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Por isso,  

cante, 

 ria, 

dance, 

chore 

e viva  

INTENSAMENTE 

cada momento da sua vida” 
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RESUMO 

A identificação sexual de indivíduos é extremamente importante para planos de conservação 
de espécies ameaçadas, pois em muitas espécies, machos e fêmeas apresentam diferenças 
quanto ao uso de hábitat, estratégias comportamentais e sucesso reprodutivo. A diferença de 
comportamento entre machos e fêmeas em antas (Tapirus terrestris) ainda é pouco conhecida, 
mas estudos vem mostrando que esses animais podem apresentar diferentes comportamentos 
quanto à dispersão, uso de áreas e marcação de territórios por latrina. Antas compreendem 
animais de um antigo gênero de perissodáctilos, gênero Tapirus. Mesmo sendo a espécie deste 
gênero que possui a maior distribuição, que se estende por toda a América do sul cis-andina, 
as populações de T. terrestris vêm sendo reduzidas devido à destruição de seu habitat e à caça 
ilegal, sendo considerada, atualmente, uma espécie vulnerável segundo a IUCN. As antas 
desempenham um importante papel como dispersores de sementes, especialmente porque 
podem dispersar sementes maiores, em grande quantidade e a longas distâncias. Participam 
desse modo, da estrutura, manutenção e regeneração das florestas, sendo assim, seu declínio 
pode significar uma grande ameaça às espécies vegetais que produzem grandes frutos. Diante 
da dificuldade de realização de estudos por meio de técnicas tradicionais, análises genéticas 
não invasivas por meio de marcadores moleculares têm sido amplamente empregadas, 
utilizando-se amostras de DNA provenientes de fezes, urina e pêlo como fonte de DNA. A 
implementação de técnicas de obtenção de DNA a partir de amostras não-invasivas e o 
desenvolvimento de marcadores de DNA para identificação individual (microssatélites), tem 
possibilitado a geração de dados para estudos de censo populacional, os quais podem ser 
utilizados no desenvolvimento de planos de conservação de espécies. Uma forma de 
complementar os resultados obtidos de identificação individual a partir de amostras não-
invasivas seria a identificação do sexo. Neste contexto, este trabalho tem por objetivo testar 
marcadores moleculares para a identificação sexual das antas. Serão utilizados marcadores já 
disponíveis na literatura desenvolvidos para grupos taxonômicos próximos ao grupo das 
antas. Foram testados pares de primers que amplificam porções do gene da amelogenina que 
estão presentes nos cromossomos X e Y com diferentes tamanhos, sendo possível a 
identificação do sexo em gel de agarose. Tal diferença de tamanho se deve à uma deleção 
variando em torno de 60 pb neste gene observada somente no cromossomo Y. Os pares de 
marcadores moleculares testados não apresentaram sucesso nos testes realizados. Com uma 
análise da similaridade das sequências do gene da amelogenina das espécies consideradas 
neste estudo, dois fatores estiveram envolvidos no insucesso dos marcadores testados: a 
ausência da deleção esperada no cromossomo Y e à baixa eficiência de anelamento dos 
primers heterólogos testados para T. terrestris. A partir disso, se fez necessário o 
desenvolvimento de primers específicos para a identificação do sexo de T. terrestris, uma vez 
que estes não se encontram disponíveis. Com a identificação dos sexos das antas, será 
possível observar diferenças que possam existir entre os sexos, quanto à dispersão diferencial, 
uso de áreas ou marcação de territórios por latrina. 
 
 
Palavras-chave: Tapirus terrestris, marcadores sexuais, amelogenina, identificação sexual. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A identificação sexual de indivíduos é extremamente importante para planos de 

conservação de espécies ameaçadas, pois em muitas espécies, machos e fêmeas apresentam 

diferenças quanto ao uso de hábitat, estratégias comportamentais e sucesso reprodutivo.   

Sendo assim, estudos que identifiquem o sexo dos indivíduos são utilizados em muitos 

métodos de monitoramento (MCGREGOR & PEAKE, 1998). Além disso, a identificação 

individual dos sexos oferece um conhecimento detalhado da vida de cada indivíduo que 

poderá ser usado em medidas preventivas de conservação (MCGREGOR & PEAKE, 1998).  

A territorialidade é um tipo de comportamento muito evidenciando em mamíferos, e 

geralmente se apresenta de forma diferente entre machos e fêmeas. A função de 

territorialidade em fêmeas de algumas espécies de mamíferos pode ser aplicada na defesa de 

filhotes, depositando-os em tocas ou locais protegidos. No entanto, em espécies que não 

apresentam filhotes com desenvolvimento altricial (que necessitam de cuidado parental logo 

após o nascimento), esse padrão de territorialidade por parte das fêmeas, não é observado 

(WOLFF & PETERSON, 1998).  

Em machos de espécies de ungulados, padrões de territorialidade podem ser 

observados em situações em que seja necessário, manter as fêmeas em seu rebanho ou quando 

ocorre o estabelecimento de um sistema de marcação de limites do território (marcando o 

centro e/ou o entorno) por meio de urina, fezes ou secreções de glândulas da pele 

(WALTHER et al., 1983).  

Entre os ungulados pouco conhecidos, está a anta, Tapirus terrestris, que é uma 

espécie de comportamento solitário. T. terrestris não apresenta padrão de territorialidade por 

parte das fêmeas, quando considera-se o desenvolvimento precocial dos filhotes. Entretanto a 

diferença de comportamento entre machos e fêmeas ainda é pouco conhecida, mas estudos 

vem mostrando que esses animais podem apresentar diferentes comportamentos quanto à 

dispersão, uso de áreas e marcação de territórios por latrina (A. SANCHES et al., dados não 

publicados). 

Antas compreendem animais de um antigo gênero de perissodáctilos, Tapirus, que já 

foi tanto abundante quanto diversificado por todo o globo (EMMONS & FEER, 1997).  São 

mamíferos ungulados, agrupados com os cavalos (Subordem Hippomorpha) e rinocerontes 
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(Subordem Ceratomorpha) (PITRA & VEITS, 2000). Estes mega-mamíferos têm uma baixa 

taxa reprodutiva visto que apresentam um longo período de gestação (13 meses) e também o 

nascimento de apenas um filhote por gestação (SEKIAMA et al., 2006). 

