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RESUMO

A identificac¢do sexual de individuos ¢ extremamente importante para planos de conservagao
de espécies ameagadas, pois em muitas espécies, machos e fémeas apresentam diferencas
quanto ao uso de habitat, estratégias comportamentais e sucesso reprodutivo. A diferenca de
comportamento entre machos e fémeas em antas (7apirus terrestris) ainda é pouco conhecida,
mas estudos vem mostrando que esses animais podem apresentar diferentes comportamentos
quanto a dispersdo, uso de areas ¢ marcacdo de territorios por latrina. Antas compreendem
animais de um antigo género de perissodactilos, género Tapirus. Mesmo sendo a espécie deste
género que possui a maior distribui¢do, que se estende por toda a América do sul cis-andina,
as populagdes de 7. terrestris vém sendo reduzidas devido a destrui¢do de seu habitat e a caca
ilegal, sendo considerada, atualmente, uma espécie vulneravel 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 distancias. Participam
desse modo, da estrutura, manutencdo e regeneracdo das florestas, sendo assim, seu declinio
pode significar uma grande ameaga as espécies vegetais que produzem grandes frutos. Diante
da dificuldade de realizagdo de estudos por meio de técnicas tradicionais, andlises genéticas
ndo invasivas por meio de marcadores moleculares tém sido amplamente empregadas,
utilizando-se amostras de DNA provenientes de fezes, urina e pélo como fonte de DNA. A
implementagdo de técnicas de obtencdo de DNA a partir de amostras ndo-invasivas € o
desenvolvimento de marcadores de DNA para identificacdo individual (microssatélites), tem
possibilitado a gera¢do de dados para estudos de censo populacional, os quais podem ser
utilizados no desenvolvimento de planos de conservagcdo de espécies. Uma forma de
complementar os resultados obtidos de identifica¢do individual a partir de amostras nao-
invasivas seria a identificacdo do sexo. Neste contexto, este trabalho tem por objetivo testar
marcadores moleculares para a identificacdo sexual das antas. Serdo utilizados marcadores ja
disponiveis na literatura desenvolvidos para grupos taxonOmicos proximos ao grupo das
antas. Foram testados pares de primers que amplificam por¢des do gene da amelogenina que
estdo presentes nos cromossomos X e Y com diferentes tamanhos, sendo possivel a
identificacdo do sexo em gel de agarose. Tal diferengca de tamanho se deve a uma delegdo
variando em torno de 60 pb neste gene observada somente no cromossomo Y. Os pares de
marcadores moleculares testados ndo apresentaram sucesso nos testes realizados. Com uma
analise da similaridade das sequéncias do gene da amelogenina das espécies consideradas
neste estudo, dois fatores estiveram envolvidos no insucesso dos marcadores testados: a
auséncia da delecdo esperada no cromossomo Y e a baixa eficiéncia de anelamento dos
primers heterdlogos testados para 7. terrestris. A partir disso, se fez necessario o
desenvolvimento de primers especificos para a identificacdo do sexo de 7. terrestris, uma vez
que estes ndo se encontram disponiveis. Com a identificagdo dos sexos das antas, sera
possivel observar diferengas que possam existir entre os sexos, quanto a dispersdo diferencial,
uso de areas ou marcagdo de territdrios por latrina.

Palavras-chave: Tapirus terrestris, marcadores sexuais, amelogenina, identificacdo sexual.
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1. INTRODUCAO

A identificagdo sexual de individuos ¢ extremamente importante para planos de
conservagao de espécies ameagadas, pois em muitas espécies, machos e fémeas apresentam
diferencas quanto ao uso de habitat, estratégias comportamentais e sucesso reprodutivo.
Sendo assim, estudos que identifiquem o sexo dos individuos sdo utilizados em muitos
métodos de monitoramento (MCGREGOR & PEAKE, 1998). Além disso, a identifica¢do
individual dos sexos oferece um conhecimento detalhado da vida de cada individuo que
poderéa ser usado em medidas preventivas de conservacdo (MCGREGOR & PEAKE, 1998).

A territorialidade ¢ um tipo de comportamento muito evidenciando em mamiferos, e
geralmente se apresenta de forma diferente entre machos e fémeas. A fungdo de
territorialidade em fémeas de algumas espécies de mamiferos pode ser aplicada na defesa de
filhotes, depositando-os em tocas ou locais protegidos. No entanto, em espécies que nao
apresentam filhotes com desenvolvimento altricial (que necessitam de cuidado parental logo
apos o nascimento), esse padrdo de territorialidade por parte das fémeas, ndo ¢ observado
(WOLFF & PETERSON, 1998).

Em machos de espécies de ungulados, padrdes de territorialidade podem ser
observados em situagdes em que seja necessario, manter as fémeas em seu rebanho ou quando
ocorre o estabelecimento de um sistema de marcagdo de limites do territério (marcando o
centro e/ou o entorno) por meio de urina, fezes ou secre¢des de glandulas da pele
(WALTHER et al., 1983).

Entre os ungulados pouco conhecidos, estd a anta, Tapirus terrestris, que ¢ uma
espécie de comportamento solitario. 7. terrestris ndo apresenta padrdo de territorialidade por
parte das fémeas, quando considera-se o desenvolvimento precocial dos filhotes. Entretanto a
diferenga de comportamento entre machos e fémeas ainda € pouco conhecida, mas estudos
vem mostrando que esses animais podem apresentar diferentes comportamentos quanto a
dispersdo, uso de areas e marcacao de territorios por latrina (A. SANCHES et al., dados nao
publicados).

Antas compreendem animais de um antigo género de perissodactilos, Tapirus, que ja
foi tanto abundante quanto diversificado por todo o globo (EMMONS & FEER, 1997). Sao

mamiferos ungulados, agrupados com os cavalos (Subordem Hippomorpha) e rinocerontes



(Subordem Ceratomorpha) (PITRA & VEITS, 2000). Estes mega-mamiferos tém uma baixa
taxa reprodutiva visto que apresentam um longo periodo de gestagdo (13 meses) e também o
nascimento de apenas um filhote por gestacdo (SEKIAMA et al., 2006).

