1, e em PS2 e PC também houve forte 

marcação com L1 (Figura 5A e B). 

 

Discussão 

O mapeamento físico de L1 e B1 nas espécies de Proechimys seguiu o padrão proposto 

por Charlesworth et al. (1994), com sinais intercalados na maioria dos cromossomos, como foi 

descrito em roedores cricetídeos Microtus agrestis e Microtus rossiaemeridionalis (Neitzel et 

al. 1998; 2002). A disposição desses retroelementos, com padrão conservado em cinco espécies 

de Proechimys, incluindo dois citótipos de P. guyannensis, permitiu uma comparação entre 

cromossomos correspondentes, às vezes envolvendo as regiões centroméricas (Figuras 1 e 2 e 

Tabelas 1 e 2). As semelhanças observadas entre os cromossomos correspondentes dessas cinco 

espécies de Proechimys sugerem sinais de L1 e B1 nas regiões pericentroméricas, e indicam 

rearranjos durante a diversificação cariotípica, conforme proposto por Paço et al. 

(2015) e Araújo et al. (2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig5/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib9
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A distribuição dos retroelementos L1 e B1 nos diferentes cariótipos apresentados neste 

estudo revelou homeologias cromossômicas em Proechimys, compreendendo quatro grupos: 

(1) PL e PC, (2) PS1 e PS2, (3) PG e (4) PE. Esses dados refletem algumas das relações 

taxonômicas propostas por Patton et al. (2015) para Proechimys: PS1 e PS2, correspondentes 

aos dois citótipos de P. guyannensis (rato espinhoso Guyenne), foram agrupados, assim como 

PL e PC, correspondentes a P. longicaudatus (rato espinhoso de cauda longa) e P. cuvieri (rato 

espinhoso de Cuvier), ambos pertencentes ao grupo longicaudatus de acordo com Patton 

(1987) e Patton et al. (2015). Considerando os rearranjos estruturais propostos, é plausível que 

L1 e B1 estejam envolvidos na reorganização cariotípica destes táxons (Figuras 1 e 2). O grau 

de similaridade entre os clusters formados mostrou que os retroelementos L1 e B1 podem se 

comportar como caracteres derivados compartilhados em Proechimys (Figura 3). Os padrões 

de distribuição das sequências TEs demonstram semelhanças entre as espécies, o que infere que 

esses retroelementos podem estar envolvidos em rearranjos do tipo fusão/fissão nos 

cromossomos dos grupos propostos (Figuras 1, 2 e 3). Estes dados fornecem informações sobre 

as relações evolutivas entre táxons, revelando espécies crípticas e contribuindo para o ajuste 

fino das árvores filogenéticas. Estudos de sequências de TEs em Proechimys, envolvendo um 

maior número de espécies, parecem promissores para esclarecer as relações filogenéticas de 

gêneros ricos em espécies, como Proechimys (Boyle et al. 1990; Ricci et al. 2018; D'Elía et al. 

2019). 

O padrão de distribuição de L1 e B1 nas fibras cromossômicas das espécies 

de Proechimys demonstra que esses retroelementos foram organizados em diferentes locais do 

genoma de cada espécie de forma intercalada e/ou colocalizada, compreendendo quatro grupos, 

conforme mostrado no cladograma, devido à similaridade de sinal entre as fibras (Figuras 3 e 

4). O padrão do sinal L1 e B1 na fibra cromossômica de Proechimys confirma os dados 

fornecidos pelos possíveis rearranjos, pois demonstra que esses retroelementos permaneceram 

no genoma de diferentes espécies, organizados de forma diferente (Figuras 1, 2, 3 e 4). Fiber-

Fish tem se mostrado uma ferramenta para mapear com precisão sequências repetitivas, 

possibilitando avaliar se elas estão sobrepostas ou adjacentes no genoma, como neste estudo 

(Wang et al. 2013; Souza-Sousa et al. 2021). 

Os sinais de hibridização dos retroelementos nos cromossomos sexuais das espécies 

de Proechimys seguiram o mesmo padrão dos autossomos, nos quais L1 é acumulado 

principalmente nas regiões intersticiais, enquanto B1 é centromérico/pericentromérico (Figuras 

1 e 2), conforme relatado por Chen e Manuelidis (1989). A marcação de L1 nesses 
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cromossomos apresentou padrões intercalados e não aleatórios semelhantes aos obtidos nas 

espécies de roedores Mus musculus e Peromyscus maniculatus (Wichman et al. 1992; Baker e 

Kass 1994). No entanto, o padrão de marcação de B1 diferiu daquele relatado para M. 

musculus e três espécies da tribo de roedores Akodontini (Boyle et al. 1990; Araújo et al. 2017), 

que não mostraram preferência pelos cromossomos sexuais. Análises de cromossomos sexuais 

demonstraram um acúmulo significativo de TEs específicos em locais específicos, conforme 

relatado por Erlandsson et al. (2000) e Dong et al. (2017).  

Em relação ao acúmulo de L1 e B1 no cromossomo Y, conforme observado em 

PS1/PS2/PC e PS1, respectivamente (Figuras 1 e 2), pode estar relacionado a mecanismos 

epigenéticos. Estudos em humanos, chimpanzés e camundongos indicam que esse padrão 

sugere um envolvimento de TEs, L1 e B1, na divergência do cromossomo Y em mamíferos 

(Erlandsson et al. 2000; Simonti et al. 2017; Rojas-Ríos e Simonelig 2018; Tang et al. 2018).  

O elevado acúmulo de L1 em regiões intersticiais dos cromossomos X, das cinco 

espécies de Proechimys examinadas, incluindo os dois citótipos de P. guyannensis, apoia a 

hipótese de Lyon (1998) de que o retroelemento L1 está associado à inativação do cromossomo 

X. Em estudos com células-tronco embrionárias em camundongos, Chow e Heard 

(2009) e Chow et al (2010) mostraram que regiões específicas, compostas por aglomerados de 

LINEs, podem estar envolvidas no recrutamento de RNAs Xist no processo de silenciamento 

do cromossomo X. 

As regiões terminais e pericentroméricas de alguns cromossomos de Proechimys aqui 

examinados foram marcadas com sondas de retroelementos. Algumas regiões centroméricas 

apresentaram forte marcação, coincidentes com HC: L1 em PS1 (Ya), PG (9a, 12m), PS2 (7m, 

8sm e Ya), PE (10m, 4sm), PL (10m) e PC (9sm, Ym) e B1 em PS1 (Ya), PG (13m), PE (10m, 

Ym) e PC (3a) (Figura 5A e B). Nossos resultados concordam com os apresentados 

por Schueler et al. (2001), nos quais foi demonstrado que sítios pericentroméricos em humanos 

possuem grandes blocos de LINE e SINE. 

Nos cromossomos sexuais de Proechimys, os retroelementos L1 e B1 pareciam 

acumular-se nas regiões centroméricas/pericentroméricas (Figuras 1 e 2), característica também 

relatada em outros roedores como M. agrestis e M. rossiaemeridionalis (Neitzel et al. 1998; 

2002). A alternância de L1 e/ou B1 em sítios centroméricos heterocromáticos nos cromossomos 

sexuais de várias espécies de Proechimys (Figura 5A e B) pode estar associada à competição 

entre cópias de TEs, presentes no mesmo genoma, conforme sugerido por Hua-Van et al. 

(2011). 
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A particularidade observada no cromossomo 2a de PS1, que apresentava blocos L1 e 

HC próximos ao centrômero, e os blocos L1/B1 em PE coincidentes com o braço curto 

totalmente heterocromático do par metacêntrico 10 (Figura 5A e B), pode estar associada à 

plasticidade do genoma na remodelação da heterocromatina. Nishibuchi e Déjardin 

(2017) sugeriram que a desrepressão dos TEs pode resultar na redistribuição e reorganização 

da heterocromatina, o que normalmente restringe a atividade desses elementos. A presença de 

TEs em regiões centroméricas, associadas ou não à heterocromatina, tem sido sugerida como 

parte da dinâmica e arquitetura dos genomas dos mamíferos. Nesse sentido, alguns estudos têm 

demonstrado que essas sequências estão inseridas nos domínios centroméricos, a fim de serem 

utilizadas para o recrutamento de histonas e formação de novos centrômeros (Schueler et al. 

2001; Kuznetsova et al. 2006; Meyer et al. 2016). 

Em Proechimys destacam-se características específicas desses retroelementos, como a 

formação de blocos conspícuos, principalmente nos cromossomos sexuais (Figuras 1 e 2). É 

possível que esse acúmulo de sequências L1 e/ou B1 em locais específicos do genoma desses 

roedores tenha ocorrido de forma não aleatória, podendo ser uma estratégia evolutiva para que 

os TEs reduzam seu impacto deletério no genoma (McGurk et al., 2021). Rebollo et al. 

(2011) e Chuong et al. (2017) sugeriram que os agrupamentos de TEs em determinadas regiões 

poderiam alterar substancialmente a regulação gênica ou mesmo influenciar a expressão 

simultânea de múltiplos genes em contextos específicos, apesar dos efeitos deletérios e da 

repressão da atividade genética. As interações entre essas sequências e locais específicos do 

genoma são uma característica marcante e consideram-se que refletem a funcionalidade dos 

TEs porque podem desempenhar um papel importante na plasticidade genômica e no 

comportamento adaptativo (Bourque et al. 2018; Razali et al. 2019 ; Gonçalves et al. 2020). 

A localização dos retroelementos L1 e B1 na região terminal dos cromossomos de 

diversas espécies de Proechimys, incluindo os cromossomos sexuais (Figuras 1 e 2), pode estar 

relacionada à sua associação com a heterocromatina subtelomérica e ao seu papel na regulação 

do alongamento dos telômeros, como visto em outros mamíferos (Gonzalo et al. 2006; Slotkin 

e Martienssen 2007).  

TEs foram encontrados anteriormente perto de RONs, como detectado neste estudo, pois 

este local coincidiu com o sinal de L1, mas não com B1, em um par de cromossomos 

submetacêntricos (portador de RON) em todas as espécies (Figura 5C). Um padrão semelhante 

foi observado com o elemento marinho (MLE), mapeado próximo à heterocromatina associada 

às RONs no caracol aquático Theodoxus fluviatilis e no peixe Gobius niger (Mandrioli et al. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib60
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib60
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib42
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib54
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib54
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib53
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib79
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib80
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib40


55 
 

2001; Mandrioli e Manicardi 2001). A presença de TEs em regiões regulatórias do genoma 

ocorre para que esses retroelementos contribuam para essas regiões, mecanismo conhecido 

como exaptação (Chuong 2013; Lynch et al. 2015). 

Simonti et al. (2017) demonstraram em células humanas e de camundongos que 

elementos antigos têm maior probabilidade de se sobrepor a um intensificador de regulação no 

genoma. Também é possível que as sequências de L1 e não de B1, inseridas próximas à matriz 

dos genes de RNAr nos cromossomos das espécies de Proechimys, possam ter sido cooptadas 

para potencializar seu efeito regulatório. Esta hipótese pode ser avaliada levando em 

consideração os resultados aqui apresentados, pois B1 é mais jovem que L1 e surgiu ca. 65 

MYA após divergência de roedores (Kramerov e Vassetzky 2005; Yang et al., 2019). 

Os retroelementos L1 e B1 parecem estar relacionados à diversificação cariotípica das 

espécies de Proechimys analisadas neste estudo, de acordo com Dobigny et al. (2004a, 2004b), 

que demonstraram que a amplificação de L1 acompanhou a evolução do cariótipo em espécies 

de Taterillus. 