 Existem quatro espécies sobreviventes de antas, sendo que T. bairdii, T. terrestris e T. 

pinchaque são encontradas nos Neotrópicos das Américas Central e do Sul e T. indicus 

habitando regiões na floresta tropical do Sudoeste da Ásia (BROOKS et al., 1997). 

Historicamente as antas já constituíram uma importante fonte de alimento para os indígenas e 

para o povo rural da América Central (NARANJO & CRUZ, 1998; FLESHER, 1999). 

 

 
Figura 1. Tapirus terrestris; Pantanal (Foto: Mauro Galetti). 

 

Destas espécies, a anta da planície, T. terrestris, um dos maiores mamíferos terrestres 

neotropicais (EMMONS & FEER, 1997), é a que possui a maior distribuição, ocorrendo por 

toda a América do Sul cis-andina até o Norte da Argentina (BODMER & BROOKS, 1997) 

(Figura 2). Porém, suas populações vêm sendo reduzidas como resultado da destruição de seu 

habitat e da caça ilegal (CULLEN et al., 2000; PERES, 2000; SANCHES et al., in press). A 

situação se torna ainda mais agravante quando se considera aspectos relacionados com a 

biologia desses animais, como a baixa taxa reprodutiva e a dependência de grandes áreas de 

vida (PADILLA & DOWLER, 1994; BODMER & BROOKS, 1997). Atualmente, a anta é 

considerada como uma espécie globalmente vulnerável pela IUCN. Suas populações vêm 

sofrendo reduções a uma taxa maior que 30% nas últimas três gerações (33 anos), a qual tende 

a continuar durante as próximas três gerações. 
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Figura 2: Mapa da distribuição da anta (T. terrestris) (retirado de IUCN - 

www.iucnredlist.org). 
 

 

T. terrestris tem sua dieta consistindo basicamente de folhas, caules tenros, brotos, 

pequenos ramos, plantas aquáticas, cascas de árvores, organismos aquáticos e frutos caídos 

(FRAGOSO, 1994; EMMONS & FEER, 1997). Esses mega-mamíferos desempenham um 
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importante papel como dispersores de sementes, especialmente porque podem dispersar 

sementes maiores, em grande quantidade e a longas distâncias (FRAGOSO & HUFFMAN, 

2000; GALETTI et al., 2001). Desse modo, participam da estrutura, manutenção e 

regeneração das florestas. Como conseqüência, o declínio de suas populações pode significar 

uma grande ameaça às espécies vegetais que produzem grandes frutos já que sua capacidade 

em dispersá-las a grandes distâncias parece ser única entre os frugívoros neotropicais 

(CHAPMAN & ONDERDONK, 1998; PIZO, 2004). 

Geralmente, esforços aplicados na conservação são realizados quando determinada 

espécie já está sofrendo algum tipo de ameaça. Portanto, estudos visando à conservação 

dessas espécies necessitam que a análise seja eficiente (ou seja, num período curto de tempo), 

apresente custos reduzidos e, ao mesmo tempo, apresentem resultados precisos e relevantes 

(MCGREGOR & PEAKE, 1998). 

Atualmente, as análises populacionais relacionadas a estudos de conservação, quando 

se tratando de estimar o tamanho populacional, são realizadas através de transectos, 

quadrantes e pontos fixos. Quando a análise necessita da identificação de indivíduos da 

espécie ou da população em estudo, as técnicas normalmente aplicadas requerem a captura do 

animal, o que pode muitas vezes ocasionar em danos para o próprio aumentando seu risco por 

predadores, patógenos, parasitas, etc. (MCGREGOR & PEAKE, 1998). 

As antas dificilmente são estudadas via técnicas tradicionais de campo e muito pouco 

é conhecido sobre sua estrutura social, sistema de acasalamento ou estrutura populacional, 

dificultando a determinação das prioridades para a conservação dessas espécies (NORTON & 

ASHLEY, 2004). Uma forma de contornar este impasse é a utilização das análises genéticas 

não-invasivas por meio de marcadores moleculares, que utilizam fezes, urina e pêlos para 

obtenção de amostras de DNA (MORIN & WOODRUFF, 1996; KOHN & WAYNE, 1997). 

Análises genéticas não-invasivas são importantes para estudos com espécies raras, sensíveis 

ou em risco de extinção (HEDMARK, 2004). A implementação de técnicas de obtenção de 

DNA por este método e o desenvolvimento de marcadores de DNA para identificação 

individual (microssatélites), tem possibilitado abordagens alternativas para o censo da 

população e também tem sido implementada em planos de conservação de espécies (e.g. 

ERNEST et al., 2000; LUCCHINI et al., 2002; HEDMARK, 2004).   

Marcadores microssatélites são extensivamente utilizados em estudos populacionais e 

na identificação individual quando utilizados na análise genética não-invasiva. Existiam 

somente dois loci polimórficos isolados para T. bairdii e quatro para T. terrestris (NORTON 

& ASHLEY, 2004). Esses loci apresentavam um reduzido nível de polimorfismo (3 a 7 
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alelos) e foram utilizados somente na análise genética de T. bairdii. Os autores ressaltaram a 

necessidade de aumentar o tamanho amostral e o número de loci, mas ainda assim 

encontraram uma moderada diferenciação entre populações da Costa Rica e Panamá. Este 

resultado foi considerado um indicativo de um padrão histórico de fluxo gênico reduzido entre 

ambas as populações, mas que atualmente, com a destruição do habitat, este fluxo pode estar 

completamente impedido. Desta forma, foi recomendado pelos autores o restabelecimento da 

conectividade entre essas populações por meio da criação de um Corredor Biológico 

Mesoamericano. 

Uma população de T. terrestris do Pontal do Paranapanema foi objeto de um estudo 

genético com a utilização de microssatélites heterólogos (isolados para outra espécie) e um 

específico (SILVA, 2007). Mesmo com o pequeno tamanho amostral estudado, o autor 

encontrou uma significativa estruturação genética para as populações analisadas, ressaltando 

que o curto período (número de gerações) poderia significar que alguns padrões de 

estruturação genética estão ainda em transição, podendo ser reflexo de graus de conectividade 

e fragmentação do passado.  