Existem quatro espécies sobreviventes de antas, sendo que 7. bairdii, T. terrestris e T.
pinchaque sdo encontradas nos Neotrdpicos das Américas Central e do Sul e T. indicus
habitando regides na floresta tropical do Sudoeste da Asia (BROOKS et al, 1997).
Historicamente as antas ja constituiram uma importante fonte de alimento para os indigenas 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 planicie, 7. ferrestris, um dos maiores mamiferos terrestres
neotropicais (EMMONS & FEER, 1997), ¢ a que possui a maior distribui¢do, ocorrendo por
toda a América do Sul cis-andina até o Norte da Argentina (BODMER & BROOKS, 1997)
(Figura 2). Porém, suas populagdes vém sendo reduzidas como resultado da destruicdo de seu
habitat e da caga ilegal (CULLEN et al., 2000; PERES, 2000; SANCHES et al., in press). A
situacdo se torna ainda mais agravante quando se considera aspectos relacionados com a
biologia desses animais, como a baixa taxa reprodutiva e a dependéncia de grandes areas de
vida (PADILLA & DOWLER, 1994; BODMER & BROOKS, 1997). Atualmente, a anta é
considerada como uma espécie globalmente vulnerdvel pela IUCN. Suas populacdes vém
sofrendo reducdes a uma taxa maior que 30% nas ultimas trés geragdes (33 anos), a qual tende

a continuar durante as proximas trés geragdes.
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Figura 2: Mapa da distribui¢do da anta (7. terrestris) (retirado de [UCN -
www.iucnredlist.org).

T. terrestris tem sua dieta consistindo basicamente de folhas, caules tenros, brotos,
pequenos ramos, plantas aquaticas, cascas de arvores, organismos aquaticos e frutos caidos

(FRAGOSO, 1994; EMMONS & FEER, 1997). Esses mega-mamiferos desempenham um
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importante papel como dispersores de sementes, especialmente porque podem dispersar
sementes maiores, em grande quantidade e a longas distancias (FRAGOSO & HUFFMAN,
2000; GALETTI et al, 2001). Desse modo, participam da estrutura, manutencdo e
regeneragdo das florestas. Como conseqiiéncia, o declinio de suas popula¢des pode significar
uma grande ameaca as espécies vegetais que produzem grandes frutos ja que sua capacidade
em dispersa-las a grandes distancias parece ser Unica entre os frugivoros neotropicais
(CHAPMAN & ONDERDONK, 1998; PIZO, 2004).

Geralmente, esfor¢os aplicados na conservagdo sdo realizados quando determinada
espécie ja esta sofrendo algum tipo de ameacga. Portanto, estudos visando a conservagdo
dessas espécies necessitam que a analise seja eficiente (ou seja, num periodo curto de tempo),
apresente custos reduzidos e, a0 mesmo tempo, apresentem resultados precisos e relevantes
(MCGREGOR & PEAKE, 1998).

Atualmente, as andlises populacionais relacionadas a estudos de conservagdo, quando
se tratando de estimar o tamanho populacional, s3o realizadas através de transectos,
quadrantes e pontos fixos. Quando a andlise necessita da identificacdo de individuos da
espécie ou da populagdo em estudo, as técnicas normalmente aplicadas requerem a captura do
animal, o que pode muitas vezes ocasionar em danos para o proprio aumentando seu risco por
predadores, patdgenos, parasitas, etc. (MCGREGOR & PEAKE, 1998).

As antas dificilmente s@o estudadas via técnicas tradicionais de campo e muito pouco
¢ conhecido sobre sua estrutura social, sistema de acasalamento ou estrutura populacional,
dificultando a determinacdo das prioridades para a conservacgdo dessas espécies (NORTON &
ASHLEY, 2004). Uma forma de contornar este impasse ¢ a utilizacdo das analises genéticas
ndo-invasivas por meio de marcadores moleculares, que utilizam fezes, urina e pélos para
obtencdo de amostras de DNA (MORIN & WOODRUFF, 1996; KOHN & WAYNE, 1997).
Andlises genéticas ndo-invasivas sdo importantes para estudos com espécies raras, sensiveis
ou em risco de extingdo (HEDMARK, 2004). A implementac¢do de técnicas de obtengdo de
DNA por este método e o desenvolvimento de marcadores de DNA para identificacdo
individual (microssatélites), tem possibilitado abordagens alternativas para o censo da
populacdo e também tem sido implementada em planos de conservagdo de espécies (e.g.
ERNEST et al., 2000; LUCCHINI et al., 2002; HEDMARK, 2004).

Marcadores microssatélites sdo extensivamente utilizados em estudos populacionais e
na identificagdo individual quando utilizados na andlise genética ndo-invasiva. Existiam
somente dois loci polimoérficos isolados para 7. bairdii e quatro para T. terrestris (NORTON

& ASHLEY, 2004). Esses loci apresentavam um reduzido nivel de polimorfismo (3 a 7
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alelos) e foram utilizados somente na andlise genética de 7. bairdii. Os autores ressaltaram a
necessidade de aumentar o tamanho amostral ¢ o numero de loci, mas ainda assim
encontraram uma moderada diferencia¢do entre populagdes da Costa Rica e Panama. Este
resultado foi considerado um indicativo de um padrao histérico de fluxo génico reduzido entre
ambas as populagdes, mas que atualmente, com a destrui¢do do habitat, este fluxo pode estar
completamente impedido. Desta forma, foi recomendado pelos autores o restabelecimento da
conectividade entre essas populagdes por meio da criagdo de um Corredor Biologico
Mesoamericano.

Uma populacdo de 7. terrestris do Pontal do Paranapanema foi objeto de um estudo
genético com a utilizagdo de microssatélites heterdlogos (isolados para outra espécie) e um
especifico (SILVA, 2007). Mesmo com o pequeno tamanho amostral estudado, o autor
encontrou uma significativa estruturagdo genética para as populagdes analisadas, ressaltando
que o curto periodo (nimero de geragdes) poderia significar que alguns padrdes de
estruturacdo genética estdo ainda em transi¢cdo, podendo ser reflexo de graus de conectividade
e fragmentacdo do passado.