A diversificação cariotípica em Proechimys pode ter ocorrido através da fixação de 

rearranjos cromossômicos e, quando associada a regiões pericentroméricas ou subteloméricas, 

pode representar um hotspot de quebra cromossômica com recombinação entre cromossomos 

homólogos e não homólogos. As semelhanças na distribuição de L1 e B1 entre os cromossomos 

das espécies de Proechimys parecem derivar de uma tendência a rearranjos cromossômicos, 

evidenciada pela diferente organização desses retroelementos na fibra cromossômica, que 

mantêm um padrão cariotípico diversificado em suas relações evolutivas. 

A diversidade cariotípica no gênero Proechimys tem sido repetidamente citada na 

literatura, mas os princípios que regem esta variação permanecem obscuros. O presente estudo 

amplia nossa compreensão do genoma deste gênero ao mapear dois TEs, permitindo avaliar 

homologias cromossômicas entre os táxons e deduzir caracteres em investigações 

filogenéticas. A distribuição de L1 e B1 pode representar uma fonte de diversidade cariotípica, 

que poderá ser revelada em estudos futuros se for demonstrado que estão relacionadas a pontos 

de quebra de rearranjos. 

Disponibilidade de dados 

Todos as sequências analisadas neste estudo foram submetidas ao NCBI GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) sob o número de acesso 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW027222 e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucore/MW027223. 
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Resumo 

 

Este estudo propôs analisar a distribuição de sequências de retrotrasposons nos cromossomos 

de sete espécies de Echimyidae, de forma a relacioná-los à evolução cariotípica desta família. 

Foram utilizadas técnicas citogenéticas moleculares para caracterizar as sequências de LINE-

L1 e SINE-B, que foram usadas como sondas para hibridização nos cromossomos metafásicos. 

O mapeamento de LINE-L1 e SINE-B1 demonstrou homeologia de sinal destas sequências nos 

cariótipos das espécies de Echimyidae. A comparação deste mapeamento com sítios de 

heterocromatina constitutiva e DNAr 18S evidenciou coincidência das marcações de L1 e/ou 

B1 com HC e DNAr 18S. O cladograma gerado, a partir das sequências destes retroelementos, 

revelou dois grandes grupos, compostos por cinco subgrupos, com diferentes graus de 

similaridade, corroborado pela técnica fiber-FISH. A variabilidade cariotípica (2n e NF) em 

Echimyidae pode ter ocorrido devido à disposição não aleatória dos retroelementos L1 e B1, 

por facilitar a ocorrência de rearranjos cromossômicos, confirmados pelos clusters, 

correlacionados com padrões de diferenciação dessa família. Nossos dados demonstram que 

TEs podem estar relacionados com a evolução cariotípica de Echimyidae, fornecendo 

informações sobre as relações evolutivas desta família, especialmente por serem encontrados 

em blocos, nas regiões centroméricas e/ou pericentroméricas, podendo estar associados à 

plasticidade e remodelamento da cromatina. 

 

 

Palavras-chave: Rearranjos cromossômicos, Evolução cariotípica, Sequenciamento, 

Elementos Transponíveis. 
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Introdução 

 A família Echimyidae Gray, 1825 tem distribuição neotropical e é considerada uma das 

mais diversificadas dentre os roedores Caviomorpha (Leite e Patton 2002; Emmons 2005). De 

acordo com os diferentes modos de vida e adaptações, está dividida em táxons semifossoriais 

(por exemplo Clyomys, Euryzygomatomys), terrestres (por exemplo Trinomys, Proechimys, 

Thrichomys), arbóreos (por exemplo Dactylomys, Isothrix, Lonchothrix, Makalata, Mesomys) 

e semiaquáticos (Myocastor) (Woods 1993; McKenna e Bell 1997; Woods e Kilpatrick 2005). 

As relações filogenéticas dessa família não estão bem determinadas, devido os laços evolutivos 

serem poucos conclusivos, uma vez que filogenias moleculares não corroboram a classificação 

morfológica proposta (Leite e Patton 2002; Emmons 2005; Fabre et al. 2012; Fabre et al. 2017). 

Dados moleculares, combinados com sequências publicamente disponíveis, têm sido 

descritos no sentindo de inferir sobre a filogenia da família Echimyidae e estimar o período de 

sua diferenciação (Fabre et al. 2017; Courcelle et al. 2019). Fabre et al. (2017) sequenciaram 

38 novos mitogenomas completos e inferiram uma estrutura filogenética robusta, estabelecendo 

um rítmo na diversificação dos roedores. Courcelle et al. (2019) isolaram 500 éxons de DNA 

nuclear para 35 espécies, pertencentes a todos os principais clados de Echimyidae e 

Capromyidae, tentando resolver relações evolutivas ambíguas. 

  Sequências genômicas de evolução mais lenta podem não acumular substituições 

suficientes para serem filogeneticamente informativas e mutações em genes conservados 

também podem estar sob restrições seletivas. Desse modo, estudos recentes tendem a combinar 

sequências de evolução mais rápida com aquelas de evolução mais lenta e/ou elementos 

conservados, afim de elucidar as relações evolutivas em diferentes níveis hierárquicos 

(Källersjö et al. 1999; de Knijff 2000; Townsend et al. 2012; Branstetter et al. 2017; Delsuc et 

al. 2018). 

Elementos transponíveis (TE) têm sido considerados como sequências candidatas na 

evolução do genoma de mamíferos, devido sua trajetória evolutiva de acumulação conservada 

e, ao mesmo tempo, com diferenças de conteúdo específicas dos clados (Buckley et al. 2017), 

como sugerido por Soares et al. (2022) ao analisarem a disposição de TEs no cariótipo de 

diferentes espécies de Proechimys. Ricci et al. (2018) demonstraram que a atividade de um TE 

pode estar fortemente associada à geração de variabilidade e especiação em mamíferos, por 

meio da densidade de inserção e taxa relativa de especiação. Jiang et al. (2004) evidenciaram 

que o transposon DNA MULEs foi responsável por rearranjos de aproximadamente 1.000 

fragmentos de genes no genoma do arroz. Sharma e Peterson (2023) demonstraram que 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0275
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0540
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0540
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0540
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790318306833#b0135


60 
 

elementos transponíveis podem formar rearranjos cromossômicos complexos, por eventos 

recorrentes de transposição alternativa, e levar à formação de alelos que podem alterar a 

expressão gênica. Estes estudos indicam que os TEs são importantes condutores da evolução 

do genoma (Bourque et al. 2018). Alguns estudos têm relacionado a atividade de TEs com o 

surgimento de certas linhagens de vertebrados, de forma a contribuir para origem e radiação de 

mamíferos como primatas, roedores e micromorcegos (Oliver e Greene 2009; 2011; Okada et 

al. 2010; Britten 2010). 

Elementos retrotransponíveis do tipo LINE (~ 6 kb - elementos de nucleotídeos 

intercalados longos autônomos) e SINE (~ 300 pb - elementos de nucleotídeos intercalados 

curtos) se reproduzem por meio de um intermediário de RNA, compreendem 30-50% do 

genoma de mamíferos, com distribuição taxonômica específica, como por exemplo, os 

elementos SINES Alu e B1 encontrados em primatas e roedores, respectivamente (Boyle et al. 

1990; Kajikawa e Okada 2002; Böhne et al. 2008). LINE-L1 e SINE-B1 têm sido 

correlacionados à duplicação gênica, inversões, regulação da expressão gênica e evolução em 

longo prazo, em mamíferos (Jurka et al. 2011; Elbarbary et al. 2016; Janoušek et al. 2016; Ricci 

et al. 2018; Ricci et al. 2023). 

Do ponto de vista cariotípico, a família Echimyidae apresenta enorme diversidade, com 

número diploide variando de 2n=14/16/17/18 em Proechimys gr. goeldii até 2n=118 em 

Dactylomys boliviensis e número de braços cromossômicos variando de NF=38 a 134 (Barros 

1978; Patton e Emmons 1985; Aniskin 1993; Patton et al. 2000; Dunnum et al. 2001; Bonvicino 

et al. 2002; Silva et al. 2012; Eler et al. 2012; 2017; Oliveira da Silva et al. 2019). As relações 

filogenéticas mal resolvidas na família, associada à ocorrência de diferentes fórmulas 

cariotípicas tornam este grupo um bom modelo para estudos evolutivos. Desta forma, o objetivo 

deste trabalho foi analisar a associação de elementos retrotransponíveis LINE-L1 e SINE-B1 

na evolução cariotípica da família Echimyidae, visto que sequências repetitivas, segundo 

Valente et al. (2011), influenciam de forma significativa na evolução dos genomas. 

Material e Métodos 

 Foram estudados 14 indivíduos pertencentes a sete espécies, representantes das três 

subfamílias viventes de Echimyidae (Tabela 1). Os exemplares foram coletados na região 

Amazônica, na Mata Atlântica (Guarapari, Espírito Santo) e região de transição entre Mata 

Atlântica e Cerrado (Diamantina, Minas Gerais), no Brasil, entre 2005 e 2015. As coletas foram 

autorizadas pelos processos 02005.000642/03-11 (IBAMA/MMA), 02000.002336/2003-93 

(IBAMA/MMA), 02005.002672/04 (IBAMA/MMA), 37585-5 (SISBIO/MMA), 37592-4 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B64
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B65
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3649676/#mst045-B8
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(SISBIO/MMA), 10985 (SISBIO/MMA) e pelo parecer 002/2013 da Comissão de Ética no Uso 

de Animais – CEUA/INPA. As análises citogenéticas foram realizadas em preparações 

cromossômicas obtidas de células da medula óssea, usando o método “air-drying” de Ford e 

Harmerton (1956), utilizando colchicina na concentração 0,0125%, 1mL para cada 100g de 

peso animal. As suspensões celulares e amostras de tecido para estudos citogenéticos 

moleculares estão depositadas no Laboratório de Genética Animal do INPA. Os crânios e peles 

estão depositados na Coleção de Mamíferos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia, 

na Coleção de Mamíferos da Universidade Federal do Espírito Santo e na Coleção de 

Mamíferos da Universidade Federal do Vale do Jequitinhonha e Mucuri (Tabela 1). 
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Tabela 1. Espécies da família Echimyidae analisadas. 2n = número diploide, NF = número 

fundamental. 

Espécies Localização amostral Coordenadas Voucher 2n/NF 

Dactylomys 

dactylinus 

Flona Saracá-Taquera e Rebio 

Trombetas, rio Trombetas, AM 

14°81’ S, 56°45’ W INPA-MAM008869 

INPA-MAM008891 

94/1342 

Makalata 

didelphoides 

Parque Nacional da Amazônia e 

Flona do Tapajós, rio Tapajós, PA 

45°34’ S, 56°60’ W  INPA-MAM008898 

INPA-MAM008901 

72/1322 

Mesomys 

hispidus 

Região do baixo rio Purus, AM  65°77’ S, 64°89’ W  INPA-MAM 007317 

INPA- MAM 007341 

60/1162 

Trinomys 

paratus 

Região do rio da Prata e Buenos 

Aires, Mata Atlântica, Guarapari, 

Espírito Santo 

20°53’ S, 40°59’ W UFES-MAM 2798 

UFES-MAM 2804 

58/1122 

Proechimys 

guyannensis 

Ilha da Serrinha, UHE de Balbina, 

rio Uatumã, AM 

01°52’ S, 59°25’ W  

 

INPA-CEF12 

INPA-CEF14 

46/501 

Thrichomys 

apereoides 

Parque Nacional Sempre Vivas, 

Diamantina, MG 

17°91’ S, 43°78’ W MDIA093 

MDIA104 

28/502 

Isothrix 

paguros 

Parque Estadual do rio Negro 

Setor Sul, rio Cuieiras, AM 

27°07’ S 60°37’ W INPA-MAM008835 

INPA-MAM008843 

22/382 

1Silva et al. 2012, 2Eler et al. 2017; 2020. 