Recentemente, microssatélites foram prospectados para a anta da planície (SANCHES 

et al., 2009) os quais estão sendo utilizados em um estudo genético populacional (A. 

SANCHES et al., dados não publicados). Com este estudo que utiliza amostras fecais como 

fonte de DNA, pretende-se estimar o tamanho das populações e verificar o padrão de 

movimentação dos animais através da área de estudo. No entanto, além da identificação 

individual das antas por meio dos microssatélites, a identificação do sexo dos indivíduos por 

meio de marcadores moleculares ligados a cromossomos X e Y seria mais uma ferramenta 

importante para estudos populacionais. Com a identificação do sexo das antas, é possível 

verificar diferenças que possam existir entre os sexos, quanto à dispersão diferencial, uso de 

áreas e formação de latrinas. A identificação do sexo torna possível avaliar o PVA 

(Population Viability Analysis) em estudos de populações de Tapirus. Este compreende um 

conjunto de modelos e abordagens analíticas para avaliar o risco de extinção de uma espécie 

levando em consideração sua história de vida, demografia e aspectos genéticos que, quando 

integrados com a variabilidade ambiental, projetam o curso de populações futuras 

(BEISSINGER & MCCULLOUGH, 2002). 
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A utilização de marcadores moleculares no diagnóstico sexual das espécies 

 

 

A determinação do sexo por análise genética torna-se uma ferramenta essencial 

quando se tem apenas amostras de tecidos da espécie em estudo ou quando os caracteres 

sexuais secundários não estão presentes ou são difíceis de serem observados (GRIFFITHS & 

TIWARI, 1993; GRIFFITHS et al. 1998).  A utilização de métodos de sexagem molecular  

tem sido largamente utilizados em estudos com amostragem não-invasiva, através do DNA 

das fezes dos animais em estudo (YAMAUCHI et al., 2000). Algumas técnicas podem ser 

utilizadas para identificar a presença do cromossomo X ou Y, utilizando dois grupos de 

primers (um para a seqüência do cromossomo X e outro para a seqüência do cromossomo Y), 

apenas um único par de primers (podendo diferir em amplificar comprimentos idênticos ou 

diferentes dos homólogos X e Y) e também amplificando um marcador específico no 

cromossomo Y (BRINKMAN, 2008). 

A presença ou ausência do cromossomo Y tem sido utilizada para identificação sexual, 

sendo que muitos dos métodos utilizados nesse processo estão baseados na presença de genes 

específicos do cromossomo Y. Na síndrome de reversão de sexo em éguas, no tipo mais 

comum, estas apresentam cariótipo do tipo 64-XY e falta do gene SRY, que pode ser causada 

pela transferência deste gene do cromossomo Y para o cromossomo X devido a uma 

permutação anormal na meiose. Dessa forma, em análises moleculares fica evidenciada a 

presença dos loci que representam o cromossomo Y (ZFY, AMEL-Y e STS-Y) e também dos 

loci que representam o cromossomo X (ZFX, AMEL-X e STS-X). Foi observada a ausência 

do gene SRY, apontada como a única diferença que poderia distinguir um cavalo macho 

normal. Dessa forma, a presença de um gene presente tanto no cromossomo X como no 

cromossomo Y torna-se uma grande vantagem na identificação do sexo (BUGNO et al., 

2003).  

O gene amelogenina (AMEL) codifica uma proteína responsável pelo 

desenvolvimento da matriz do esmalte do dente em mamíferos (LAGERSTROM et al., 1990; 

TERMIM et al., 1980) e vem sendo conservado entre os vertebrados durante o processo 

evolutivo (LYNGSTADAAS et al., 1990). Este gene pode ser encontrado nos cromossomos 

sexuais X e Y, sendo que em cavalos é 24 bases mais curto no cromossomo Y (AMEL-Y) que 

no cromossomo X (AMEL-X) (FUKUSHIMA, 1999), e essas diferenças no tamanho podem 

ser empregadas na determinação de sexagem embriológica, diagnósticos pré-natais e casos 

forenses (GRZYBOWSKI, 2006). Em campos como filogenética molecular (DELGADO et 
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al., 2005) e análises de investigação biológica que buscam a determinação do sexo tanto em 

humanos como em animais, AMEL tem sido extensivamente usado como modelo 

(SULLIVAN et al., 1993).  

Hasegawa et al. (2000) propõe que a análise de ambos genes SRY e AMEL-Y 

providenciam um diagnóstico preciso e rápido de fêmeas-XY confirmando a existência do 

cromossomo Y e a falta do gene SRY. Os genes zinc finger (ZF), são outro exemplo de genes 

presentes em ambos os cromossomos X e Y, que vem sendo estudados em métodos de 

identificação sexual (PEPPIN et al., 2009; AASEN & MEDRANO, 1990; BÉRUBÉ & 

PALSBOLL, 1996; GARCÍA et al., 1997, FERNANDO & MELNICK, 2001; LUCCHINI, 

2002). Os fragmentos amplificados relativamente grandes (868-1278 bp) podem não ser 

apropriados em amostras com DNA degradado (SHAW et al., 2003). Da modificação dos 

primers descritos por Shaw et al. (2003), Ball et al. (2007) desenvolveram a amplificação de 

fragmentos do cromossomo X e Y com respectivamente 220 e 200 bp. Essa diferença no 

comprimento de Zfx e Zfy, segundo Lindsay e Belant (2007) mostra promessas na 

identificação sexual por meio destes genes. 