Recentemente, microssatélites foram prospectados para a anta da planicie (SANCHES
et al., 2009) os quais estdo sendo utilizados em um estudo genético populacional (A.
SANCHES et al., dados ndo publicados). Com este estudo que utiliza amostras fecais como
fonte de DNA, pretende-se estimar o tamanho das populagdes e verificar o padrdo de
movimentacdo dos animais através da area de estudo. No entanto, além da identifica¢do
individual das antas por meio dos microssatélites, a identificacdo do sexo dos individuos por
meio de marcadores moleculares ligados a cromossomos X e Y seria mais uma ferramenta
importante para estudos populacionais. Com a identificacdo do sexo das antas, ¢ possivel
verificar diferencas que possam existir entre os sexos, quanto a dispersdo diferencial, uso de
areas e¢ formacdo de latrinas. A identificagio do sexo torna possivel avaliar o PVA
(Population Viability Analysis) em estudos de populacdes de Tapirus. Este compreende um
conjunto de modelos e abordagens analiticas para avaliar o risco de extingdo de uma espécie
levando em consideracdo sua histéria de vida, demografia e aspectos genéticos que, quando
integrados com a variabilidade ambiental, projetam o curso de populagdes futuras

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

A determina¢do do sexo por andlise genética torna-se uma ferramenta essencial
quando se tem apenas amostras de tecidos da espécie em estudo ou quando os caracteres
sexuais secundarios no estdo presentes ou sdo dificeis de serem observados (GRIFFITHS &
TIWARI, 1993; GRIFFITHS et al. 1998). A utilizagdo de métodos de sexagem molecular
tem sido largamente utilizados em estudos com amostragem nao-invasiva, através do DNA
das fezes dos animais em estudo (YAMAUCHI et al., 2000). Algumas técnicas podem ser
utilizadas para identificar a presenca do cromossomo X ou Y, utilizando dois grupos de
primers (um para a seqiiéncia do cromossomo X e outro para a seqiiéncia do cromossomo Y),
apenas um unico par de primers (podendo diferir em amplificar comprimentos idénticos ou
diferentes dos homodlogos X e Y) e também amplificando um marcador especifico no
cromossomo Y (BRINKMAN, 2008).

A presenca ou auséncia do cromossomo Y tem sido utilizada para identificag¢do sexual,
sendo que muitos dos métodos utilizados nesse processo estdo baseados na presenca de genes
especificos do cromossomo Y. Na sindrome de reversdo de sexo em éguas, no tipo mais
comum, estas apresentam cari6tipo do tipo 64-XY e falta do gene SRY, que pode ser causada
pela transferéncia deste gene do cromossomo Y para o cromossomo X devido a uma
permutacdo anormal na meiose. Dessa forma, em andlises moleculares fica evidenciada a
presenca 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 auséncia
do gene SRY, apontada como a unica diferenca que poderia distinguir um cavalo macho
normal. Dessa forma, a presenca de um gene presente tanto no cromossomo X como no
cromossomo Y torna-se uma grande vantagem na identificacdo do sexo (BUGNO et al.,
2003).

O gene amelogenina (AMEL) codifica uma proteina responsavel pelo
desenvolvimento da matriz do esmalte do dente em mamiferos (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 € 24 bases mais curto no cromossomo Y (AMEL-Y) que
no cromossomo X (AMEL-X) (FUKUSHIMA, 1999), e essas diferengas no tamanho podem
ser empregadas na determinag¢do de sexagem embriologica, diagnosticos pré-natais e casos

forenses (GRZYBOWSKI, 2006). Em campos como filogenética molecular (DELGADO et
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al., 2005) e analises de investigacdo biologica que buscam a determina¢do do sexo tanto em
humanos como em animais, AMEL tem sido extensivamente usado como modelo
(SULLIVAN et al., 1993).

Hasegawa et al. (2000) propde que a andlise de ambos genes SRY e AMEL-Y
providenciam um diagnostico preciso e rapido de fémeas-XY confirmando a existéncia do
cromossomo Y ¢ a falta do gene SRY. Os genes zinc finger (ZF), sdo outro exemplo de genes
presentes em ambos 0s cromossomos X € Y, que vem sendo estudados em métodos de
identificacdo sexual (PEPPIN et al., 2009; AASEN & MEDRANO, 1990, BERUBE &
PALSBOLL, 1996; GARCIA et al., 1997, FERNANDO & MELNICK, 2001; LUCCHINI,
2002). Os fragmentos amplificados relativamente grandes (868-1278 bp) podem ndo ser
apropriados em amostras com DNA degradado (SHAW et al., 2003). Da modifica¢do dos
primers descritos por Shaw et al. (2003), Ball et al. (2007) desenvolveram a amplificagdo de
fragmentos do cromossomo X e Y com respectivamente 220 e 200 bp. Essa diferenca no
comprimento de Zfx e Zfy, segundo Lindsay e Belant (2007) mostra promessas na
identificac¢do sexual por meio destes genes.

Entretanto, como nao existem relatos sobre a utilizacdo de marcadores moleculares na
identificagdo sexual de 7. terrestris, este projeto propde testar e padronizar alguns dos
marcadores existentes para espécies proximas. Optou-se por utilizar o gene da amelogenina,
dada a necessidade de um unico par de primers para a amplificacdo dos segmentos de
diferentes tamanhos nos cromossomos X ¢ Y. Com isso, além da identificacdo individual que
vem sendo realizada utilizando amostras fecais de antas coletadas em campo, sera possivel a
identifica¢do do sexo do animal que depositou as fezes. Portanto, tais marcadores serdo muito
importantes para os estudos populacionais de 7. ferrestris, 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 identificacdo sexual da
anta (Tapirus terrestris), por meio de andlises genéticas utilizando marcadores moleculares
presentes nos cromossomos sexuais X e Y, disponibilizando uma ferramenta potencialmente

util para estudos populacionais com métodos ndo-invasivos.
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3. METODOLOGIA

Para a padronizagdo dos marcadores foram utilizadas amostras de DNA de boa
qualidade, ou seja, que ndo fossem degradadas. Para tanto, foram utilizadas amostras
sanguineas de anta previamente coletadas, com as devidas autorizacdes, em estudos
desenvolvidos por pesquisadores do Parque Nacional de Emas, sob responsabilidade do Dr.
Leandro Silveira. Como os animais foram capturados para a coleta sanguinea, o sexo dos

individuos ja foi identificado (Tabela 1).