 

 Os retroelementos LINE-L1 e SINE-B1 foram isolados por reação em cadeia da 

polimerase (PCR), utilizando os seguintes primers: 

L1F(5’AAGAATTCCGCAGGATACAAGATCAACTCA3′) e 

L1R(5’AAGGATCCCAATTCGATTCCATTGGT3’) (Gran et al. 2005); 

B1F(5’TTGCCGGGCGTGGTGGCG3’) e 1R(5’TTGGTTTTTCGAGACAGGGTTTCT3’) 

(Rinehart et al. 2005). As reações seguiram um volume total de 25 μL (~100 ng de DNA 

genômico; Tampão 1X; 0,5 unidades de Taq DNA Polimerase (Promega); 0,2 mM de cada 

dNTP – dATP, dCTP, dTTP, dGTP; 0,2 μM de cada oligonucleotídeo iniciador (primer); 2,0 

mM de cloreto de magnésio e água mili-Q para completar o volume), utilizando o ciclo de 

desnaturação de 3 min a 94 °C, 30 ciclos de 1 min 94 °C, 1 min a 40 °C/55 °C, 1 min e 30 seg 

a 72 °C; com extensão final de 10 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram purificados com o 

kit Wizard SV Gel e sistema de limpeza PCR (Promega), ligados ao vetor de clonagem pGEM-

T Easy (Promega) e clonados em células competentes de E. coli XL1 Blue_Top10 (Invitrogen). 

Os plasmídeos recombinantes foram amplificados, utilizando os primers M13 forward 5’-

GTAAAACGACGGCCAG-3’ e M13 reverse 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ (Invitrogen) 

e sequenciados na Plataforma ABI3130 (Myleus Biotechnology). As sequências foram 

submetidas ao banco de dados Repbase para consenso (https://www.girinst.org/censor/) e 

disponibilizadas no GenBank com os números OR178947, OR194069, OR194070, OR178952, 

OR194071, OR194072 para LINE-L1 e OR500275, OR178954, OR500276, OR178956, 

OR178957, OR500277 para SINE-B1. Estas sequências foram comparadas com as de 

Proechimys guyannensis disponibilizadas no Genbank sob os números MW027222 e 
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MW027223 (Soares et al. 2022). Os DNAs plasmidiais sequenciados foram marcados por nick-

translation, LINE-L1 com dUTP-ATTO-550 (Jena Bioscience) e SINE-B1 com dUTP-ATTO-

488 (Jena Bioscience), seguindo as instruções do fabricante, e usados como sondas para 

hibridização in situ fluorescente (FISH) (Pinkel et al. 1986). As lâminas, contendo os 

cromossomos, foram inicialmente tratadas com pepsina. A desnaturação cromossômica foi 

realizada com formamida a 70%. A hibridização foi realizada a 42 °C overnight, com 77% de 

estringência. As metáfases foram contracoradas com DAPI (0,8 ng/μL) em reagente antifading 

(SlowFade, Invitrogen). 

 Para experimentos com fiber-FISH foi utilizado o protocolo de Barros et al. (2011), 

com algumas modificações. O material em suspensão celular foi tratado com solução salina, 

seguido de sucessivos banhos em série alcoólica. As fibras cromossômicas foram alongadas e, 

em seguida, aplicou-se o protocolo para FISH. 

 Os resultados obtidos para os retroelementos LINE-L1 e SINE-B1 foram comparados 

com os padrões de banda CBG e FISH do gene ribossomal 18S, descritos por Eler (2017) e Eler 

et al. (2020), uma vez que os mesmos espécimes foram usados nestes estudos.  

 As sequências de LINE-L1 e SINE- B1validadas no banco de dados Repbase foram 

alinhadas, utilizando o software BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999). O 

cladograma foi implementado usando o software Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

versão 11 (MEGA11) e a análise evolutiva foi inferida pelo método de Máxima Parcimônia 

(MP) (Tamura et al. 2021). O índice de consistência foi de 0,786458 (0,683805) para todos os 

sítios de parcimônia informativos. A árvore MP foi obtida usando o algoritmo heurístico Min-

mini, com um fator de busca de 1. Esta análise envolveu 7 sequências de nucleotídeos com um 

total de 758 posições no conjunto de dados final (Apêndice 5). 

  

Resultados 

 Sete espécies representantes de três subfamílias de Echimyidae tiveram o seu padrão de 

distribuição de retroelementos LINE-L1 e SINE-B1 determinados e comparados (Figuras 1 e 

2): Dactylomys dactylinus (subfamília Dactylomyinae); Makalata didelphoides, Isothrix 

pagurus (subfamília Echimyinae); Mesomys hispidus, Trinomys paratus, Proechimys 

guyannensis e Thrichomys apereoides (subfamília Eumysopinae). 

O padrão de distribuição de LINE-L1 nos cromossomos dos espécimes da família 

Echimyidae mostrou-se disperso (Figura 1). No entanto, ao compararmos o genoma entre as 

espécies, observou-se que este retroelemento manteve-se nos cariótipos em cromossomos não 
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homeólogos. Por exemplo, o padrão de L1 nos pares cromossômicos 1m+21sm de D. dactylinus 

é semelhante às regiões cromossômicas de 1m+11m de M. didelphoides, 1sm+12m de M. 

hispidus, 1m de T. paratus, 1a+7a de P. guyannensis, 1a de T. apereoides e 10a+1m+9sm de I. 

pagurus (Figura 1 e tabela 2). 

 

Figura 1. Distribuição do retroelemento LINE-1 em espécies da família Echimyidae. DAC 

= D. dactylinus (2n=94), MAK = M. didelphoides (2n=72), MES = M. hispidus (2n=60), TRI 

= T. paratus (2n=58), PRO = P. guyannensis (2n=46), THR = T. apereoides (2n=28), ISO = I. 

pagurus (2n=22), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = subtelocêntrico, a = 

acrocêntrico. As setas indicam as regiões onde, provavelmente, ocorreram rearranjos. Barra = 

10,0µm. (Apêndice 6). 
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 Entretanto, foi possível observar homeologia de sinal das sequências de L1 entre os 

grupos cromossômicos, envolvendo as sete espécies analisadas. O padrão de LINE-L1 

compreendeu regiões centroméricas e/ou pericentroméricas e interticiais de quase todos os 

cromossomos. Houve marcação de LINE-L1 nas regiões pericentromérica e/ou centromérica 

do par sexual de todas as espécies, exceto o cromossomo X de T. apereoides. Blocos 

intersticiais foram visualizados no braço longo do cromossomo X de D. dactylinus, no braço 

curto e longo do cromossomo X de M. didelphoides, T. paratus, P. guyannensis e T. apereoides, 

e apenas no braço curto do cromossomo X de I. pagurus. Ainda, marcação conspícua foi 

visualizada no Y de D. dactylinus, M. didelphoides, T. paratus, P. guyannensis e I. pagurus 

(Figura 1). 

 

Tabela 2. Prováveis rearranjos cromossômicos em Echimyidae a partir da distribuição dos 

retroelementos LINE-1 (Figura 1). DAC = D. dactylinus (2n=94), MAK = M. didelphoides 

(2n=72), MES = M. hispidus (2n=60), TRI = T. paratus (2n=58), PRO = P. guyannensis 

(2n=46), THR = T. apereoides (2n=28), ISO = I. pagurus (2n=22), m = metacêntrico, sm = 

submetacêntrico, st = subtelocêntrico, a = acrocêntrico.  

 
DAC (2n=94)           MAK (2n=72) MES (2n=60) TRI (2n=58) PRO (2n=46) THR (2n=28) ISO (2n=22) 

1m+21sm 1m+11m 1sm+12m 1m 1a+7a 1a 10a+1m+9sm 

11m+8sm 15m+3sm 21m+9sm 5sm+3m 18a+4a 2m 6m+3sm 

36a+2sm  22m+2sm 2st 3a 10sm+7m 4m+5m 

33a +6sm 10st+6m 27m+11m 22m+13m 20a+5a 3m 8sm+3sm 

3m 25m+9m 17m+6sm 17sm+6m 2a 7m 5m 

20a+22a+3a 27a+12m 14m+22m 24m+26st 8a+16a 4m 2a 

5m 8m 4m 12sm 22a+11sm 10sm 5m 

12m 4m 8m 20m+10st 17a+6a 8m 7m 

42a+39a 5m 7m 15m+8m 10a+13m 13m  

23m+28m 21m+18m 28sm+10m 28m+11m 15a+9a 9m  

9m 2sm 13m 4sm 14a 12m  

4a 13m 3sm 9m  6m  

 7m 5sm     

13sm  20m 7m    

7m 16m 25m 21m  11m  

10a 20m  7m    

18sm  24m 25m    

16sm 14m      

14m 24sm 29m     

17sm 35a+22m 16m     

15a 30m      

40a 17sm      

24a 28m 26m     

19a  18m 18m    

32sm   16m    

35m 19m 19m     

25m 23m 23m 27st 12m   

26a 26sm      

31a 32sm  19m    

29a 31a   21a   

27a 34m      

37a 33a 15m     

34a 29m   19a   

38a   23sm    
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O padrão de SINE-B1 no cariótipo dos espécimes da família Echimyidae mostrou 

preponderância de compartimentalização, presença de blocos conspícuos (Figura 2) e, assim 

como em LINE-L1, manteve-se nos cariótipos em cromossomos não homeólogos (Figura 2). 

Por exemplo, o padrão de SINE-B1 nos pares cromossômicos 43a+1m de D. dactylinus é 

semelhante às regiões cromossômicas de 30m+5m de M. didelphoides, 24m+5sm de M. 

hispidus, 1m de T. paratus, 18a+1a de P. guyannensis, 2m de T. apereoides e 1m de I. pagurus 

(Figura 2 e tabela 3). 
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Figura 2. Distribuição do retroelemento SINE-B1 em espécies da família Echimyidae. 

DAC = D. dactylinus (2n=94), MAK = M. didelphoides (2n=72), MES = M. hispidus (2n=60), 

TRI = T. paratus (2n=58), PRO = P. guyannensis (2n=46), THR = T. apereoides (2n=28), ISO 

= I. pagurus (2n=22), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = subtelocêntrico, a = 

acrocêntrico. As setas indicam as regiões onde, provavelmente, ocorreram rearranjos. Barra 

=10,0µm. (Apêndice 7). 
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Tabela 3: Prováveis rearranjos cromossômicos em Echimyidae a partir da distribuição dos 

retroelementos SINE-B1 (Figura 2). DAC = D. dactylinus (2n=94), MAK = M. didelphoides 

(2n=72), MES = M. hispidus (2n=60), TRI = T. paratus (2n=58), PRO = P. guyannensis 

(2n=46), THR = T. apereoides (2n=28), ISO = I. pagurus (2n=22), m = metacêntrico, sm = 

submetacêntrico, st = subtelocêntrico, a = acrocêntrico. 