Entretanto, como não existem relatos sobre a utilização de marcadores moleculares na 

identificação sexual de T. terrestris, este projeto propõe testar e padronizar alguns dos 

marcadores existentes para espécies próximas. Optou-se por utilizar o gene da amelogenina, 

dada a necessidade de um único par de primers para a amplificação dos segmentos de 

diferentes tamanhos nos cromossomos X e Y. Com isso, além da identificação individual que 

vem sendo realizada utilizando amostras fecais de antas coletadas em campo, será possível a 

identificação do sexo do animal que depositou as fezes. Portanto, tais marcadores serão muito 

importantes para os estudos populacionais de T. terrestris, possibilitando obter valores 

relacionados ao PVA (Population Viability Analysis) e podendo ainda ser utilizados em outras 

espécies de antas.  
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2. OBJETIVO 

 

 

Este trabalho teve por objetivo padronizar um método para a identificação sexual da 

anta (Tapirus terrestris), por meio de análises genéticas utilizando marcadores moleculares 

presentes nos cromossomos sexuais X e Y, disponibilizando uma ferramenta potencialmente 

útil para estudos populacionais com métodos não-invasivos.  
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3. METODOLOGIA 

 

 

Para a padronização dos marcadores foram utilizadas amostras de DNA de boa 

qualidade, ou seja, que não fossem degradadas. Para tanto, foram utilizadas amostras 

sanguíneas de anta previamente coletadas, com as devidas autorizações, em estudos 

desenvolvidos por pesquisadores do Parque Nacional de Emas, sob responsabilidade do Dr. 

Leandro Silveira. Como os animais foram capturados para a coleta sanguínea, o sexo dos 

indivíduos já foi identificado (Tabela 1). 

Tabela 1: Amostras sanguíneas de dez indivíduos de Tapirus terrestris do Parque Nacional de Emas, 
Goiás, Brasil. 

Identificação do Indivíduo Sexo 
300 Macho 
301 Fêmea 
302 Macho 
303 Fêmea 
304 Macho 
305 Fêmea 
306 Fêmea 
307 Macho 
308 Macho 
309 Fêmea 

 

 

3.1.  Extração de DNA de amostras sanguíneas 

 

 

Para as extrações de DNA das amostras sanguíneas de antas, foi utilizado o protocolo 

proposto por Lahiri e Nurnberger (1991), com algumas modificações:  

1) Colocou-se 25 �L de sangue em tubo de 1,5 mL contendo 150 �L de EDTA (0,5 M). 

2) Misturou-se vigorosamente por 30 a 40 segundos. 

3) Centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm para separação das células e do plasma. 

4) Retirou-se o sobrenadante com cuidado para não retirar o pellet, e adicionou-se 500 �L de 

TTKM 1 para lise das hemácias. Misturou-se vigorosamente. 
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5) Centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm e descartou-se o sobrenadante. 

6) Lavou-se o precipitado em 500 �L de TTKM 1 e centrifugou-se por 2 minutos. 

7) O sobrenadante foi descartado e lavado em 500 �L de TKM 1. Centrifugou-se por 2 

minutos. 

8) Descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 200 �L de TKM 2, 20 �L de SDS 10% e 

ressuspendeu-se até dissolver por completo, misturando vigorosamente por 3 minutos. 

9) Incubou-se a 65° C por 15 minutos. 

10)  Adicionou-se 50 �L de NaCl 5M e misturou-se vigorosamente por 3 minutos. 

11)  Centrifugou-se a 13.000 rpm por 10 minutos, recuperou-se o sobrenadante passando para 

um novo tubo. 

12)  Adicionou-se 600 �L de etanol (100%) gelado. Inverteu-se o tubo (mexer) para que o 

DNA precipitasse. Centrifugou-se por 10 minutos a 13.000 rpm. 

13)  Descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 500 �L de etanol (70%) gelado e centrifugou-

se por 2 minutos. 

14)  Descartou-se o sobrenadante com cuidado e inverteu-se o tubo sobre um papel absorvente 

até que secasse totalmente. 

15)  Ressuspendeu-se em 50 �L de TE. 

� Soluções: 

- TTKM 1: Tris-HCl 10 mM pH 7,6; MgCl2 10 mM; EDTA 2 mM; Triton X -100 0,25%. 

- TKM 1: Tris-HCl 10 mM pH 7,6; MgCl2 10 mM; EDTA 2 mM. 

- TKM 2: Tris-HCl 10 mM pH 7,6; MgCl2 10 mM; EDTA 2 mM; NaCl 100mM. 

- TE: Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM pH 8 
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3.2. Testes e padronização dos marcadores para identificação sexual 

 

 

Para a identificação do sexo foi utilizado como marcador o gene da amelogenina que 

está presente nos cromossomos X e Y de mamíferos, com tamanhos diferenciados já que no 

cromossomo Y esse gene apresenta uma deleção. Anteriormente ao desenvolvimento deste 

projeto, um par de primers desenvolvido para cavalos havia sido testado pela Dra. Alexandra 

Sanches. Como não foi obtida amplificação para nenhuma das amostras, foi dado início ao 

teste com outros marcadores disponíveis na literatura. Dois pares de primers foram testados 

para a amplificação do gene: 

- par SE47 (5’-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3’) e SE48 (5’-

CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC-3’), desenvolvido para bovinos que amplifica um 

fragmento de 280 pb em fêmeas e em machos um de 280 pb e outro 217 pb (ENNIS & 

GALLAGHER, 1994). 

- par KY1 (5’-GCCCAGCAGCCCTTCCAG-3’) e KY2 (5’-

TGGCCAAGCTTCCAGAGGCA-3’), desenvolvido para uma espécie de cervídeo da Ásia 

(Cervus nippon) que amplifica uma sequência parcial do gene amelogenina, sendo que nas 

fêmeas um fragmento de 219 pb é amplificado e nos machos um de 219 pb e outro de 165 pb 

(YAMAUCHI et al., 2000).  

Esses marcadores foram selecionados, pois de acordo com a literatura, este gene se 

mantém conservado entre diferentes espécies (LYNGSTADAAS et al., 1990) e, além disso, 

amplificam fragmentos curtos entre 165-280 pb, o que os torna ideais para análises de DNA 

provenientes de amostras não-invasivas. 

Foram adotados marcadores que estão presentes em ambos os cromossomos sexuais, 

os quais são amplificados com um único par de primers, minimizando a possibilidade de erros 

de identificação. As PCRs foram inicialmente realizadas conforme descrito pelos respectivos 

autores, e conforme a necessidade algumas variações foram testadas, como as concentrações 

de DNA e MgCl2, além das temperaturas de anelamento. 
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Experimento 1 

 

 

No primeiro teste, a PCR foi realizada com quatro amostras de T. terrestris (dois 

machos, duas fêmeas), onde cada reação conteve em um volume final de 10 µL, 50 ng de 

DNA, 1x de tampão da PCR 10 x, 2 mM MgCl2, 2,5 mM de dNTP, 10 pmol de cada um dos 

primers (KY1 e KY2) e 1 U de Taq DNA polimerase. O ciclo foi iniciado com uma 

desnaturação a 95° C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 94° C por 1 min, 58° C por 1 

min, 72° C por 1 min, e uma extensão final de 15 minutos a 72° C.  