Tabela 1: Amostras sanguineas de dez individuos de Tapirus terrestris do Parque Nacional de Emas,
Goias, Brasil.

Identifica¢do do Individuo Sexo

300 Macho
301 Fémea
302 Macho
303 Fémea
304 Macho
305 Fémea
306 Fémea
307 Macho
308 Macho
309 Fémea

3.1. Extracido de DNA de amostras sanguineas

Para as extracdes de DNA das amostras sanguineas de antas, foi utilizado o protocolo
proposto por Lahiri e Nurnberger (1991), com algumas modificagdes:
1) Colocou-se 25 uL de sangue em tubo de 1,5 mL contendo 150 uL de EDTA (0,5 M).
2) Misturou-se vigorosamente por 30 a 40 segundos.
3) Centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm para separacao das células e do plasma.
4) Retirou-se o sobrenadante com cuidado para nao retirar o pellet, e adicionou-se 500 uL de

TTKM 1 para lise das hemacias. 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 uL. de TTKM 1 e centrifugou-se por 2 minutos.

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

8) Descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 200 uL de TKM 2, 20 uL 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 uL 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 pL 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 uL 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 uL de TE.

e Solugdes:

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

- TKM 1: Tris-HC1 10 mM pH 7,6; MgCl, 10 mM; EDTA 2 mM.

- TKM 2: Tris-HCI1 10 mM pH 7,6; MgCl, 10 mM; EDTA 2 mM; NaCl 100mM.

- TE: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM pH 8
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3.2. Testes e padronizacdo dos marcadores para identificacdo sexual

Para a identifica¢do do sexo foi utilizado como marcador o gene da amelogenina que
estd presente nos cromossomos X ¢ Y de mamiferos, com tamanhos diferenciados ja que no
cromossomo Y esse gene apresenta uma delecdo. Anteriormente ao desenvolvimento deste
projeto, um par de primers desenvolvido para cavalos havia sido testado pela Dra. Alexandra
Sanches. Como nao foi obtida amplificacdo para nenhuma das amostras, foi dado inicio ao
teste com outros marcadores disponiveis na literatura. Dois pares de primers foram testados
para a amplifica¢do do gene:

- par SE47 (5’-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3) e SE48 (5°-
CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC-3’), desenvolvido para bovinos que amplifica um
fragmento de 280 pb em fémeas 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 cervideo da Asia
(Cervus nippon) que amplifica uma sequéncia parcial do gene amelogenina, sendo que nas
fémeas um fragmento de 219 pb ¢ 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 anélises de DNA
provenientes de amostras ndo-invasivas.

Foram adotados marcadores que estdo presentes em ambos 0s cromossomos sexuais,
0s quais s@o amplificados com um unico par de primers, minimizando a possibilidade de erros
de identificacdo. As PCRs foram inicialmente realizadas conforme descrito pelos respectivos
autores, e conforme a necessidade algumas variacdes foram testadas, como as concentragdes

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

No primeiro teste, a PCR foi realizada com quatro amostras de 7. ferrestris (dois
machos, duas fémeas), onde cada reacdo conteve em um volume final de 10 pL, 50 ng de
DNA, 1x de tampao da PCR 10 x, 2 mM MgCl,, 2,5 mM de dNTP, 10 pmol de cada um dos
primers (KY1 e KY2) e 1 U de Taqg DNA polimerase. O ciclo foi iniciado com uma
desnaturagdo 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 extensao 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 amplificacdo consistente. Para tanto, foram
utilizados cerca de 50 ng de DNA de dois individuos (um macho e um fémea), 10 pmol de
cada um dos primers (KY1 e KY2), 0.4 pg de BSA, 0.5 mM de MgCl, adicional e 12.5 pl de
GoTaq Green Master Mix (Promega) em um volume final de 25 pl. 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

variacdes 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
trés individuos (dois machos e uma fémea), 10 pmol de cada um dos primers (SE47 e SE48),
0.4 pg de BSA, 0.5 mM de MgCl, adicional e 12.5 ul de GoTaq Green Master Mix
(Promega) em um volume final de 25 pl. 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 variagdes 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 amplificagdo consistente. Foram
utilizados cerca de 50 ng de DNA de trés individuos (dois machos e uma fémea), 10 pmol de
cada um dos primers (KY1 e KY2), 0.4 ug de BSA, 0.5 mM de MgCl, adicional e 12.5 ul de
GoTaq Green Master Mix (Promega) em um volume final de 25 pl. 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. Purificaciio do produto de PCR para Sequenciamento

A fim de obter amplificagdes mais consistentes e padrdes que fossem repetitivos e
confiaveis, foi realizada a purificagdo da banda de tamanho esperado, produto da PCR do
experimento 4, e posterior seqiienciamento para o desenho de primers especificos para T.
terrestris. Para a purificacdo foi utilizado o kit “Kit Wizard SV gel and PCR clean up
systems” (PROMEGA) seguindo as recomendagdes do fabricante.

Apds a purificagdo, o produto de PCR foi enviado para o Centro de Estudos do

Genoma Humano — USP para seqiienciamento dos fragmentos obtidos.
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3.4. Sequenciamento

Foram realizadas oito reagcdes de seqlienciamento, quatro fragmentos de fémeas e
quatro fragmentos de machos (banda menor do Experimento 4).