 
DAC (2n=94)           MAK 

(2n=72) 

MES (2n=60) TRI 

(2n=58) 

PRO (2n=46) THR (2n=28) ISO (2n=22) 

43a+1m 30m+5m 24m+5sm 1m 18a+1a 2m 1m 

5sm 1m 1sm 2st 3a 1a 5m 

40a+25sm 20m+16m 3sm 5sm 7a+15a 3m 6m 

7m 4m 7m  16a+13m 4m 2m 

2sm 6m 2sm    7m 

11m 7m 20m     

3m 2sm  21m+11m 17a+14a 6m 3sm 

41m+46a 9m 4m 10st+19m 2a 8m  

4a 14m 9sm 3m    

 15m  13m  5sm 4m 

6sm  6sm     

8sm   15m 8a   

16sm 3m 16m 28m+24sm 21a+11sm 11m  

 8m    7m  

9m 22m 10m     

10a 10st 11m     

 24sm  4m 5a   

 18m  6sm    

13sm 12m      

12m 11m      

27a  8m 8m 20a+10a   

17sm 17sm 17m 17m    

14m 34m 12m     

19a  19m     

   7m 6a   

31a 13m 23m     

23m  21m     

18sm 19m 26m    8sm 

30a 25m 29m   12m  

24a 27a 27m 14m 12m 10sm 9sm 

32sm 31a 13m     

28m 26sm 14m     

20a 32sm 18m 16m    

   9m 4a 9m  

  25m 25m 22a   

 21m   9a   

22a  28sm     

36a 29m 22m  13m   

26a 35a  26st    

33a 33a   19a   

35m      10a 

38a   20m    

42a   23sm    

45a   22m    

 28m  12sm    

39a   18m    

44a   27st    

 

   

 Para SINE-B1 também foi possível observar homeologia de sinal entre os grupos 

cromossômicos, envolvendo as espécies representantes das três subfamílias analisadas. A 
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marcação deste retroelemento compreendeu regiões centroméricas e/ou pericentroméricas de 

quase todos os cromossomos. Blocos conspícuos foram visualizados nos braços longos de D. 

dactylinus, T. paratus e P. guyannensis e nos braços curto e longo de M. didelphoides, M. 

hispidus e I. pagurus. Nos cromossomos sexuais de todas as espécies, o sinal de SINE-B1 esteve 

presente em blocos conspícuos nas regiões centroméricas e/ou pericentroméricas, e região 

intersticial e/ou terminal, exceto no cromossomo X de T. apereoides e do cromossomo Y de I. 

pagurus, nos quais o sinal foi mais fraco (Figura 2). 

A comparação das sequências de LINE-L1 e SINE-B1 com as demais do banco de dados 

Repbase (Bao et al. 2015) nos forneceu consenso com variantes estruturais de retrotransposons 

não LTRs (Tabelas 4 e 5).  

 

Tabela 4. Consenso de LINE-L1 das espécies da família Echimyidae com variantes estruturais 

de retrotransposons não LTRs. 1,3,7 Wichman et al. 2005; 2 Bao e Jurka 2009; 4,6 Kojima 2019; 
5Soares et al. 2022. 

 
Espécie Retrotransposon 

Variante estrutural 

pb Identidade % 

D. dactylinus Cpor3b LINE-11 402 78,86% Cavia porcellus 

M. didelphoides L1-4Cpo2 518 88% Cavia porcellus 

M. hispidus Cpor3b LINE-13 400 76% Cavia porcellus 

T. paratus L1-3 Clan4 523 94% Chinchilla lanígera 

P. guyannensis LINE-L15 528 96,40% Proechimys guyannensis 

T. apereoides L1-3 Clan6 518 94% Chinchilla lanígera 

I. paguros Cpor3b LINE-17 521 76,69% Cavia porcellus 

 

Tabela 5. Consenso de SINE-B1 das espécies da família Echimyidae com variantes estruturais 

de retrotransposons não LTRs. 1,2,7Veniaminova et al. 2007; 6Jurka 2010; 3,4,5Soares et al. 2022.  

 
Espécie Retrotransposon 

Variante estrutural 

pb Identidade % 

D. dactylinus Mco20-B11 150 90,37% Myocastor coypus 

M. didelphoides Mco12 ID-B1 2 149 90,91% Myocastor coypus 

M. hispidus SINE-B13 150 90,48% Proechimys guyannensis 

T. paratus SINE-B14 148 94,56% Proechimys guyannensis 

P. guyannensis SINE-B15 148 96,40% Proechimys guyannensis 

T. apereoides ID-B1-3_Cpo 6 149 84% Cavia porcellus 

I. pagurus Mco12ID-B17 150 92,31% Myocastor coypus 
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 A topologia obtida pelo algoritmo heurístico Min-mini (Máxima Parcimônia) para as 

sequências de LINE-L1 e SINE-B1 foi congruente com algumas associações propostas pela 

literatura, e originou o agrupamento das espécies de Echimyidae de acordo com os níveis de 

similaridade (Figura 3).  

 

Figura 3. Cladograma das espécies, obtido após a análise de Máxima Parcimônia. D. dactylinus 

(2n=94), M. didelphoides (2n=72), M. hispidus (2n=60), T. paratus (2n=58), P. guyannensis (2n=46), 

T. apereoides (2n=28), I. pagurus (2n=22), usando o método de inferência Min-Min Heuristic gerada, 

considerando os retroelementos L1 e B1 como caracteres únicos (Apêndice 5). 
 

 O cladograma gerado a partir das sequências dos retroelementos LINE-L1 e SINE-B1 

das espécies de Echimyidae revelou dois grandes grupos compostos por cinco subgrupos com 

diferentes graus de similaridade: (1) D. dactylinus e M. didelphoides, (2) M. hispidus e I. 

pagurus, (3) T. paratus, (4) P. guyannensis, (5) T. apereoides. 

A figura 4 demonstra a distribuição do sinal dos retroelementos LINIE-L1 and SINE-

B1 por fiber-FISH nas sete espécies de Echimyidae. 
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Figure 4. Fiber-FISH mostrando cluster de LINE-L1 (vermelho) e SINE-B1 (verde) adjacentes e 

intercalados em espécies de Echimyidae. DAC = D. dactylinus (2n=94), MAK = M. didelphoides 

(2n=72), MES = M. hispidus (2n=60), TRI = T. paratus (2n=58), PRO = P. guyannensis (2n=46), THR 

= T. apereoides (2n=28), ISO = I. pagurus (2n=22)). (A) SINE-B1, (B) SINE-B1+DAPI, (C) LINE-L1, 

(D) LINE-L1 + DAPI, (E) SINE-B1+LINE-L1+ DAPI. Barra = 10 µm. 

 

 A fiber-FISH revelou uma distribuição de LINE-L1 e SINE-B1 diferenciada no 

genoma das espécies de Echimyidae. Em D. dactylinus o padrão destes retroelementos ocorreu 

de forma equilibrada, sobrepostos em algumas regiões do início e meio, sendo L1 mais evidente 

no meio e blocos de B1 principalmente na ponta final da fibra. L1 destacou-se ao longo de toda 

fibra, com blocos no início e ponta final em M. didelphoides, sendo ambos retroelementos 

intercalados no meio da fibra. Na fibra de M. hispidus L1 e B1 distribuíram-se de forma 

adjacente, com evidência para L1 no início da fibra. O padrão de L1 e B1 em T. paratus ocorreu 

de forma adjacente, com destaque para L1 no meio e B1 nas pontas inicial e final da fibra. Em 

P. guyannensis houve destaque de L1 no início, seguindo um padrão adjacente ao longo da 

fibra, e blocos de B1 preferencialmente no meio e ponta final. A fibra de T. apereoides revelou 

uma distribuição adjacente para L1 e B1, com blocos de L1 na ponta inicial. Em I. pagurus o 

padrão destes retroelementos foi intercalado ao longo da fibra, sobrepostos em algumas regiões 

no meio, com evidência para L1 no início e ponta final (Figura 4). 

 O sinal dos retroelementos LINE-L1 e SINE-B1 foram coincidentes com o DNAr 18S 

em todos os espécimes analisados. Ambos os retroelementos no par cromossômico 1sm em D. 

dactylinus, no 3sm de M. didelphoides, no 9sm de M. hispidus, no 12sm de T. paratus, no 2m 

de T. apereoides, no 1m de I. pagurus, e apenas L1 em P. guyannensis. Uma particularidade 

observada em M. didelphoides, M. hispidus e I. pagurus foi a presença de marcação simples do 

DNAr 18S, coincidente com sinal de B1 em par cromossômico, e marcação duplicada deste 

gene em seu homólogo, coincidente com bloco conspícuo de L1 (Figura 5B e tabela 6). 
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 A comparação com sítios de heterocromatina constitutiva (HC) evidenciou 

coincidência com as marcações dos retroelementos LINE-L1 e/ou SINE-B1 (Figura 5A e tabela 

6). 

Figure 5. Hibridização correspondente entre LINE-1, SINE-B1, DNAr 18S e Heterocromatina 

constitutiva (CH) em cromossomos das sete espécies de Echimyidae. DAC = D. dactylinus (2n=94), 

MAK = M. didelphoides (2n=72), MES = M. hispidus (2n=60), TRI = T. paratus (2n=58), PRO = P. 

guyannensis (2n=46), THR = T. apereoides (2n=28), ISO = I. pagurus (2n=22)). (A) LINE-1 à esquerda, 

SINE-B1 no meio e CH à direita. (B) LINE-1 à esquerda, SINE-B1 no meio, e DNAr_18S à direita. m 

= metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = subtelocêntrico, a = acrocêntrico. Barra = 10,0µm. 
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A distribuição dos retroelementos L1 e/ou B1 foi coincidente com a distribuição da 

heterocromatina constitutiva (HC) na região pericentromérica e/ou centromérica de todos os 

pares cromossômicos das espécies analisadas, com exceção de P. guyannensis e I. pagurus. M. 

hispidus apresentou marcações mais fortes nos blocos de B1 em todos os cromossomos.  Em 

M. didelphoides houve consciência da distribuição da heterocromatina constitutiva com os 

retroelementos L1 e B1 nos pares 2sm, 3sm, 9m, 11m, 14m, 16m, 17sm, 18m, 20m, 22m, 24sm, 

25m, 26sm, 27a, 28m, 29m, 30m, 31a, 32sm, 33a, 35a, com presença de mais blocos de B1 que 

de L1. Em T. paratus houve coincidência da distribuição da HC com ambos retroelementos nos 

pares 2st, 4sm, 6m, 10st, 12sm, 13m, 14m, 15m, 16m, 17sm, 18m, 20m, 21m, 26st e 27st, e 

apenas com L1 nos pares 3m, 5sm, 7m, 8m, 9m, 11m, 19m, 22m, 23sm, 24m, 25m e 28m, com 

padrão mais forte de L1. Em T. apereoides houve coincidência com ambos retroelementos nos 

pares 3m, 4m, 5sm, 6m, 7m, 9m, 11m e 12m, com marcação mais forte de B1 (Figura 5 e tabela 

6). 

A colocalização da HC e dos retroelementos L1 e B1 foi diferente em P. guyannensis e 

I. pagurus. Em P. guyannensis HC está presente com ambos retroelementos na região 

pericentromérica e/ou centromérica nos pares, 3a, 4a, 6a, 13m, e 20a, e somente com B1 nos 

cromossomos 15a, 21a e 22a. Nos cromossomos 2a, 5a e 18a desta espécie a HC está presente 

na região distal do braço curto, sendo coincidente com L1 e/ou B1, e presente em todo braço 

curto do 11sm, correspondente a blocos de L1 e B1.  Em I. pagurus a distribuição da HC foi 

coincidente com L1 e/ou B1 no sítio centromérico nos pares 2m, terminal em 3m e 4m, 

biterminal e centromérica em 6m, biterminal em 7m e 9sm, terminal com blocos no braço longo 

de 8sm e 10a (Figura 5 e tabela 6).   

L1, B1 e HC foram coincidentes em todos os cromossomos sexuais, com exceção do X 

de M. didelphoides, dos representantes de Echimydae. Em relação ao cromossomo X ocorreu 

somente na região pericentromérica e/ou centromérica em D. dactylinus, M. hispidus e P. 

guyannensis, envolvendo blocos de L1 e B1 no sítio centromérico, braços curto e longo em T. 

paratus, com ambos retroelementos no sítio centromérico e braço longo em T. apereoides, e 

em I. pagurus neste sítio e em todo braço curto. Blocos de L1 e/ou B1 foram coincidentes com 

marcação conspícua de HC na região centromérica do Y de M. hispidus, e com HC total no Y 

de todos outros espécimes analisados.  Sendo um padrão similar de ambos retroelementos em 

T. paratus e T. apereoides, a presença de L1 mais forte em D. dactylinus, P. guyannensis e I. 

pagurus, e a presença de B1 mais forte em M. didelphoides e M. hispidus (Figura 5 e tabela 6). 
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Tabela 6. Hibridização correspondente entre LINE-1, SINE-B1, DNAr 18S e Heterocromatina 

constitutiva (HC) em cromossomos de Echimyidae. DAC = D. dactylinus (2n=94), MAK = M. 

didelphoides (2n=72), MES = M. hispidus (2n=60), TRI = T. paratus (2n=58), PRO = P. guyannensis 

(2n=46), THR = T. apereoides (2n=28), ISO = I. pagurus (2n=22) como mostrado na fig 4. m = 

metacêntrico, sm = submetacêntrico, st = subtelocêntrico, a = acrocêntrico. 