 

 

Experimento 2 

 

 

Neste experimento, foi realizada uma PCR de gradiente de temperatura de anelamento 

para identificar aquela que produzisse uma amplificação consistente. Para tanto, foram 

utilizados cerca de 50 ng de DNA de dois indivíduos (um macho e um fêmea), 10 pmol de 

cada um dos primers (KY1 e KY2), 0.4 µg de BSA, 0.5 mM de MgCl2 adicional e 12.5 µl de 

GoTaq Green Master Mix (Promega) em um volume final de 25 µl. Foi utilizado o mesmo 

ciclo do experimento acima, onde foram testadas as temperaturas de anelamento de 52°C, 

54°C, 56°C, 58°C, 60°C e 62° C. Este experimento foi repetido por cerca de onze vezes, com 

variações nas temperaturas de anelamento dos primers. 

 

 

Experimento 3 

 

 

Neste terceiro experimento, foi realizada uma PCR de gradiente de temperatura de 

anelamento, utilizando os primers SE47 e SE48. Foram utilizados cerca de 50 ng de DNA de 

três indivíduos (dois machos e uma fêmea), 10 pmol de cada um dos primers (SE47 e SE48), 

0.4 µg de BSA, 0.5 mM de MgCl2 adicional e 12.5 µl de GoTaq Green Master Mix 

(Promega) em um volume final de 25 µl. Foi utilizado o mesmo ciclo dos outros 

experimentos acima, onde foram testadas as temperaturas de anelamento de 52°C, 54°C, 56°C 
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e 58°C. Este experimento foi repetido por mais duas vezes com variações nas temperaturas de 

anelamento dos primers. 

 

 

Experimento 4 

 

 

Neste experimento, foi realizada novamente uma PCR de gradiente de temperatura de 

anelamento para identificar aquela que produzisse uma amplificação consistente. Foram 

utilizados cerca de 50 ng de DNA de três indivíduos (dois machos e uma fêmea), 10 pmol de 

cada um dos primers (KY1 e KY2), 0.4 µg de BSA, 0.5 mM de MgCl2 adicional e 12.5 µl de 

GoTaq Green Master Mix (Promega) em um volume final de 25 µl. Foi utilizado o mesmo 

ciclo dos outros experimentos acima, onde foram testadas as temperaturas de anelamento de 

50°C, 52°C, 54°C, 56°C. 

 

 

3.3. Purificação do produto de PCR para Sequenciamento 

 

  

A fim de obter amplificações mais consistentes e padrões que fossem repetitivos e 

confiáveis, foi realizada a purificação da banda de tamanho esperado, produto da PCR do 

experimento 4, e posterior seqüenciamento para o desenho de primers específicos para T. 

terrestris.  Para a purificação foi utilizado o kit “Kit Wizard SV gel and PCR clean up 

systems” (PROMEGA) seguindo as recomendações do fabricante. 

Após a purificação, o produto de PCR foi enviado para o Centro de Estudos do 

Genoma Humano – USP para seqüenciamento dos fragmentos obtidos.  
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3.4. Sequenciamento 

 

 

Foram realizadas oito reações de seqüenciamento, quatro fragmentos de fêmeas e 

quatro fragmentos de machos (banda menor do Experimento 4).  

Os fragmentos de interesse foram seqüenciados com a utilização do BigDye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (código 4337456) em um seqüenciador automático ABI 

3730 DNA Analyser pertencente ao Centro de Estudos do Genoma Humano – USP sob 

coordenação da Profa. Dra. Mayana Zatz e da Profa. Dra. Maria Rita Passos Bueno. 

 

 

3.5. Alinhamento das sequências do gene da amelogenina  

 

 

As sequências do gene da amelogenina obtidas para T. terrestris no presente estudo 

foram submetidas ao MEGABLAST, como forma de obter sequências nucleotídicas mais 

similares depositadas no NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information). As 

sequências mais similares à sequência obtida foram adquiridas por download do banco de 

dados do GenBank. O programa MEGA Version 3.1 (KUMAR et al., 2004) permitiu o 

alinhamento da sequência de nucleotídeos AMEL de T. terrestris com as sequências de outras 

espécies obtidas pelo MEGABLAST, possibilitando observar o grau de similaridade entre as 

mesmas. Estimativas de distância genética foram calculadas entre os pares de espécies 

utilizando o modelo de Kimura dois-parâmetros (Kimura 1980), as quais foram utilizadas para 

a construção de uma árvore de neighbor-joining (Saitou & Nei 1987) que teve o grau de 

confiança da configuração dos ramos avaliado pelo método de bootstrap (1000 réplicas).  

Através do programa BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) foram 

construídas as figuras com as sequências já alinhadas das espécies próximas da anta, 

evidenciando suas similaridades e diferenças. 

Para a confecção dos primers específicos para T. terrestris foi utilizado o programa 

GeneRunner (Hastings Softwares, INC, Hastings, NY, USP). 
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4.  Resultados 

 

 

4.1. Ensaios com marcadores KY1/KY2 e SE47/SE48 

 

  

Após a extração do DNA das amostras dos dez indivíduos de T. terrestris, 

provenientes do Parque Nacional de Emas, foram realizados vários testes com variações nas 

concentrações dos diferentes componentes da PCR. Além disso, foram testadas diferentes 

temperaturas de anelamento em PCR com gradiente de temperatura. Os ensaios foram 

iniciados com a utilização do par de primers KY1 e KY2 (YAMAUCHI et al., 2000) e os 

resultados obtidos em cada tipo de ensaio estão relatados abaixo: 

 

 

Experimento 1 

 

 

Este primeiro teste realizado com o par de primers KY1 e KY2 produziu 

amplificações inconsistentes quanto ao que era esperado da sexagem (Figura 3). Foi 

verificada tanto em machos como em fêmeas a presença de uma única banda de cerca de 250 

pb acompanhada de bandas espúreas maiores e mais fracas.  
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Figura 3. Resultados do experimento 1 - Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da 
amplificação com os primers KY1 e KY2 em quatro amostras de DNA de T. terrestris, sendo 
duas fêmeas (F) e dois machos (M). Marcador de peso molecular (L) e controle negativo (-). 
Seta indica a banda esperada. 