Os fragmentos de interesse foram seqiienciados com a utilizagdo do BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (codigo 4337456) em um seqiienciador automatico ABI
3730 DNA Analyser pertencente ao Centro de Estudos do Genoma Humano — USP sob

coordenagio da Prof®. Dra. Mayana Zatz e da Prof*. Dra. Maria Rita Passos Bueno.

3.5. Alinhamento das sequéncias do gene da amelogenina

As sequéncias do gene da amelogenina obtidas para 7. ferrestris no presente estudo
foram submetidas ao MEGABLAST, como forma de obter sequéncias nucleotidicas mais
similares depositadas no NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information). As
sequéncias mais similares a sequéncia 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 sequéncia de nucleotideos AMEL de 7. ferrestris com as sequéncias de outras
espécies obtidas pelo MEGABLAST, possibilitando observar o grau de similaridade entre as
mesmas. Estimativas de distdncia genética foram calculadas entre os pares de espécies
utilizando o modelo de Kimura dois-parametros (Kimura 1980), as quais foram utilizadas para
a constru¢do de uma arvore de neighbor-joining (Saitou & Nei 1987) que teve o grau de
confianga da configuracdo dos ramos avaliado pelo método de bootstrap (1000 réplicas).

Através do programa BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) foram
construidas as figuras com as sequéncias ja alinhadas das espécies proximas da anta,
evidenciando suas similaridades e diferencas.

Para a confec¢do dos primers especificos 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

Apos a extragdo do DNA das amostras dos dez individuos de T. terrestris,
provenientes do Parque Nacional de Emas, foram realizados varios testes com variagdes nas
concentragdes 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 utilizagdo do par de primers KY1 e KY2 (YAMAUCHI et al., 2000) e os

resultados obtidos em cada tipo de ensaio estdo relatados abaixo:

Experimento 1

Este primeiro teste realizado com o par de primers KY1 e KY2 produziu
amplificacdes inconsistentes quanto ao que era esperado da sexagem (Figura 3). Foi
verificada tanto em machos como em fémeas a presenga de uma unica banda de cerca de 250

pb acompanhada de bandas esptireas maiores e mais fracas.
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Figura 3. Resultados do experimento 1 - Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da
amplificacdo com os primers KY1 ¢ KY2 em quatro amostras de DNA de T. terrestris, sendo
duas fémeas (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 proximos do esperado para o macho, entretanto as temperaturas de 54°C, 56°C,
58°C, 60°C, 62°C ndo apresentaram a segunda banda referente ao cromossomo Y. As
amostras de fémea ndo amplificaram para nenhuma temperatura (Figura 4).

304
I
58

52 1

54 56 60 62
L - MM M MM M

i

Figura 4. Resultados do experimento 2 - Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da
amplificacdo com gradiente de temperatura (52°C, 54°C, 56°C, 58°C, 60°C, 62°C) utilizando-
se os primers KY1 ¢ KY2 em uma amostra de DNA de macho (M) de T. terrestris (amostra
n°304), 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 amplificagdo
ndo produziu os resultados esperados tanto para machos como para fémeas 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
amplificacdo com os primers SE47 e SE48 em trés amostras de DNA de T. ferrestris, sendo
dois machos (M) e uma fémea (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 proximos ao que era esperado, onde o macho apresentava
uma banda adicional menor. Porém, os resultados tanto para macho como fémea, mostram
muitas bandas espurias ou amplificagdes inespecificas. Além disso, um dos machos nio

apresentou amplificacdo (Figura 6).

Figura 6. Resultados do experimento 4 - Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da
amplificacdo com gradiente de temperatura com a utilizacdo primers KY1 ¢ KY2 em trés
amostras de DNA de 7. ferrestris, sendo dois machos (M) e uma fémea (F). Marcador de peso
molecular (L) e controle negativo (-). Setas indicam as bandas esperadas.
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Este padrdao ndo foi obtido em repetidas PCRs, indicando a necessidade de mais
ajustes nas reagdes ou, como outra possibilidade, do seqiienciamento dos fragmentos obtidos
para o desenho de novos marcadores especificos para 7. terrestris. Portanto, as bandas de

tamanho esperado foram eluidas do gel, purificadas e seqiienciadas.

4.2. Similaridade da sequéncia de AMEL de T. terrestris (Ttl) e outras espécies

4.2.1. Similaridade com espécies proximas

Das amostras enviadas para seqiienciamento, somente a banda maior resultou em
sequéncias de boa qualidade, dentre estas somente uma (aquela com menos ruido) foi
utilizada para as analises (Tt 1). Para a banda de menor tamanho foram obtidas sequéncias
repletas de ruidos e picos duplos. A sequéncia Ttl foi submetida ao MEGABLAST para uma

busca das dez sequéncias mais similares resultando na relagdo descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias obtidas apds pesquisa no MEGABLAST de formas mais proximas da
sequéncia de consulta resultante do seqiienciamento de Ttl.

Numero de Acesso Espécies Score EValue Maxident%

Tapirus terrestris amelogenin (AMELX) gene, exon 6

EU168871.1 £
and partial cds 235 0.0 98%
Ceratotherium simum amelogenin (AMELX) gene,

EU168872.1 4
exon 6 and partial cds 213 0.0 95%
Equus caballus amelogenin (AMELX) gene, exon 6

EU168869.1 3
and partial cds 213 0.0 95%
Equus caballus AMELX gene for amelogenin, partial