 

 

Espécie 

Sinal de L1 correspondente 

com heterocromatina 

constitutiva  

Sinal de B1 

correspondente com 

heterocromatina 

constitutiva 

DNAr 18S 

coincidente com 

sinal de L1 e/ou 

B1 

DAC (2n=94) 1m/2sm/3m/4a/5m/6sm/7m/

8sm/9m/10a/11m/12m/13sm

/14m/15a/16sm/17sm/18sm/

19a/20a/21sm/22a/23m/24a/

25m/26a/27a/28m/29a/30a/3

1a/32sm/33a/34a/35m/36a/3

7a/38a/39a/40a/Xsm/Ya 

1m/2sm/3m/4a/5m/6sm/7

m/8sm/9m/10a/11m/12m/1

3sm/14m/15a/16sm/17sm/

18sm/19a/20a/21sm/22a/2

3m/24a/25m/26a/27a/28m/

29a/30a/31a/32sm/33a/34a

/35m/36a/37a/38a/39a/40a/

Xsm/Ya 

 

 

 

 

1sm 

MAK (2n=72) 2sm/3sm/9m/11m/14m/16/1

7sm/18m/20m/22m/24sm/25

m/26sm/27a/28m/29m/30m/

31a/32sm/33a/35a/Ya 

2sm/3sm/9m/11m/14m/16/

17sm/18m/20m/22m/24sm

/25m/26sm/27a/28m/29m/

30m/31a/32sm/33a/35a/Ya 

 

 

3sm 

MES (2n=60) 1sm/2sm/3sm/4m/5sm/6sm/

7m/8m/9sm/10m/11m/12m/

13m/14m/15m/16m/17m/18

m/19m/20m/21m/22m/23m/

24m/25m/26m/27m/28sm/2

9m/Xsm/Ysm 

1sm/2sm/3sm/4m/5sm/6s

m/7m/8m/9sm/10m/11m/1

2m/13m/14m/15m/16m/17

m/18m/19m/20m/21m/22

m/23m/24m/25m/26m/27

m/28sm/29m/Ysm 

 

9sm 

TRI (2n=58) 2st/3m/4sm/5sm/6m/7m/8m/

9m/10st/11m/12sm/13m/14

m/15m/16m/17sm/18m/19m

/20m/21m/22m/23sm/24m/2

5m/26st/27st/28m/Xsm/Ym 

2st/4sm/6m/10st/12sm/13

m/14m/15m/16m/17sm/18

m/20m/21m/26st/27st/28m

/Xsm/Ym 

 

 

12sm 

PRO (2n=46) 2a/3a/4a/5a/6a/11sm/13m/16

a/20a/Xa/Ya 

2a/3a/4a/5a/6a/11sm/13m/

15a/16a/18a/20a/21a/22a/

Xa/Ya 

 

11sm 

THR (2n=28) 3m/4m/5sm/6m/7m/9m/11m

/12m/Xa/Ya 

3m/4m/5sm/6m/7m/9m/11

m/12m/Xa/Ya 

2m 

ISO (2n=22) 2m/3sm/4m/6m/7m/8sm/9s

m/10a/Xst/Ya 

2m/3sm/4m/6m/7m/8sm/9

sm/10a/Xst/Ya 

1m 

 

 

Discussão 

O mapeamento de LINE-L1 e SINE-B1 no genoma de espécies representantes de sete 

gêneros da família Echimyidae demonstrou que estes retroelementos mantiveram-se nos 

cariótipos em cromossomos não homeólogos. Entretanto, houve homeologia de sinal das 



75 
 

sequências de L1 e B1 em regiões cromossômicas distintas entre as espécies, quando se 

compara representantes das subfamílias Dactylomyinae (D. dactylinus), Echimyinae (M. 

didelphoides e I. pagurus) e Eumysopinae (M. hispidus, T. paratus, P. guyannensis, T. 

apereoides) (Figuras 1e 2). 

 

A diversidade cariotípica (2n e NF) encontrada na família Echimyidae pode ter ocorrido 

em parte pela disposição não aleatória dos retroelementos L1 e B1, que teriam facilitado a 

ocorrência de rearranjos cromossômicos durante a evolução cariotípica dessa família (setas nas 

Figuras 1 e 2). Segundo Dobigny et al. (2004) o retrotranspon LINE-L1 foi responsável por 

alterações cariotípicas no roedor Taterillus, estando relacionado à estrutura filogenética deste 

gênero de forma não aleatória. Usando genômica comparativa, Buckley et al. (2017) 

identificaram um acúmulo de retrotranspons, em posições conservadas no genoma de 

mamíferos, o que foi demonstrado neste estudo em espécies representantes de Echimyidae. 

O cladograma proposto pelas sequências de L1 e B1, composto por cinco subgrupos 

com diferentes graus de similaridade (Figura 3 e tabela S3), reflete algumas das relações 

taxonômicas propostas por Fabre et al. (2017) para Echimyidae: D. dactylinus e M. 

didelphoides  (ratos espinhosos arbóreos) foram agrupados, assim como M. hispidus e I. 

pagurus  (ratos espinhosos arbóreos),  T. paratus, T. apereoides e P. guyannensis (ratos 

espinhosos terrestres ). Os clusters formados a partir das sequências de LINE-L1 e SINE-B1 

sugere que estes retroelementos podem estar correlacionados com padrões de diferenciação, 

nessa família. Esses dados demonstram que a atividade dos retrotranspons L1 e B1 não varia 

aleatoriamente dentro da filogenia de Echimyidae, e que, podem estar relacionados com a sua 

capacidade de diferenciação e especiação, como sugerido por alguns estudos ao fornecer 

informações sobre a relações evolutivas entre táxons e TEs (Boyle et al. 1990; Ricci et al. 2018; 

D'Elía et al. 2019; Soares et al. 2022). 

As incongruências na composição dos agrupamentos taxonômicos, a partir das análises 

dos retroelementos L1 e B1, comparadas aos dados de Fabre et al (2017), podem ser devidas à 

reduzida representação taxonômica do grupo, neste estudo. 

Experimentos com fiber-FISH, realizados por Kuznetsova et al. (2006), evidenciaram 

sequências intercaladas de TEs em matrizes centroméricas de camundongos. Em Echimyidae, 

a análise das fibras cromossômicas revelou que os retroelementos LINE-L1 e SINE-B1 estão 

organizados de forma diferente no genoma de cada espécie, sugerindo grupos distintos de 

acordo com a semelhança de sinal entre as fibras, sendo intercalados e/ou sobrepostos para D. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib52
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5857280/#CR81
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dactylinus, M. didelphoides e I. pagurus, e adjacente para M. hispidus, T. paratus, P. 

guyannensis e T. apereoides. A presença de blocos de L1 ao longo da fibra separa as espécies 

em três subgrupos distintos: com disposição no meio para D. dactylinus e T. paratus, no início 

para M. hispidus, P. guyannensis e T. apereoides, no início e extremidade final para M. 

didelphoides e I. pagurus. Já, a disposição de blocos de B1 ao longo da fibra revelou três 

subgrupos com algumas diferenças daqueles propostos para L1, com disposição na extremidade 

final para D. dactylinus, T. paratus, P. guyannensis, no meio para M. didelphoides e 

colocalizados para M. hispidus, T. apereoides e I. pagurus. Esses dados confirmam que os 

retroelementos L1 e B1 permanecem no genoma de Echimyidae em cromomossomos não 

homeólogos e corroboram com o mapeamento de TEs em fibras cromossômicas de vertebrados 

(Wang et al. 2013; Souza-Sousa et al. 2017; 2021; Soares et al. 2022). 

A presença de blocos de LINE-L1 e SINE-B1 nas regiões centroméricas e/ou 

pericentroméricas de quase todos os cromossomos foi coincidente com heterocromatina 

costitutiva (HC) nos espécimes analisados, com exceção do X de M. didelphoides (Figura 5 e 

tabela 6). A colocalização de L1 e/ou B1 com HC nas regiões centroméricas e/ou 

pericentroméricas evidencia a relação destes retroelementos com a organização e estrutura 

cromossômica deste grupo, de forma a influenciar significativamente na evolução do genoma 

dos equimídeos, especialmente pelo envolvimento destes retroelementos com rearranjos 

cromossômicos. Segundo Wong e Choo (2004), elementos transponíveis contribuem para a 

evolução da arquitetura e função do centrômero em vários organismos, sendo encontrados em 

quantidades desproporcionais neste sítio, em uma variedade de espécies. Estudos têm 

demonstrado que a inserção de TEs em centrômeros de humanos facilita a recombinação nesta 

região e está associada à evolução de humanos modernos (Contreras-Galindo et al. 2013; Zahn 

et al. 2015). Neste sentido, Soares et al. (2022) relataram que a localização de LINE-L1 em 

sítios específicos no genoma de P. guyannensis e P. echinothrix pode estar associada à 

plasticidade e remodelamento da cromatina neste grupo de roedores, podendo esse etendimento 

ser extrapolado para toda a família. 

A presença de blocos e/ou sinais de L1 e B1, coincidente com marcação conspícua de 

HC, em praticamente todos os cromossomos das espécies analisadas, e no braço curto e/ou 

longo de alguns cromossomos de P. guyannensis e I. pagurus, sugere a relação destes 

retroelementos com a expansão da heterocromatina (Figura 5A). Segundo Caizzi et al. (2016) 

o acúmulo de sequências de elementos transponíveis em regiões específicas da cromatina pode 

induzir a formação de blocos de heterocromatina em espécies relacionadas. A presença de L1 
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e/ou B1 nestes sítios cromossômicos ocorre como se o sinal de um retroelemento 

complementasse o sinal do outro, de forma preferencial. Esta preferência, segundo Kazazian 

(2000), pode ser refletida de acordo com o nível taxonômico de um TE, resultando no 

enriquecimento de uma família de elemento transponível específica na heterocromatina. O 

impacto de um TE se estende além de mutações e inclui a evolução dos mecanismos de defesa 

do genoma, como por exemplo modificações epigenéticas, para combater a sua replicação e 

mobilidade e, portanto, regular sua atividade transcricional (Slotkin e Martienssen 2007; Klein 

e O'Neill 2018). 

Em relação aos cromossomos sexuais, as marcações conspícuas de L1 e/ou B1 esteve 

presente de forma intercalada e não aleatória (Figuras 1 e 2). Segundo Dechaud et al. (2019) 

blocos de L1 e/ou B1 aumentam a probabilidade destes retroelementos se localizarem nas 

proximidades de genes de desenvolvimento sexual e interagirem com eles. 

A presença de blocos conspícuos de L1 e B1 nos cromossomos sexuais, coincidente 

com blocos de HC, sugere uma heterocromatinização espécie-específica destes cromossomos e 

pode estar relacionado à sua inativação, como visto nos braços longo e/ou curto do cromossomo 

X de T. paratus, T. apereoides e I. pagurus (Figura 5A). Alguns estudos têm demonstrado que 

LINEs estão relacionados ao silenciamento do cromossomo X em mamíferos ao recrutar RNAs 

Xist com consequente heterocromatização, sugerindo uma associação na regulação da 

expressão de genes deste cromossomo (Bailey et al. 2000; Chaumeil et al. 2006; Chow e Heard 

2009; Chow et al. 2010). Tannan et al. (2014) demonstraram em primatas que o L1 ocorre em 

densidades mais altas em torno de genes ligados ao cromossomo X, que estão sujeitos à 

inativação em comparação com aqueles que escapam da inativação. 

