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Apresentacao

Para facilitar a leitura deste trabalho, esta tese esta organizada em trés capitulos. Uma
introdugdo geral sobre os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), as
espécies estudadas e os objetivos do trabalho antecedem o primeiro capitulo da tese onde séo
apresentados a metodologia utilizada, resultados e discusséo, que serdo formatados para
submissao no periddico Immunogenetics. Estes resultados referem-se a anélise de variabilidade
em sistemas genéticos considerados importantes para a manutencéo de espécies (ameagadas
ou nao). Analisamos a variagdo de um gene de MHC em duas espécies de cetaceos que
ocorrem na costa brasileira e que se encontram ameagados em diferentes niveis. A
determinacdo desta variagdo e caracterizacdo das sequéncias génicas, sua comparagdo com
sequéncias descritas para outras espécies e sua assinatura de funcionalidade através da
comparagdo com sequéncias funcionais séo extremamente importantes para o entendimento,
mesmo que inicial, do status imunoldgico destas espécies. A observacdo de expressdo desses
genes através da andlise dos seus transcritos é uma ferramenta consideravelmente mais
robusta em se tratando de aspectos funcionais. No capitulo Il desta tese sdo apresentados os
resultados provenientes de dois eventos raros de obtengdo de amostras viaveis para a extragao
de RNA das duas espécies, que permitiram a observagdo da expressao do gene DQB (MHC
classe IlI) (manuscrito aceito para publicacdo no periodico Journal of the Marine Biological
Association of the United Kingdom- JMBA). No capitulo lll é descrito pela primeira vez o
cariotipo de toninha, Pontoporia blainvillei, o que s6 foi possivel através da utilizagdo de uma
técnica de cultivo celular a partir da cornea de exemplares recém-mortos, outro evento raro
considerando-se os registros de encalhes para o litoral do Rio Grande do Sul (manuscrito aceito
para publicagdo no periodico Journal of Heredlity). A formatagdo dos capitulos Il e Ill obdece as

normas dos periddicos nos quais foram submetidos.
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Resumo

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) é um sistema genético
reconhecidamente polimérfico em populagdes humanas. Em porgoes especificas dos genes que
compdem o MHC de populagbes humanas também foi evidenciada a agao da selegéo natural
em nivel molecular. Em varias espécies de vertebrados onde estes genes foram estudados
diferentes niveis de variacdo, composicao génica e organizacdo foram detectados, mantendo,
entretanto, as caracteristicas que os tornam tao interessante de ser estudados. Para mamiferos
marinhos, as questdes sobre a variagdo no MHC servem de pano de fundo para o entendimento
sobre o sistema imunologico destas espécies e suas particularidades em relagdo ao ambiente
marinho e a evolugdo destes genes em organismos nao-modelos. No presente trabalho, duas
espécies de cetaceos, a toninha ou franciscana (Pontoporia blainvillei) e a baleia-franca-austral
(Eubalaena australis), foram investigadas quanto aos niveis de variagdo no gene DQB1 do
MHC. O segundo exon da cadeia beta do gene DQ foi amplificado em 25 amostras de toninha e
18 amostras de baleia franca. Os fragmentos de 212pb (pares de base) resultantes do processo
de amplificagdo foram clonados e, tiveram analisados por seqienciamento 171pb
correspondentes ao sitio de ligagdo ao peptideo antigénico (PBR). Uma amostra de toninha e
um par mae-filhote de baleia-franca-austral foram analisadas quanto & expresséo do gene DQB
a partir de amostras de pele. A evidéncia de sele¢édo natural a nivel molecular nesta porgéo do
gene é confirmada por um excesso de substituicdes ndo sinbnimas em relagdo as substituicdes
sinbnimas (em um contexto de neutralidade as substituices sin6nimas acumulam-se na mesma
taxa de mutagdes) através da razéo dy (ndo sinbnimas) e ds (sinénimas). Para confirmar os
desvios da neutralidade (Ho= dw/ds=1), foi usada a estatistica z. Os valores de dn/ds para
toninha e baleia-franca-austral foram, respectivamente, dn/ds = 2,32 (p=0,014) e dn/ds=3,75 (p=
0,001). Estes valores, as caracteristicas das sequéncias e a evidéncia de expressdo desses
genes na pele de cetaceos estdo de acordo com os pressupostos de sele¢ao positiva para esta
regido do gene e sugerem funcionalidade para estes genes nestas duas espécies. Ha
evidéncias de mais de uma cdpia do gene para baleia-franca-austral. Foram descritos 6 alelos
para toninha e 17 alelos para baleia-franca-austral sendo que um dos alelos é compartilhado
entre as duas espécies, sugerindo que essa linhagem alélica é anterior a divergéncia entre
odontocetos e misticetos. Paralelamente a este trabalho, o cariotipo de toninha foi descrito
através de um processo de cultivo celular a partir da cérnea de dois exemplares recém-mortos.