 

 

Experimento 2 

 

 

Nesse teste, realizado com os primers KY1 e KY2, a temperatura de 52°C produziu 

resultados próximos do esperado para o macho, entretanto as temperaturas de 54°C, 56°C, 

58°C, 60°C, 62°C não apresentaram a segunda banda referente ao cromossomo Y. As 

amostras de fêmea não amplificaram para nenhuma temperatura (Figura 4). 

 
Figura 4. Resultados do experimento 2 - Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da 
amplificação com gradiente de temperatura (52°C, 54°C, 56°C, 58°C, 60°C, 62°C) utilizando-
se os primers KY1 e KY2 em uma amostra de DNA de macho (M) de T. terrestris (amostra 
no304), em diferentes temperaturas. Marcador de peso molecular (L) e controle negativo (-). 
Setas indicam as bandas esperadas. 
 
 
 
Experimento 3 

 

 

Num terceiro experimento foram utilizados os primers SE47 e SE48. A amplificação 

não produziu os resultados esperados tanto para machos como para fêmeas em todas as 

temperaturas testadas (Figura 5.) 
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Figura 5. Resultados do experimento 3 - Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da 
amplificação com os primers SE47 e SE48 em três amostras de DNA de T. terrestris, sendo 
dois machos (M) e uma fêmea (F) em diferentes temperaturas. Marcador de peso molecular 
(L) e controle negativo (-).    
 

   

Experimento 4 

 

 

Neste experimento, foram utilizados os primers KY1 e KY2. As temperaturas 

utilizadas produziram resultados próximos ao que era esperado, onde o macho apresentava 

uma banda adicional menor. Porém, os resultados tanto para macho como fêmea, mostram 

muitas bandas espúrias ou amplificações inespecíficas. Além disso, um dos machos não 

apresentou amplificação (Figura 6). 

 

 

 
Figura 6. Resultados do experimento 4 - Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da 
amplificação com gradiente de temperatura com a utilização primers KY1 e KY2 em três 
amostras de DNA de T. terrestris, sendo dois machos (M) e uma fêmea (F). Marcador de peso 
molecular (L) e controle negativo (-). Setas indicam as bandas esperadas.      
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Este padrão não foi obtido em repetidas PCRs, indicando a necessidade de mais 

ajustes nas reações ou, como outra possibilidade, do seqüenciamento dos fragmentos obtidos 

para o desenho de novos marcadores específicos para T. terrestris. Portanto, as bandas de 

tamanho esperado foram eluídas do gel, purificadas e seqüenciadas. 

 

 

4.2. Similaridade da sequência de AMEL de T. terrestris (Tt1) e outras espécies 

 

 

4.2.1. Similaridade com espécies próximas 

 

 

Das amostras enviadas para seqüenciamento, somente a banda maior resultou em 

sequências de boa qualidade, dentre estas somente uma (aquela com menos ruído) foi 

utilizada para as análises (Tt 1). Para a banda de menor tamanho foram obtidas sequências 

repletas de ruídos e picos duplos.  A sequência Tt1 foi submetida ao MEGABLAST para uma 

busca das dez sequências mais similares resultando na relação descrita na Tabela 2. 

 

 

 

Tabela 2. Sequências obtidas após pesquisa no MEGABLAST de formas mais próximas da 
sequência de consulta resultante do seqüenciamento de Tt1. 
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A sequência AMEL-X de Tapirus terrestris (número de acesso GenBank 

EU168871.1), apresentou o maior grau de similaridade com a sequência Tt1 na análise do 

BLAST. As sequências de AMEL-X de Tapirus terrestris (GenBank) e de AMEL-X e 

AMEL-Y de Equus caballus (número de acesso GenBank AMEL-X AB091793.1  e AMEL-Y 

AB091794.1) foram obtidas no GenBank para gerar o alinhamento com a sequência obtida no 

presente estudo (Tt1) (Figura 7). Vale ressaltar que das espécies mais próximas da anta, que 

apresentavam sequência AMEL disponíveis no GenBank, apenas E. cabalus continha AMEL-

X e AMEL-Y. 

Nas sequências alinhadas buscou-se pelos sítios de anelamento dos primers KY1 e 

KY2 e, utilizando as sequências AMEL-X e AMEL-Y de E. caballus buscou-se pela deleção 

esperada no cromossomo Y. Com isso foi possível verificar que os primers são 

complementares à sequência alvo em T. terrestris. A análise das sequências AMEL-X e 

AMEL-Y de E. caballus mostra que a deleção de cerca de 45 pb não está presente no 

cromossomo Y desta espécie, porém pode-se verificar que o primer KY1 está posicionado 

sobre as bases iniciais de uma deleção de 15 pb.  Não foi possível analisar na Figura 7 o 

anelamento do primer KY2 ao cromossomo Y de E. caballus, já que a sequência disponível 

no GenBank não mostra essa região. 
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Figura 7. Comparação da sequência de DNA de AMEL-X e AMEL-Y de Equus caballus, 
AMEL-X de Tapirus terrestris e da sequência Tt-1. Quadros vermelhos indicam o local em 
que os primers KY1 e KY2 se anelam em AMEL de T. terrestris. Pontos indicam 
similaridade com o nucleotídeo tendo a sequência do topo  da coluna como referência. Traço 
indica ausência de um nucleotídeo. Número de acesso no GenBank para E. caballus AMEL-X 
AB091793.1 e AMEL-Y AB091794.1 e T. terrestris AMEL-X EU168871.1.  
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4.2.2. Similaridade com Alces alces,  Oreamnos americanus e Odocoileus hemionus 

sitkensis 

 

 

Ao alinhamento entre as espécies próximas a Tt1 mostrado no sub-item anterior, 

foram adicionadas também as sequências de três ungulados que tiveram a sexagem realizada 

com sucesso, a partir de DNA de amostras não-invasivas, por meio dos primers KY1/KY2 

segundo Brinkman & Hundertmark (2009). Foi evidenciado, por meio deste alinhamento 