AB091793.1
cds 213 0.0 95%
Equus caballus amelogenin, Y-linked (AMELY),

NM 001085422.1 7
mRNA>dbj|AB032194.1| 213 0.0 95%
Equus caballus amelogenin, X-linked (AMELX),
NM 001081827.1 7

mRNA>dbj|AB032193.1| 213 0.0 95%
Halichoerus us amelogenin (AMELX) gene, exon

EU168876.1 £ 3o g { e
6 and partial cds 196 0.0 93%

Taxidea taxus isolate BadgerM tooth enamel protein
AY171059.1 (AMEL) gene,
exon 5 and partial cds 193 0.0 92%
Taxidea taxus isolate BadgerF tooth enamel protein
AY171058.1 (AMEL) gene,
exon 5 and partial cds 193 0.0 92%
EU879967.1 Felis catus AMELX mRNA, complete sequence 191 0.0 92%
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A sequéncia AMEL-X de Tapirus terrestris (nimero de acesso GenBank
EU168871.1), apresentou o maior grau de similaridade com a sequéncia Ttl na andlise do
BLAST. As sequéncias de AMEL-X de Tapirus terrestris (GenBank) e de AMEL-X e
AMEL-Y de Equus caballus (nimero de acesso GenBank AMEL-X AB091793.1 e AMEL-Y
AB091794.1) foram obtidas no GenBank para gerar o alinhamento com a sequéncia obtida no
presente estudo (Ttl) (Figura 7). Vale ressaltar que das espécies mais proximas da anta, que
apresentavam sequéncia AMEL disponiveis no GenBank, apenas E. cabalus continha AMEL-
X ¢ AMEL-Y.

Nas sequéncias alinhadas buscou-se pelos sitios de anelamento dos primers KY1 e
KY?2 e, utilizando as sequéncias AMEL-X ¢ AMEL-Y de E. caballus buscou-se pela dele¢ao
esperada no cromossomo Y. Com isso foi possivel verificar que os primers sao
complementares a sequéncia alvo em 7. ferrestris. A andlise das sequéncias AMEL-X e
AMEL-Y de E. caballus mostra que a delecdo de cerca de 45 pb ndo estd presente no
cromossomo Y desta espécie, porém pode-se verificar que o primer KY1 esta posicionado
sobre as bases iniciais de uma delecdo de 15 pb. Nao foi possivel analisar na Figura 7 o
anelamento do primer KY2 ao cromossomo Y de E. caballus, ja que a sequéncia disponivel

no GenBank ndo mostra essa regido.



26

0 20 30 40 s0 60
|| NN POSGEUL | ST (- RROIILL 1Y TR [CRERIR | (SRR SR |SEe, - CLpEmny [P |
Equus X GGATGGCTIGCACCACCAAATCATCCCCGTGCTGTCCCAGCAGAATCCCTCAAATCACGCC

EQUUS X  cvenveconnseesenemeneesesss Toosans Ranioe o omueee.eeneweneseesnsse
TapizZUS X —=~===i.ccecccvsee Gicicrorciodesosciseorones Ciiioseiseevosen
TCL = memmreemeeeesesesee e e e e e e e g

70 80 50 100 120 120
sstne oorereeMonmaluas il sees Y Weniah o ael s eete feaesd e faeeelesds)
Equus X TIGCAGCCTCATCACCATATCCCCATGGTGTCGGCTCAGCACCCTGIGGTCCCCCAGCAR

Equus Y Ceosnvesosiseoisne Civvososanene CihiiCivins Givodsnees Toesnsine

Tapizrus X Coceececossscssesne Cooooen Civosvesn Rosooeees TooCoanonnaseeonase

TEL = o e s e e e e e e e e e S e e ——
130 140 150 160 170 180

s selansstesanlava cldanslienrslarsslreaslemorlicors Virces ) sownl
Equus X CCARTGATGCCACTTICCTGGCCAACACTCCATGGTTCCAACCCAACACCACCAGCCARAC
Equus Y s sBCR A sssssaasnnsnsnsbonssnsns Asvisaas Gl vscoaasansaesnbes
Tapirus X
Tcl

190 200 210 220 230 240
coseloecsle vt - - = LR R BT R o riny Sumpey ey
Equus X CICCCTICCCCCIETCCAGCAGCCCTTICCACYCCCAGCCTGTCCAGCCGCAGCCTCACCAG
Equus ¥  cecovens Avshicssssessssssmmmmdemmmm e L4 Acesseosssses
Tapizus X T.oiecananses bCesasadsannanans Gleesaanan Covronansnasansannssan
TCl | e e e e L s AG-

KY1
2850 260 270 280 280 300

sosilnsrifosmsluissfeesilEise s s esne feeaslmsas Prrssiliveea )
Equus X CCCATCCAGCCTCAGCCACCTCTGCACCCCATCCAGCCCCTGCCGECACAGCCACCTCIG

Equus ¥  .eesess Aicvsesasneas Assessvsessnseasns TossaResansns GiTevesisn
TapIizus X <ccevsccssscscasascans Gessssssssessesssssnsssssasasssassecnsses
Tcl “eissssescsssssssssaaa BGetdiananssasadaaanasanassasssannssananns
310 320 330 340 350 360
PP [PORIP DRSS [PUpaeot PRPSAPR) [PEEPN) [prstpey [POPeA [POGEp e
Equus X CCTCCGATATT-CCCCTTGCAGCCCTIGCCCCCTATGCTICCIGACQIGCCICTIGGARGE
Equus ¥ @ ... Revose Teasassensoss X o A o et m
Tapirus X ..cceceseas —esssssssssess CaacaResaCaiaissiosionsiasfesionaeesessn
TelT csemsinepase =i aieni0in @00 p CiroviaBeviCanin-erssesns
370

Equus X TTIGGCCAGCAACAGAACAN
Equus ¥ |=eecsmcccccccccae———
Tapizus X [icceescssoanssmmmmmn
Tecl =

Figura 7. Comparagdo da sequéncia de DNA de AMEL-X e AMEL-Y de Equus caballus,
AMEL-X de Tapirus terrestris e da sequéncia Tt-1. Quadros vermelhos indicam o local em
que os primers KY1 e KY2 se anelam em AMEL de 7. terrestris. Pontos indicam
similaridade com o nucleotideo tendo a sequéncia do topo da coluna como referéncia. Tragco

indica auséncia de um nucleotideo. Numero de acesso no GenBank para E. caballus AMEL-X
AB091793.1 ¢ 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 proximas a Ttl mostrado no sub-item anterior,
foram adicionadas também as sequéncias de trés ungulados que tiveram a sexagem realizada
com sucesso, a partir de DNA de amostras nao-invasivas, por meio dos primers KY1/KY2
segundo Brinkman & Hundertmark (2009). Foi evidenciado, por meio deste alinhamento
(Figura 8), que a delecdo existente no cromossomo Y de 4. alces, O. americanus e O.