Elementos transponíveis apresentam maior densidade no cromossomo Y em 

comparação aos autossomos, sendo quatro vezes maior para LINE-L1 e SINE-Alu em humanos 

(Tang et al. 2018). No presente estudo foram observados blocos de L1 e B1 coincidentes com 

HC em todo o cromossomo Y das espécies estudadas, com exceção de M. hispidus, que 

apresentou blocos somente na região centromérica (Figura 5A), sugerindo que o cromossomo 

Y de equimídeos seja um hotspot para heterocromatização, devido a inserção de TEs 

específicos. Conforme Lemos et al. (2010), a presença de TEs e DNA satélite em alta densidade 

no cromossomo Y auxilia na formação de marcas de heterocromatina.  

Elementos transponíveis têm sido associados ao sítio do DNAr 18S, como ocorreu neste 

estudo com LINE-L1 e SINE-B1(Figura 5B). A hipótese é que estes retroelementos podem ter 

sido cooptados como parte da função de regulação do gene DNAr 18S em Echimyidae por 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5857280/#CR147
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Klein%20SJ%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=O%E2%80%99Neill%20RJ%5BAuthor%5D
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efeito de exaptação. O efeito de exaptação de TEs tem sido discutido como um fator importante 

na evolução da regulação gênica em camundongos (Bejerano et al. 2006; Sasaki et al. 2008; 

Smith et al. 2008; Franchini et al. 2011; 2012), uma vez que evidências experimentais têm 

demonstrado que a associação de TEs a fatores de transcrição (TFBSs) servem como 

promotores e intensificadores na expressão gênica (Souza et al. 2013). 

 A presença de blocos de LINE-L1, mas não de SINE-B1, coincidente com DNAr 18S 

duplicado em um dos homológos de M. didelphoides, M. hispidus e I. pagurus (Figura 5B) pode 

ser explicada pelo fato de TEs antigos tenderem a uma maior fixação no genoma e, neste caso 

o retroelemento L1 é mais antigo que B1, o qual surgiu há 65 Mya após a divergência de 

roedores (Kramerov e Vassetzky 2005; Yang et al. 2019). Além disso, para evitar inativação 

mutacional, a replicação de um TE deve exceder a do genoma do hospedeiro (Klein e O'Neill 

2018), como parece ter ocorrido em um dos homólogos das espécies acima citadas.  

 

Conclusão 

Os dados obtidos neste estudo demonstraram que os retroelementos LINE-L1 e SINE-B1 

estão relacionados com a organização e estrutura cromossômica na família Echimyidae, 

influenciando de forma significativa a evolução cariotípica deste grupo, particularmente por 

seu envolvimento com rearranjos cromossômicos, influenciando as relações filogenéticas, 

especialmente por serem encontrados em abundância desproporcional nas regiões 

centroméricas e/ou pericentroméricas, e serem importantes no início da formação da 

heterocromatina. 

A preferência de LINE-L1 e SINE-B1 por regiões específicas pode ter impacto na 

estabilização e manutenção da heterocromatina em Echimyidae, destacando o dinamismo do 

envolvimento destes retroelementos na recombinação entre cromossomos homólogos e não 

homólogos, e funcionando como hostpost para evolução cariotípica, especiação e diversidade 

deste grupo. 

 

Disponibilidade de dados 

 Todos os dados de sequenciamento, brutos e processados, demonstrados neste estudo 

foram submetidos ao NCBI Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) sob o número 
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Klein%20SJ%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=O%E2%80%99Neill%20RJ%5BAuthor%5D
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Resumo 

Este estudo teve como objetivo analisar a distribuição cromossômica de elementos intercalados 

curtos (SINEs) em cinco espécies de Proechimys, incluindo dois citótipos variantes. Foram 

utilizadas técnicas citogenéticas moleculares para caracterizar as sequências de SINEs-B1, B4, 

MAR e THER, que foram usadas como sondas para hibridização nos cromossomos 

metafásicos. A ampla distribuição dos SINEs nos cromossomos demonstrou diferenciação 

destes retroelementos nas espécies de Proechimys. O sinal de SINE-B4 foi mais evidente que 

SINE-B1, principalmente em P. echinothrix, P. longicaudatus e P. cuvieri. Apesar do sinal de 

SINE-MAR ter sido mais explosivo que o de SINE-THER, nas espécies P. echinothrix, P. 

guyannensis (2n=46) e P. longicaudatus, suas distribuições no cariótipo foram similares. O 

sinal destes retroelementos ocorreu em sítios específicos de heterocromatina, sendo regiões 

centroméricas/pericentroméricas e terminais, na maioria dos cromossomos. Esta preferência 

parece ser um comportamento dos elementos SINEs e indicam que podem estar envolvidos em 

rearranjos durante a diversificação cariotípica em Proechimys. Blocos conspícuos foram 

observados nos cromossomos sexuais, na maioria das espécies, principalmente dos SINE-B4 e 

MAR, assim como nos autossomos. A variação dos SINEs no genoma das espécies de 

Proechimys demonstra que estes elementos se distribuem de forma específica neste gênero e a 

preferência por alguns sítios, considerados hotspots para quebra cromossômica, nos permite 

propor que estes elementos estão relacionados com a evolução cariotípica de Proechimys.  

 

Palavras-chave: Elementos curtos intercalados, FISH, SINE-B1, SINE-B4, SINE-MAR, 

SINE- THER.  

 

Introdução 

Elementos curtos intercalados (SINEs) são elementos móveis não autônomos e estão 

presentes no genoma de muitos eucariotos, com repetições que variam de 80 a 500 pb de 

comprimento. Estes retrotransposons se propagam no genoma por retrotransposição 

(transcrição reversa de RNA) e subsequente integração, usando a transcriptase reversa, 

codificada pelos elementos longos intercalados (LINEs). SINEs são compostos por uma 

sequência 5' derivada de uma molécula de RNA progenitora (por exemplo, 7SL) que contém a 

sequência promotora da RNA polimerase III, uma sequência intermediária e uma cauda 3' que 

é reconhecida pelo elemento autônomo (Okada 1991; Okada e Ohshima 1993; Deininger et al 

2003; Kramerov e Vassetzky 2005; Weiner 2005). O número de cópias de SINEs representa 

metade do total de elementos repetitivos em humanos e camundongos, sendo que o genoma de 

mamíferos contém 104–106 cópias deste retroelemento (Kramerov e Vassetzky 2005). Embora 

a família Alu em humanos e B1 em camundongos se originem do RNA 7SL, alguns SINEs são 

originários do RNAr 5S, sendo que a maioria se origina do tRNA. Estes elementos repetitivos 

podem mediar certos processos celulares e desempenhar um importante papel na evolução dos 

loci genômicos (Weiner 2002; Gogolevsky et al. 2009; Kramerov e Vassetzky 2011; Dunker et 

al. 2017; Zhang et al. 2021). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4994717/#evv015-B36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4994717/#evv015-B51
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 A família SINE estava ativa em amniotas (mamíferos, aves e répteis) durante o período 

Carbonífero, pelo menos 310 milhões de anos atrás (Mya), e somente foi identificada devido a 

múltiplas cópias altamente conservadas. A conservação observada indica que o domínio central 

destes elementos transponíveis foi exaptado, ou seja, tornou-se um componente funcional do 

genoma de mamíferos (Nishihara  et al. 2006). Os SINEs surgiram muitas vezes na evolução, 

por exemplo, 23 famílias primárias de SINEs apareceram independentemente na evolução dos 

mamíferos placentários e, mais recentemente, foram descritas 51 famílias de SINEs em 

mamíferos (Kramerov e Vassetzky 2011). Segundo Yang et al. (2019), a explosão da atividade 

do SINE-B1 pode ter contribuído para a extinção do LINE-L1 em roedores, por competição ou 

por forte pressão seletiva sobre o genoma das espécies, de forma a controlar a retrotransposição.  

Elementos transponíveis, tais como SINEs, podem ser cooptados no genoma para 

auxiliar em funções, tais como na neuroplasticidade, inativação do cromossomo X, funções 

regulatórias e reparo de quebra de DNA (Morrish et al. 2002; Muotri et al. 2005; Sasaki et al. 

2008; Coufal et al. 2009; Chow et al. 2010; Kunarso et al. 2010). Alguns estudos têm 

demonstrado a relação dos retroelementos SINEs com o genoma de roedores, por exemplo, B1 

em esquilos (Sciuridae), porquinhos-da-índia (Caviidae), hamsters (Cricetidae), camundongos 

e ratos (Muridae); ID e B1 em outros roedores; MEN em esquilos dos 

gêneros Menetes e Callosciurus; B4 composto, contendo B1, em camundongo (Haynes et al. 

1981; Krayev et al. 1982; Dunnen e Schoenmakers 1987; Bains e Temple-Smith 1989; Kim et 

al. 1994; Zietkiewicz e Labuda 1996; Lee et al. 1998; Serdobova e Kramerov 1998). Sasaki et 

al. (2008) verificaram que o retroelemento AmnSINE1 é um intensificador da expressão de 

FGF8 (fator de crescimento de fibroblastos 8) em duas regiões do prosencéfalo de 

camundongos. Churakov et al. (2010) sequenciaram SINE-B1 e forneceram suporte 

significativo para uma associação inicial dos clados, relacionando camundongos e 

Ctenohystrica (porquinhos-da-índia). O camundongo (137.584 cópias no total) e o porquinho-

da-índia (380.365 cópias no total) compartilham cinco subfamílias de SINE relacionadas ao B1 

(pB1D7, pB1D9, B1F, B1F1, B1F2) (Churakov et al. 2010). 

 Desse modo, neste estudo, analisamos a distribuição cromossômica e organização 

genômica de elementos intercalados curtos (SINEs) em espécies de Proechimys.  

 

Material e Métodos 

Neste estudo analisamos o cariótipo de um macho e uma fêmea de cinco espécies e mais 

um citótipo variante de Proechimys (Tabela 1). Os exemplares foram coletados na região 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nishihara%20H%5BAuthor%5D
https://www.researchgate.net/profile/Gennady-Churakov?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoicHVibGljYXRpb24iLCJwcmV2aW91c1BhZ2UiOiJfZGlyZWN0In19
https://www.researchgate.net/profile/Gennady-Churakov?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoicHVibGljYXRpb24iLCJwcmV2aW91c1BhZ2UiOiJfZGlyZWN0In19
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Amazônica, no Brasil, entre 2005 e 2015. As coletas foram autorizadas pelos processos 

02005.000642/03-11 (IBAMA/MMA), 02000.002336/2003-93 (IBAMA/MMA), 

02005.002672/04 (IBAMA/MMA), 37585-5 (SISBIO/MMA), 37592-4 (SISBIO/MMA), 

10985 (SISBIO/MMA) e pelo parecer 002/2013 da Comissão de Ética no Uso de Animais – 

CEUA/INPA. As peles e crânios foram depositados na Coleção de Mamíferos do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). As suspensões celulares e amostras de tecido para 

estudos citogenéticos moleculares estão depositadas no Laboratório de Genética Animal do 

INPA. (Tabela 1). As análises citogenéticas foram realizadas em preparações cromossômicas 

obtidas de células da medula óssea, pelo método “air-drying” de Ford e Harmerton (1956), 

utilizando colchicina na concentração 0,0125%, 1mL para cada 100g de peso animal. 