(Figura 8), que a deleção existente no cromossomo Y de A. alces, O. americanus e O. 

sitkensis não existe no cromossomo Y de E. caballus, espécie próxima de T. terrestris.  
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Figura 8. Alinhamento de uma porção de AMEL de Equus caballus, Tapirus terrestris, Alces 
alces, Oreamnos americanus e Odocoileus hemionus sitkensis. Pontos indicam um 
nucleotídeo em comum com a sequência-referência (Equus X). Traço indica ausência de um 
nucleotídeo em relação à sequência referência. O quadro preto mostra a deleção em AMEL-Y 
de A. alces, O. americanus e O. hemionus sitkensis, que não é observada em AMEL-Y de E. 
caballus. Os quadros vermelhos indicam os sítios de anelamento dos primers KY1 e KY2 em 
T. terrestris e E. caballus. O sítio de anelamento de KY1 não foi encontrado nos cervídeos 
pois não possuíam sequência FORWARD disponível que evidenciasse. Número de acesso no 
GenBank EU168871 (Tapirus X), AB091793 (Equus X), AB091794  (Equus Y), FJ434496 
(Alces X), FJ434497 (Alces Y), FJ434492 (Oreamnos X), FJ434493 (Oreamnos Y), 
FJ434490.1 (Odoc X), FJ434491.1 (Odoc Y). 
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4.2.3. Primers SE47/SE48 na amplificação do gene da amelogenina em T. terrestris 

 

 

Como mostra a Figura 5 do experimento 3, não foi obtida amplificação consistente 

com a utilização dos primers SE originalmente desenvolvidos para bovinos (ENNIS & 

GALLAGHER, 1994). Foram submetidas ao alinhamento as sequências de AMEL Tt1 e as 

sequências obtidas do GenBank de T. terrestris, E. caballus e Bos taurus (Figura 9). A região 

de anelamento do primer SE47 em T. terrestris possui duas bases não complementares. A 

região de anelamento do primer SE48 não pôde ser visualizada, pois a sequência de Bos 

taurus disponível no MEGABLAST não se estendia até o ponto de seu anelamento. Como 

pode ser observado na Figura 9, a deleção de aproximadamente 60 pb presente no 

cromossomo Y utilizada para a identificação sexual em B. taurus está presente em ambos os 

cromossomos de E. cabalus (X e Y), bem como AMEL-X de T. terrestris. 
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Figura 9. Comparação da sequência de DNA de AMEL para as espécies Equus caballus, 
Tapirus terrestris, Bos taurus e região de anelamento de SE47/SE48. O quadro vermelho 
indica a região de alinhamento do primer SE47. O quadro preto mostra a região da deleção no 
cromossomo Y de B. taurus, utilizada para a identificação sexual. Pontos indicam 
similaridade com o nucleotídeo da sequência-referência no topo da coluna. Traço indica 
ausência de um nucleotídeo. Número de acesso no GenBank AB091793 (Equus X), 
AB091794  (Equus Y), EU168871 (Tapirus X), AB091789 (Bos X), AB091790 (Bos Y). 
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4.2.4. Análise Filogenética 

 

 

A partir das sequências AMEL de A. alces, O. sitkensis, O. americanus, B. taurus, E. 

caballus e T. terrestris foi obtida a matriz de distância genética (Tabela 3) utilizada para 

construir a árvore (Figura 10) que ilustra a relação filogenética entre as espécies. 

 

  

Tabela 3. Matriz de distância genética entre A. alces, O. sitkensis, O. americanus, B. taurus, 
E. caballus e T. terrestris a partir das sequências AMEL X. 

 
 

 

 
Figura 10. Árvore Filogenética produzida no programa MEGA Version 3.1, pelo método de 
Neighbor-Joining, Bootstrap 1000 réplicas, modelo de Kimura 2 parâmetros.  
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Em um estudo recente os marcadores testados no presente estudo, mostraram ser 

efetivos na sexagem de diferentes espécies de ungulados (BRINKMAN & 

HUNDERTMARK, 2009) e sua padronização para a sexagem das antas, especialmente de 

amostras não-invasivas, seria um grande avanço para os estudos populacionais de T. 

terrestris, podendo ainda ser utilizados em outras espécies de antas. Em experimentos com 

amostras sanguíneas de T. terrestris com primers de identificação sexual já desenvolvidos 

para Equus caballus (HASEGAWA et al., 2000), as amplificações não tiveram sucesso (A. 

SANCHES, dados não publicados).  

Diante disso, buscou-se na literatura marcadores de identificação sexual para espécies 

próximas da anta. Foi utilizado o par de primers desenvolvido para uma espécie de cervídeo 

(Cervus nippon), KY1/KY2 (YAMAUCHI et al., 2000), e o par de primers desenvolvido para 

bovinos, SE47/SE48 (ENNIS & GALLAGHER, 1994). Estes marcadores foram selecionados, 

pois amplificam com apenas um par de primers; seus primers foram desenhados também para 

ungulados; o gene da amelogenina é conservado entre espécies (LYNGSTADAAS et al., 

1990) e inclusive utilizado em estudos filogenéticos (DELGADO et al., 2005); o fragmento 

amplificado é relativamente curto (cerca de 220 pb) e, portanto, se mostra como uma 

ferramenta promissora para análises genéticas não-invasivas. 

Foram realizados 20 testes com o par de primers KY1/KY2. A banda de cerca de 220 

pb, esperada para a porção do gene no cromossomo X era eventualmente amplificada. A 

maior dificuldade estava na obtenção do padrão esperado nos machos (duas bandas). Dos 

testes realizados, apenas um deles produziu amplificações um pouco mais próximas do 

resultado esperado, especialmente para os machos, porém, com muitas bandas inespecíficas. 

Entretanto, em novos testes este padrão não pôde ser repetido. Quanto ao par de primers 

SE47/SE48, em todos os testes realizadas, nenhum êxito foi obtido.  