sitkensis ndo existe no cromossomo Y de E. caballus, espécie proxima de 7. terrestris.
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Figura 8. Alinhamento de uma por¢do de AMEL de Equus caballus, Tapirus terrestris, Alces
alces, Oreamnos americanus € QOdocoileus hemionus sitkensis. Pontos indicam um
nucleotideo em comum com a sequéncia-referéncia (Equus X). Traco indica auséncia de um
nucleotideo em relacdo a sequéncia referéncia. O quadro preto mostra a delecdo em AMEL-Y
de A. alces, O. americanus e O. hemionus sitkensis, que nao é observada em AMEL-Y de E.
caballus. Os quadros vermelhos indicam os sitios de anelamento dos primers KY1 e KY2 em
T. terrestris e E. caballus. O sitio de anelamento de KY1 ndo foi encontrado nos cervideos
pois ndo possuiam sequéncia FORWARD disponivel que evidenciasse. Numero de acesso no
GenBank EU168871 (Tapirus X), AB091793 (Equus X), AB091794 (Equus Y), FJ434496
(Alces X), FJ434497 (Alces Y), Fl434492 (Oreamnos X), FJ434493 (Oreamnos Y),
FJ434490.1 (Odoc X), FI1434491.1 (Odoc Y).
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4.2.3. Primers SE47/SE48 na amplificacio do gene da amelogenina em 7. terrestris

Como mostra a Figura 5 do experimento 3, ndo foi obtida amplifica¢do consistente
com a utilizagdo dos primers SE originalmente desenvolvidos para bovinos (ENNIS &
GALLAGHER, 1994). Foram submetidas ao alinhamento as sequéncias de AMEL Ttl e as
sequéncias obtidas do GenBank de 7. terrestris, E. caballus e Bos taurus (Figura 9). A regido
de anelamento do primer SE47 em T. terrestris possui duas bases ndo complementares. A
regido de anelamento do primer SE48 ndo pode ser visualizada, pois a sequéncia de Bos
taurus disponivel no MEGABLAST nio se estendia até o ponto de seu anelamento. Como
pode ser observado na Figura 9, a dele¢do de aproximadamente 60 pb presente no
cromossomo Y utilizada para a identificacdo sexual em B. taurus estad presente em ambos os

cromossomos de E. cabalus (X e Y), bem como AMEL-X de T. terrestris.
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Figura 9. Comparacido da sequéncia de DNA de AMEL para as espécies Equus caballus,
Tapirus terrestris, Bos taurus ¢ regido de anelamento de SE47/SE48. O quadro vermelho
indica a regido de alinhamento do primer SE47. O quadro preto mostra a regido da dele¢do no
cromossomo Y de B. taurus, utilizada para a identificacdo sexual. Pontos indicam
similaridade com o nucleotideo da sequéncia-referéncia no topo da coluna. Traco indica
auséncia de um nucleotideo. Numero de acesso no GenBank AB091793 (Equus X),
AB091794 (Equus Y), EU168871 (Tapirus X), AB091789 (Bos X), AB091790 (Bos Y).
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A partir das sequéncias AMEL de A. alces, O. sitkensis, O. americanus, B. taurus, E.

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

construir a arvore (Figura 10) que ilustra a relagdo filogenética entre as espécies.

Tabela 3. Matriz de distancia genética entre 4. alces, O. sitkensis, O. americanus, B. taurus,
E. caballus e T. terrestris a partir das sequéncias AMEL X.

X Equus caballus X Tapirus terrestris X Bos taurus X Alces alces X Odoicoleus hemionus X Oreamnos americanus

X Equus caballus - - - -
X Tapirus terrestris 0.042 - - -
X Bos taurus 0.222 0.214 -
X Alces alces 0.229 0.237 0.061 -
X Odoicoleus hemionus 0.237 0.245 0.067 0.006
X Oreamnos americanu 0.229 0.222 0.048 0.024
94 |
96 |
100

Alces alces

Odocoileus hemionus sitkensis
Oreamnos americanus

Bos taurus

Equus caballus

Tapirus terrestris

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

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 padroniza¢do para a sexagem das antas, especialmente de
amostras ndo-invasivas, seria um grande avango para os estudos populacionais de 7.
terrestris, podendo ainda ser utilizados em outras espécies de antas. Em experimentos com
amostras sanguineas de 7. terrestris com primers de identificagdo sexual ja desenvolvidos
para Equus caballus (HASEGAWA et al., 2000), as amplificagdes ndo tiveram sucesso (A.
SANCHES, dados nio publicados).

Diante disso, buscou-se na literatura marcadores de identificagdo sexual para espécies
proximas da anta. Foi utilizado o par de primers desenvolvido para uma espécie de cervideo
(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 ¢ conservado entre espécies (LYNGSTADAAS et al.,
1990) e inclusive utilizado em estudos filogenéticos (DELGADO et al., 2005); o fragmento
amplificado ¢ relativamente curto (cerca de 220 pb) e, portanto, se mostra como uma
ferramenta promissora para analises genéticas ndo-invasivas.

Foram realizados 20 testes com o par de primers KY1/KY2. A banda de cerca de 220
pb, esperada para a por¢do do gene no cromossomo X era eventualmente amplificada. A
maior dificuldade estava na obten¢do do padrdo esperado nos machos (duas bandas). Dos
testes realizados, apenas um deles produziu amplificagdes um pouco mais proximas do
resultado esperado, especialmente para os machos, porém, com muitas bandas inespecificas.
Entretanto, em novos testes este padrdo ndo pode ser repetido. Quanto ao par de primers
SE47/SE48, em todos os testes realizadas, nenhum éxito foi obtido.