Tabela 1. Espécies de Proechimys analisadas. 2n=número diploide; NF= número fundamental; 

INPA=Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia. 

Espécies Local de coleta Coordenadas Voucher 2n/NF 

P. guyannensis¹ Ilha Serrinha, UHE Balbina, 

rio Uatumã, AM 

01°52’ S, 59°25’ 

W  

 

INPA-

CEF12 

INPA-

CEF14 

46/50² 

P. guyannensis¹ Monte Dourado, Almeirim, 

Pará 

00°49’ S, 52°39’ 

W 

 

INPA5053 

INPA5054 

38/52³ 

P. gardneri Margem esquerda do rio 

Madeira, Comunidade Bela 

Vista, AM  

05°14’ S, 60°42’ 

W 

 

INPA5383 

INPA5390 

40/54³ 

P. echinothrix Reserva Canutama, rio 

Purus, AM 

06°34’ S, 64°33’ 

W 

 

INPA7319 

INPA7345 

32/58³ 

P. longicaudatus Margem esquerda do rio 

Aripuanã, AM 

06°17’ S, 60°23’ 

W 

 

INPA5414 

INPA5401 

28/46³ 

P. cuvieri Madeireira da REMAM 

(Refinaria Isaac Sabbá), 

Manaus, AM 

Bituba, Monte Dourado, 

Almeirim Pará 

00°70’ S, 52°67’ 

W 

 

01°11’ S, 52°38’ 

W 

INPA-

EE251 

 

INPA5050 

28/46² 

¹Diferentes citótipos para P. guyannensis 2n = 46 e 2n = 38. ²Silva et al. (2012). ³Eler et al. 

(2012). 
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 Os retroelementos SINEs-B1, B4, MAR e THER foram obtidos por reação em cadeia 

da polimerase (PCR). Os seguintes conjuntos de primers foram utilizados (Tabela 2): 

Tabela 02: Primers utilizados na amplificação dos retrotransposons não-LTR-SINEs. 

Identificação Sequência de primers Tamanho final 

das sequências 

SINE-B1¹ B1F 5' -GCCGGGCGTGGTGGCG-3′ 

B1R 5′-TTGGTTTTTCGAGACAGGGTTTCT-3′ 

150 pb 

SINE-B4² B4F 5´-GAGTTCAGATCCCCAGAACC-3´ 

B4R 3´-GGTCTCTCACTGAACCTGGA-5´ 

299 pb 

SINE-MAR³ MarF 5’-GCCTGAAGAAAGCTCATCA-3’ 

MarR 3’-CTGCTTAGCACCTCGCTTA-5’ 

269 pb 

SINE-THER⁴ Ther 5´-GACCTGGAGTCAGGAAGACC-3´ 

Ther 3´-ATCCTCACAACAACCCTGTG-5´ 

263 pb 

 Fonte: ¹Rinehart et al. 2005; ²Vassetzky 2013; ³Kramerov e Vassetzky 2011; ⁴Serdobova 1998. 

 

As reações seguiram um volume total de 25 μL (~100 ng de DNA genômico; Tampão 

1X; 0,5 unidades de Taq DNA Polimerase (Promega); 0,2 mM de cada dNTP – dATP, dCTP, 

dTTP, dGTP; 0,2 μM de cada oligonucleotídeo iniciador (primer); 2,0 mM de cloreto de 

magnésio e água mili-Q para completar o volume), utilizando o ciclo de desnaturação de 3 min 

a 94 °C, 30 ciclos de 1 min 94 °C, 1 min a 55 °C/40 °C/40 °C /55 °C, 1 min e 30 seg a 72 °C; 

com extensão final de 10 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram purificados com o kit Wizard 

SV Gel e sistema de limpeza PCR (Promega), ligados ao vetor de clonagem pGEM-T Easy 

(Promega) e clonadas em células competentes de E. coli XL1 Blue_Top10 (Invitrogem). Os 

plasmídeos recombinantes foram amplificados, utilizando os primers M13 forward 5’-

GTAAAACGACGGCCAG-3’ e M13 reverse 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ (Invitrogen) 

e sequenciados na Plataforma ABI3130 (Myleus Biotechnology). As sequências foram 

submetidas ao banco de dados Repbase para consenso (https://www.girinst.org/censor/). Os 

DNAs plasmidiais sequenciados foram marcados por nick-translation, dUTP-ATTO-550 (Jena 

Bioscience), seguindo as instruções do fabricante, e usados como sondas para hibridização in 

situ fluorescente (FISH) (Pinkel et al. 1986). As lâminas, contendo os cromossomos, foram 

inicialmente tratadas com pepsina. A desnaturação cromossômica foi realizada com formamida 

a 70%. A hibridização foi realizada a 42 °C overnight, com 77% de estringência. As metáfases 

foram contracoradas com DAPI (0,8 ng/μL) em reagente antifading (SlowFade, Invitrogen). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib78
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib57
https://www.girinst.org/censor/
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Resultados 

O mapeamento dos SINEs- B1, B4, MAR e THER demonstrou diferenciação entre os 

cariótipos das cinco espécies de Proechimys (P. guyannensis [2n = 46], P. guyannensis [2n = 

38], P. gardneri [2n = 40], P. echinothrix [2n = 32], P. longicaudatus [2n = 28] e P. cuvieri [2n 

= 28]) (Figuras 1 e 2). 

O consenso B1 (149pb), B4 (148pb), MAR (269pb) e THER (263pb) submetido ao 

banco de dados Repbase (Bao et al. 2015) forneceu sequências de retrotransposons não-LTRs, 

coincidentes com as variantes estrututuais ID-B1_Cpo (Cavia porcellus  (Jurka 2010)), 

B4A_ROD (Mus musculus (Finn et al 2015)), B1_Did (Dryomys nitedula (Kramerov et al 

1999)) e B1_Did (Dryomys nitedula (Kramerov et al 1999)), respectivamente.  

O sinal de SINE-B4 teve uma distribuição mais ampla nos cariótipos de todas as 

espécies, quando comparado com SINE-B1, sendo mais forte em P. echinothrix, P. 

longicaudatus e P. cuvieri. O retroelemento B1 ocorreu de forma mais compartimentalizada. 

Foram observados blocos conspícuos de B4 bem mais evidentes que B1, em quase todos os 

pares cromossômicos das espécies, incluindo os sexuais (Figura 1).  

O sinal de SINE-MAR foi mais evidente, com ampla distribuição nos cariótipos de P. 

guyannensis (2n=38), P. echinothrix e P. cuvieri, menos evidente em P. 

guyannensis (2n=46), bem mais compartimentalizado em P. longicaudatus. Em relação aos 

cromossomos sexuais das espécies de Proechimys foram observados blocos conspícuos deste 

elemento transponível no X, com exceção de P. longicaudatus, e no Y, com exceção de P. 

gardneri e P. echinothrix (Figura 2).  

SINE-THER foi mais evidente em P. echinothrix, com menor distribuição em P. 

guyannensis (2n=46), mais compartimentalizado em P. longicaudatus e mais disperso em P. 

cuvieri. Blocos conspícuos de SINE-THER foram observados nos cromossomos X de todas as 

espécies e apenas no cromossomo Y de P. guyannensis (2n=38) (Figura 2). 

Apesar de dispersos em alguns pares cromossômicos das espécies de Proechimys, os 

SINES B4, MAR e THER tiveram preferências por regiões terminais, assim como B1, 

marcando em regiões centroméricas e/ou pericentroméricas na maioria dos pares 

cromossômicos (Figuras 1 e 2). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/figure/fig1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib76
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib76


86 
 

 

Figura 1: Distribuição dos retroelementos SINEs em Proechimys spp. Hibridização do 

retroelemento B4 em (A) PS1 = P. guyannensis (2n=46); (B) PG = P. gardneri (2n=40); (C) 

PS2 = P. guyannensis (2n=38); (D) PE = P. echinothrix (2n=32); (E) PL = P. longicaudatus 

(2n=28); (F) PC = P. cuvieri (2n=28). Hibridização do retroelemento B1 em: (G) PS1; (H) 

PG; (I) PS2; (J) PE; (K) PL; (L) PC. Barra=10,0 µm. 

 

 



87 
 

 
Figura 2: Distribuição dos retroelementos SINEs em Proechimys spp. Hibridização do 

retroelemento MAR em: (A) PS1 = P. guyannensis (2n=46); (B) PG = P. gardneri (2n=40); 

(C) PS2 = P. guyannensis (2n=38); (D) PE = P. echinothrix (2n=32); (E) PL = P. longicaudatus 

(2n=28); (F) PC = P. cuvieri (2n=28). Hibridização do retroelemento THER em: (G) PS1; (H) 

PG; (I) PS2; (J) PE; (K) PL; (L) PC. Barra=10,0 µm. 

 

Discussão 

O mapeamento físico dos elementos intercalados curtos (SINEs) B1, B4, MAR e THER 

demonstrou um padrão de distribuição variado e abundante no genoma das espécies de 

Proechimys, corroborando alguns estudos que demonstraram uma ampla amplificação do 

SINE-ID no genoma de camundongos (Deininger 1989; Kim et al. 1994; Kass et al. 1996; Ono 

et al. 2001). Veniaminova et al. (2007) demonstraram que diferentes subfamílias de B1 

predominam em diferentes famílias de roedores, como verificado neste estudo. Longo et al. 

(2015) demonstraram que o retroelemento SINE28 ocorre em abundância no genoma de 

mamíferos, sugerindo que o alto nível de conservação destas sequências esteja relacionado a 

uma função de exaptação dentro do genoma. 
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Ao compararmos SINEs-B4 e B1 verificamos uma presença mais explosiva de B4, 

principalmente em P. echinothrix, P. longicaudatus e P. cuvieri, em regiões centroméricas e/ou 

pericentroméricas e terminais, na maioria dos cromossomos (Figura 1). Nesse sentindo, Soares 

et al. (2022) demonstraram que o sinal de SINE-B1 esteve presente nas regiões 

centroméricas/pericentroméricas e terminais, particularmente associado à heterocromatina, em 

Proechimys spp. Este padrão evidencia que os SINEs são direcionados para sítios ricos em 

heterocromatina tais como regiões terminais e centroméricas/pericentroméricas. 

Ono et al. (2001) demostraram que a distribuição dos elementos SINE-ID diferiu no 

genoma de três espécies de roedores. Neste estudo apesar do sinal de SINE-MAR ter sido mais 

explosivo que SINE-THER, suas distribuições nas espécies P. echinothrix, P. 

guyannensis (2n=46) e P. longicaudatus foram equivalentes, sugerindo que durante a explosão 

destes retroelementos, estes foram fixados nestas espécies na mesma região cariotípica no 

mesmo estágio de evolução. Neste sentido, Okada (1991) relata que SINEs são considerados 

marcos temporais da evolução por estarem relacionados com a organização genômica e fixados 

na população, em determinados estágios da evolução. 

A concentração de MAR e THER em regiões terminais foi mais evidente, assim como 

B1 e B4. Esta preferência parece ser um comportamento dos elementos SINEs, além de 

envolver regiões centroméricas e/ou pericentroméricas na maioria dos pares cromossômicos, 

sítios ricos em heterocromatina (Figuras 1 e 2). Este comportamento dos SINEs nestes sítios 

indicam que estes retroelementos podem estar envolvidos em rearranjos durante a 

diversificação cariotípica em Proechimys, refletindo um papel importante na plasticidade 

genômica, como proposto por alguns estudos (Paço et al. 2015; Araújo et al. 2017; Razali 

et al. 2019). Segundo Soares et al. (2022) a diversificação cariotípica em Proechimys pode ter 

ocorrido pela fixação de rearranjos cromossômicos e, quando associada a regiões 

pericentroméricas ou subteloméricas, pode representar um hotspot de quebra cromossômica.  