Após a realização de inúmeros testes, a inconsistência e falta de repetibilidade das 

amplificações mostraram a necessidade de confecção de primers específicos para 

determinação sexual de T. terrestris. Para tanto, um fragmento amplificado com sucesso em 

um dos testes foi purificado e sequenciado. Com a sequência seria possível verificar o motivo 
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da inconsistência nas amplificações e se este marcador seria realmente eficaz na sexagem das 

antas. 

A alta similaridade encontrada entre a sequência gerada no presente estudo (Tt1) com 

a sequência AMEL-X de T. terrestris e AMEL-X e AMEL-Y de E. caballus, conforme 

análise no MEGABLAST, justifica a utilização destas sequências como base para o  

entendimento do insucesso na utilização dos primers KY na sexagem das antas, bem como 

para o desenho de primers específicos. 

Foi possível verificar com a análise dessas sequências que os primers KY apresentam 

sítios de anelamento com T. terrestris, o que possibilitou gerar a sequência descrita no 

presente estudo (Tt1).  

O alinhamento de AMEL de Tt1 com essas espécies próximas, especialmente com a 

sequência AMEL-Y de Equus caballus, mostra que não existe diferença entre as porções 

amplificadas do cromossomo X e Y do gene da amelogenina para T. terrestris e E. caballus, 

explicando os resultados negativos encontrados na sexagem de machos na grande maioria dos 

testes. Dentre essas espécies a deleção esperada no cromossomo não existe como o que foi 

relatado para as espécies de cervídeos em Brinkman & Hundertmark (2009).  

A banda adicional apresentada por um macho, observada em um único dentre os 

inúmeros testes possivelmente se tratava de uma amplificação inespecífica, visto que, a 

estringência das reações era diminuída conforme o insucesso da sexagem dos machos. Esta 

banda também foi purificada e seqüenciada, o que resultou em uma sequência com picos 

duplos e com ruídos. 

Entretanto, no sentido de verificar a região em que se encontrava a deleção do Y nas 

outras espécies, as sequências nucleotídicas de AMEL-X e AMEL-Y das três espécies de 

cervídeos testadas em Brinkman & Hundertmark (2009), Oreamnos americanus, Alces alces e 

Odocoileus hemionus sitkensis, foram adicionadas ao alinhamento anterior (Tapirus terrestris 

e E. caballus). Este alinhamento (Figura 8) evidenciou a localização da deleção presente em 

AMEL-Y nas três espécies de cervídeos, enquanto que em AMEL-Y de E. caballus essa 

deleção não ocorre. Com base na proximidade de T. terrestris com E. caballus, tal deleção 

também não deve existir para a anta. 

Diante deste último alinhamento é possível ainda verificar que a extremidade do 

primer KY1 tem o sítio de alinhamento sobre o início de uma deleção presente no AMEL-Y 

de E. caballus. Este fato reforça a inconsistência na sexagem dos machos de antas com a 

utilização deste par de primers. A partir da identificação desta deleção no AMEL-Y de 
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cavalo, verificou-se que este mesmo padrão se repetia em diferentes sequências de E. caballus 

disponíveis no GenBank.  

Quanto a SE47/SE48, o alinhamento de AMEL para as espécies Equus caballus, 

Tapirus terrestris e Bos taurus evidencia que a deleção presente no cromossomo Y de B. 

taurus apresenta-se também no cromossomo X de T. terrestris e também nos cromossomos X 

e Y de E. caballus. Observando a árvore filogenética produzida no MEGABLAST, como E. 

caballus apresentou maior semelhança com AMEL de T. terrestris, e também por estar mais 

próximo filogeneticamente quando comparado com B. taurus, essa deleção provavelmente 

está presente também em AMEL-Y de T. terrestris. Dessa forma, mesmo que estes 

marcadores apresentassem alguma amplificação para fragmentos de T. terrestris, haveria 

erros na distinção de machos e fêmeas.  

Frente à necessidade de marcadores para a determinação sexual da anta e aos 

marcadores testados sem êxito, essa deleção identificada em E. caballus significou uma nova 

possibilidade para a sexagem desses animais. Na literatura, um par de primers é amplamente 

utilizado na sexagem de cavalos (HASEGAWA, 2000). Esse foi o primeiro par de marcadores 

utilizado como teste para T. terrestris, porém não produziram amplificação alguma. Estes 

primers são longos (30 pb) e não são perfeitamente complementares a T. terrestris. 

 
 

Figura 11. Sequência dos primers AMESC 1 e AMESC 2 específicos para Equus caballus. Os 
pontos representam similaridade da sequência AMEL de T. terrestris com os nucleotídeos do primer. 
Letras em vermelho representam bases não complementares de T. terrestris com AMESC 1 e 2. Letras 
em azul representam inserção/deleção de bases. 

 

 

 

 Com isso, um par de primers foi desenhado para a T. terrestris utilizando as mesmas 

regiões dos primers desenhados para cavalos. Porém, esse novo par de oligonucleotídeos, 

além da vantagem de ser específico sendo perfeitamente complementar a T. terrestris, foi 

desenhado com 20 pb cada um, facilitando a amplificação de DNA de amostras não-invasivas. 
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Esses marcadores podem ser ferramentas promissoras em estudos genéticos populacionais, 

fornecendo dados sobre a razão sexual dos indivíduos da população, auxiliando em planos de 

manejo visando à conservação da espécie. 
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6. CONCLUSÕES FINAIS 

 

 

� O método de identificação sexual de Tapirus terrestris testado neste trabalho, 

utilizando marcadores moleculares presentes nos cromossomos sexuais, sendo estes 

específicos para espécies de bovinos (SE47/SE48), não apresentou sucesso em 

nenhum dos testes realizados. Além disso, ainda que sua amplificação tivesse êxito 

para T. terrestris, com base na utilização de AMEL de E. caballus como referência já 

que é sua espécie mais próxima, não existiria diferença em tamanho entre os 

cromossomos X e Y, como observada para os bovinos. 

� O método de identificação sexual testado em T. terrestris utilizando marcadores 

moleculares desenvolvidos para a espécie Cervus nippon (KY1/KY2), não obteve 

resultados positivos. A deleção presente no cromossomo Y em cervídeos utilizada 

para identificar os machos, não ocorre em T. terrestris. 

� Com base nesses resultados foram desenvolvidos novos pares de primers específicos 

para T. terrestris.   
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