Apo6s a realizagdo de inumeros testes, a inconsisténcia e falta de repetibilidade das
amplificagdes mostraram a necessidade de confeccdo de primers especificos para
determinagdo sexual de 7. terrestris. Para tanto, um fragmento amplificado com sucesso em

um dos testes foi purificado e sequenciado. Com a sequéncia seria possivel verificar o motivo
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da inconsisténcia nas amplificagdes e se este marcador seria realmente eficaz na sexagem das
antas.

A alta similaridade encontrada entre a sequéncia gerada no presente estudo (Ttl) com
a sequéncia AMEL-X de T. terrestris e AMEL-X e AMEL-Y de E. caballus, conforme
analise no MEGABLAST, justifica a utilizacdo destas sequéncias como base para o
entendimento do insucesso na utilizagdo dos primers KY na sexagem das antas, bem como
para o desenho de primers especificos.

Foi possivel verificar com a analise dessas sequéncias que os primers KY apresentam
sitios de anelamento com 7. ferrestris, o que possibilitou gerar a sequéncia descrita no
presente estudo (Ttl).

O alinhamento de AMEL de Ttl com essas espécies proximas, especialmente com a
sequéncia AMEL-Y de Equus caballus, mostra que ndo existe diferenca entre as porgdes
amplificadas do cromossomo X e Y do gene da amelogenina para 7. terrestris e E. caballus,
explicando os resultados negativos encontrados na sexagem de machos na grande maioria dos
testes. Dentre essas espécies a delecdo esperada no cromossomo ndo existe como o que foi
relatado para as espécies de cervideos em Brinkman & Hundertmark (2009).

A banda adicional apresentada por um macho, observada em um Unico dentre os
inimeros testes possivelmente se tratava de uma amplificagdo inespecifica, visto que, a
estringéncia das reacdes era diminuida conforme o insucesso da sexagem dos machos. Esta
banda também foi purificada e seqiienciada, o que resultou em uma sequéncia com picos
duplos e com ruidos.

Entretanto, no sentido de verificar a regido em que se encontrava a delecdo do Y nas
outras espécies, as sequéncias nucleotidicas de AMEL-X e AMEL-Y das trés espécies de
cervideos 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 localizagdo da delecdo presente em
AMEL-Y nas trés espécies de cervideos, enquanto que em AMEL-Y de E. caballus essa
dele¢do ndo ocorre. Com base na proximidade de 7. ferrestris com E. caballus, tal dele¢do
também ndo deve existir para a anta.

Diante deste ultimo alinhamento ¢ possivel ainda verificar que a extremidade do
primer KY1 tem o sitio de alinhamento sobre o inicio de uma delecdo presente no AMEL-Y
de E. caballus. Este fato refor¢a a inconsisténcia na sexagem dos machos de antas com a

utilizagdo deste par de primers. A partir da identificacdo desta dele¢do no AMEL-Y de
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cavalo, verificou-se que este mesmo padrao se repetia em diferentes sequéncias de E. caballus
disponiveis no GenBank.

Quanto a SE47/SE48, o alinhamento de AMEL para as espécies Equus caballus,
Tapirus terrestris € Bos taurus evidencia que a dele¢do presente no cromossomo Y de B.
taurus apresenta-se também no cromossomo X de 7. terrestris € também nos cromossomos X
e Y de E. caballus. Observando a arvore filogenética produzida no MEGABLAST, como E.
caballus apresentou maior semelhanca com AMEL de T. terrestris, e também por estar mais
proximo filogeneticamente quando comparado com B. taurus, essa dele¢do provavelmente
estd presente também em AMEL-Y de 7. terrestris. Dessa forma, mesmo que estes
marcadores apresentassem alguma amplificacdo para fragmentos de 7. terrestris, haveria
erros na distingdo de machos e fémeas.

Frente a necessidade de marcadores para a determinacdo sexual da anta e aos
marcadores testados sem €éxito, essa deleco 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 7. ferrestris, porém nao produziram amplificacdo alguma. Estes

primers sao longos (30 pb) e ndo sdo perfeitamente complementares a 7. terrestris.

Figura 11. Sequéncia dos primers AMESC 1 e AMESC 2 especificos para Equus caballus. Os
pontos representam similaridade da sequéncia AMEL de 7. ferrestris com os nucleotideos do primer.
Letras em vermelho representam bases ndo complementares de 7. terrestris com AMESC 1 e 2. Letras
em azul representam inser¢do/delecdo de bases.

Com isso, um par de primers foi desenhado para a 7. ferrestris utilizando as mesmas
regides dos primers desenhados para cavalos. Porém, esse novo par de oligonucleotideos,
além da vantagem de ser especifico sendo perfeitamente complementar a 7. ferrestris, foi

desenhado com 20 pb cada um, facilitando a amplificacdo de DNA de amostras ndo-invasivas.
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Esses marcadores podem ser ferramentas promissoras em estudos genéticos populacionais,
fornecendo dados sobre a razdo sexual dos individuos da populagdo, auxiliando em planos de

manejo visando a conservacdo da espécie.
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6. CONCLUSOES FINAIS

v' O método de identificacdo sexual de Tapirus terrestris testado neste trabalho,
utilizando marcadores moleculares presentes nos cromossomos sexuais, sendo estes
especificos para espécies de bovinos (SE47/SE48), ndo apresentou sucesso em
nenhum dos testes realizados. Além disso, ainda que sua amplificacdo tivesse €xito
para T. terrestris, com base na utilizacdo de AMEL de E. caballus como referéncia ja
que ¢ sua espécie mais proxima, ndo existiria diferenga em tamanho entre os

cromossomos X € Y, como observada para os bovinos.

v O método de identificagdo sexual testado em 7. terrestris utilizando marcadores
moleculares desenvolvidos para a espécie Cervus nippon (KY1/KY2), ndo obteve
resultados positivos. A delegdo presente no cromossomo Y em cervideos utilizada

para identificar os machos, ndo ocorre em 7. ferrestris.

v" Com base nesses resultados foram desenvolvidos novos pares de primers especificos

para 7. terrestris.
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