Em relação aos cromossomos sexuais, blocos conspícuos foram observados na maioria 

das espécies, principalmente dos SINEs-B4 e MAR, acompanhando a organização do sinal nos 

autossomos. Nesse sentido, alguns estudos demonstram, ao analisarem cromossomos sexuais, 

que TEs específicos tendem a acumular em locais específicos, refletindo a funcionalidade 

destes elementos na organização genômica das espécies (Erlandsson et al. 2000; Dong et al. 

2017; Gonçalves et al. 2020). 

A variação dos SINEs no genoma das espécies de Proechimys demonstra que estes 

elementos se distribuem de forma específica nos organismos. Como relatado por Veniaminova 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib53
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8932440/#bib26
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et al. (2007), ao demonstrar que variantes de B1 apresentam variação de sequência no genoma 

de diferentes roedores, sugerindo que a família SINE é específica para organismos de uma ou 

mais famílias ou ordem. A explosão de SINEs no genoma de Proechimys pode ser explicada 

pelo fato destes elementos surgirem de novo muitas vezes na evolução a partir de moléculas 

disponíveis (por exemplo, tRNA), e as modificações epigenéticas parecem não combater a sua 

replicação e mobilidade. Conforme Kramerov e Vassetzky (2011) o grande número de cópias 

genômicas permite variações incomuns ou raras destes retroelementos, como demonstrado 

neste estudo. A integração de novas cópias do SINE pode desestabilizar a expressão genética, 

ou servir como fonte de inovações genômicas e fator de plasticidade do genoma (Makalowski 

2000).  

 

Conclusão 

A explosão de SINEs no genoma de Proechimys, envolvendo regiões centroméricas 

e/ou pericentroméricas e terminais, sugere que estes elementos estão associados à organização 

e evolução cromossômica nesse gênero.  

A distribuição destes SINEs, com predominância em sítios terminais, sugere um 

comportamento similar destes elementos, nestas regiões, podendo estar relacionados à explosão 

destes retroelementos em determinados estágios evolutivos.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Este estudo demonstrou a contribuição dos TEs para diversidade genética em 

Echimyidae, pois o padrão de L1 e de B1 foram semelhantes em regiões cromossômicas 

distintas ao comparar o genoma das espécies deste grupo. 

A presença de L1 e B1, principalmente em blocos associados à herocromatina, em 

regiões subteloméricas, centroméricas e/ou pericentroméricas representam um hospost de 

quebra cromossômica, originando rearranjos cromossômicos, que induziram a evolução 

cariotípica em Echimyidae. 

O dinamismo destes retroelementos, na recombinação entre cromossomos, influenciou 

na plasticidade e remodelamento da cromatina, além de potencializar regiões regulatórias como 

DNAr 18S. 

A história evolutiva dos retroelementos L1 e B1 acompanhou a evolução de 

Echimyidae, pois os clusters formados refletem algumas das relações taxonômicas propostas 

na literatura, inferindo que TEs participam da evolução cariótipica, especiação e diversidade 

deste grupo. 

A explosão de SINEs de forma variada e específica no genoma de Proechimys, 

envolvendo regiões centroméricas e/ou pericentroméricas e terminais, sugere que estes 

elementos estão associados à organização e evolução cromossômica nesse gênero. 

Assim, consideramos que os elementos transponíveis são de fundamental importância 

para a divergência específica entre diferentes organismos, incluindo mamíferos, em virtude de 

seu potencial para gerar variabilidade genética. E que, a caracterização citogenética pode 

fornecer mais um caráter confiável em critérios taxonômicos, visto que a identificação de 

rearranjos cromossômicos pode evidenciar diferenças genômicas entre espécies e assim, 

delinear possíveis relações entre grupos. 
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APÊNDICES 

 

CAPÍTULO 1 

 

Apêndice 1: Matriz de dados para LINE-L1. Número de caracteres: 19; Número de 

caracteres informativos: 19. 
PS1 = P. guyannensis (2n=46), PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix 

(2n=32), PL = P. longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st= 

subtelocêntrico, a = acrocêntrico. 

 

 

 

 

 

 

  Caracteres PS1 PG PS2 PE PL PC 

1 Assoc. 1m/10a+18m+15a+4a 1 0 1 0 0 1 

2 

Assoc. 7a+9a+14a/12m+6sm+18a+14a+16a 

/11a+10a+5a+16a /8m+10m+4sm /1m/ 

11m+10a+6sm+12m 

1 1 1 1 1 1 

3 Assoc. 1m/3m / 6st+5sm/9a+10m+6m/5m 1 0 1 1 1 1 

4 Assoc. 3a/12m+3st/1st/7m+3a 1 1 1 1 0 1 

5 Assoc. 17a+12m+13m/11m+ 12m+3a/2st 1 0 0 0 1 1 

6 Assoc. 2a/5m+8m+10a /14a+7a+12m 1 1 1 0 0 0 

7 Assoc. 20a+16a/11a+2a/2sm/2st/9sm+8a 1 1 0 1 1 1 

8 Assoc. 19a+6a/2st /1sm/5m 1 0 1 1 1 1 

9 Assoc. 8a/3st 1 0 1 0 0 0 

1

0 Assoc. 5a/4sm/4m 1 0 0 0 1 1 

1

1 Assoc. 4m/8sm 0 1 0 0 1 0 

1

2 Assoc. 7a/4sm/7a 0 1 1 1 0 0 

1

3 Assoc. 21a/9m/11m/7m/17a 1 0 1 1 1 1 

1

4 Assoc. 11sm/15m/13a/9m 1 1 1 1 0 0 

1

5 Assoc. 17a/14m+15m 0 0 1 1 0 0 

1

6 Assoc. 22a/13m 1 1 0 0 0 0 

1

7 Assoc. 21a/15a 1 0 1 0 0 0 

1

8 Assoc. 19a/18m/13a 0 1 1 0 1 0 

1

9 Assoc. 13m/13m 0 0 0 1 0 1 
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Apêndice 2:  

 

Matriz de dados para SINE-B1. Número de caracteres: 27; Número de caracteres 

informativos: 27. 
PS1 = P. guyannensis (2n=46), PG = P. gardneri (2n=40), PS2 = P. guyannensis (2n=38), PE = P. echinothrix 

(2n=32), PL = P. longicaudatus (2n=28), PC = P. cuvieri (2n=28), m = metacêntrico, sm = submetacêntrico, st= 

subtelocêntrico, a = acrocêntrico. 

 

 

 

 
 

 

 

 

  Caracteres PS1 PG PS2 PE PL PC 

1 Assoc. 1m/1m 0 0 0 0 1 1 

2 Assoc. 2a/5m/3st/2st/2st 1 1 1 0 1 1 

3 Assoc. 21a+6a+10a/1st/32m/3a 1 0 1 1 1 0 

4 Assoc. 1a/3m/2st 1 1 1 0 0 0 

5 Assoc. 1a/1sm 0 0 1 1 0 0 

6 Assoc. 3a/13a+14a/7m+13a/3ª 1 1 0 0 1 1 

7 Assoc. 4a/2ª 1 1 0 0 0 0 

8 Assoc. 18a+15m/4sm/4m 0 1 0 0 1 1 

9 Assoc. 7a/6sm/3st/13m+10a+8a 1 1 0 1 0 1 

10 Assoc. 15a+19a/ 11a+19a/11m+9m/5m/5m 1 1 1 0 1 1 

11 Assoc. 4sm/12a+4sm 0 1 1 0 0 0 

12 Assoc. 20a+17a/10a/17a+10a/ 4sm/6m 1 1 1 1 1 0 

13 Assoc. 7a/5sm 0 1 0 1 0 0 

14 

Assoc. 

13m+12m/8m/14a+8m/6st/10m+8m/12m+7

m 1 1 1 1 1 1 

15 Assoc. 9a+9m 0 1 0 1 0 0 

16 Assoc. 15a/5a/9ª 1 0 1 0 1 0 

17 Assoc.11sm/10m 1 0 0 0 1 0 

18 Assoc. 12m/7m/8m 0 1 1 1 0 0 

19 Assoc. 14a/17a/6sm 1 1 0 0 0 1 

20 Assoc. 8a/11ª 1 0 1 0 0 0 

21 Assoc. 18a/6a/7ª 1 0 1 1 0 0 

22 Assoc. 16a/12a/12m/11m 1 0 1 0 0 0 

23 Assoc.18m/11m 0 0 1 1 0 0 

24 Assoc. 16a/13m/12m 0 1 1 0 1 0 

25 Assoc. 9a/15a/15m/11m 1 0 1 1 1 0 

26 Assoc. 13m/9sm 0 0 0 1 0 1 

27 Assoc. 22a/16a/14m 1 0 1 0 1 0 
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Apêndice 3: Cariótipo das cinco espécies de Proechimys, macho e fêmea, incluindo dois 

citótipos de P. guyannensis. Hibridização in situ fluorescente do retroelemento LINE-L1. 
 

 

Hibridização do retroelemento L1 em (A) PS1, P. guyannensis (2n = 46); (B) PG, P. gardneri (2n = 40); (C) 

PS2, P. guyannensis (2n = 38); (D) PE, P. echinothrix (2n = 32); (E) PL, P. longicaudatus (2n = 28); (F) PC, P. 

cuvieri (2n = 28).  Barra=10.0 µm. 
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Apêndice 4: Cariótipo das cinco espécies de Proechimys, macho e fêmea, incluindo dois 

citótipos de P. guyannensis. Hibridização in situ fluorescente do retroelemento SINE-B1. 

 

 
Hibridização do retroelemento SINE-B1 em: (A) PS1, P. guyannensis (2n = 46); (B) PG, P. 

gardneri (2n = 40); (C) PS2, P. guyannensis (2n = 38); (D) PE, P. echinothrix (2n = 32); € PL, P. 

longicaudatus (2n = 28); (F) PC, P. cuvieri (2n = 28).  Barra=10.0 µm. 
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CAPÍTULO 2  

Apêndice 5: Índice de similaridade Tamura-Kumar nas comparações entre espécies. 

D. dactylinus (2n=94), M. didelphoides (2n=72), M. hispidus (2n=60), T. paratus (2n=58), P. 

guyannensis (2n=46), T. apereoides (2n=28), I. pagurus (2n=22). 

  

 

D. 

dactylinus 

I. 

pagurus 

M. 

didelphoides 

M. 

hispidus 

P. 

guyannensys 

T. 

apereoides 

T. 

paratus 

D. dactylinus 1       

I. pagurus 1,585 1      

M. 

didelphoides 0,476 1,346 1     

M. hispidus 0,968 0,708 0,498 1    

P. 

guyannensys 0,684 1,249 0,361 0,589 1   

T. 

apereoides 0,815 1,062 0,192 0,711 0,384 1  

T. paratus 0,735 1,179 0,382 0,426 0,320 0,569 1 



118 
 

Apêndice 6: Cariótipo das espécies da família Echimyidae. Hibridização in situ 

fluorescente do retroelemento LINE-L1 

 

 
 

Hibridização do retroelemento L1 em: (A) D. dactylinus (2n=94), (B) M. didelphoides (2n=72), (C) M. 

hispidus (2n=60), (D) T. paratus (2n=58), (E) P. guyannensis (2n=46), (F) T. apereoides (2n=28), (G) 

I. pagurus (2n=22). Barra=10.0 µm.  
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Apêndice 7: Cariótipo das espécies da família Echimyidae. Hibridização in situ 

fluorescente do retroelemento SINE-B1. 

 

 
Hibridização do retroelemento B1 em: (A) D. dactylinus (2n=94); (B) M. didelphoides (2n=72); (C) M. 

hispidus (2n=60); (D) T. paratus (2n=58); € (E) P. guyannensis (2n=46); (F) T. apereoides (2n=28); (G) 

I. pagurus (2n=22). Barra=10.0 µm.  