Seu nimero cromossdmico 2n=44 corrobora a estabilidade cariotipica descrita para cetaceos.
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Abstract

The Major Histocompatibility Complex is a highly polimorphic genetic system described to
human populations. It is clear that a particular region from these genes is under natural selection
which results in different patterns of variation from those expected under neutrality. In other
vertebrates these genes were studied, these special characteristics seems to be preserved
despite specific genomic organization and variation levels. In marine mammals, questions
adressed to MHC molecular variation are focused in questions concerned on environmental
restrictions and molecular evolution in non-model organisms. In the present study, two marine
mammal species were surveyed concerning genetic variability using the gene DQB exon 2.
Samples from 25 franciscana dolphins (Pontoporia blainville)) and 18 southern right whales
(Eubalaena australis) were used to amplify a 212bp (base pair) fragment from DQB exon 2. The
171bp resulting fragment was sequenced and analized in relation to the molecular level
evidence of selection. Rates of nonsynonymous (dy) and synonymous (ds) base pair substitution
and departures from neutrality for dn/ds (z statistics) were calculated. For both species
examined, molecular evidence of selection was confirmed. The dn/ds ratios to franciscana and
southern right whale were 2.32 (p=0.014) and 3.75 (p=0.001), respectively. These values,
combined to data on DQB gene expression in franciscana and southern right whale skin and less
restrictive aminoacid usage in both species, suggest a functional signature to sequences
cetacean derived. Additionally, 6 alleles were described to franciscana dolphins and 17 to
southern right whales. One more evidence of selection acting in this particular genomic region is
provided from the fact that both species share one allele, suggesting that this allelic lineage was
present before the splitting between mysticeti and odontoceti. To provide addtional information
on franciscana dolphins the karyotype of P. blainvillei is presented. The karyotype was obtained
from corneal culture of two dead animals. The diploid number 44 confirms the clear prevalence of

this pattern among cetaceans.
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1. Introdugao Geral

1.1 O complexo principal de histocompatibilidade, MHC.

Peter Alfred Gorer (1907-1961) patologista, imunologista e geneticista inglés, tém seu
nome frequentemente ligado a um dos sistemas genéticos mais complexos e intrigantes do
genoma de vertebrados. Um sistema que, a principio, foi investigado e identificado néo tanto
pela fungéo bioldgica exercida pelos seus componentes na regulagéo do sistema imunolégico
(estes, uma rede intrincada de genes que aos poucos foram sendo revelados paralelamente ao
desenvolvimento de novas tecnologias), mas por problemas relacionados aos métodos de
transplantes de tecidos, pratica que comecava a tornar-se comum no inicio do século 20. Este
pesquisador € apontado como o precursor dos debates sobre funcionalidade dos genes
envolvidos em resposta imunologica, especialmente os genes do Complexo Principal de
Histocompatibilidade, 0 MHC (Amos, 1986).

A importancia da pesquisa de Gorer para o entendimento dos processos imunolégicos,
por vezes é sobrepujada pelo cerne de seu trabalho, que centrou-se nos processos envolvendo
transplante tecidual e rejeicdo. De fato, ao descrever o colega inglés no Biographical Memoirs of
Fellows of the Royal Society, em 1961, P. B. Medawar foi enfatico: “His position in science is not
difficult to define: he was the world’s foremost authority on serology and serological genetics of
tissue transplantation”. (Medawar, 1961). A descoberta em 1936 de um “sistema envolvido no
controle de rejei¢do tecidual’, o complexo H-2 de camundongos, ndo péde descortinar, na época,
a complexidade e fascinio intrinsecos a este complexo de genes que vem sendo desde entéo,
sem duvida, a regido mais intensamente estudada no genoma de vertebrados.

Em 1972, concordava-se que esta era uma regido bastante estudada e o significado
evolutivo deste sistema (H-2 em camundongos e HLA em humanos) ja despertava um intenso e
interessantissimo debate que perdura até os dias atuais: a agdo da sele¢do natural favoravel a
variagdo nos genes que compdem esta regi@o, e que estdo diretamente ligados a resposta
imunoldgica. Os altos niveis de polimorfismos ja eram aceitos na época, mesmo com apenas
dois grupos de antigenos reconhecidos para humanos (LA e 4) compreendendo poucos genes
(Bodmer, 1972).

Em 1999, foi possivel descrever pela primeira vez o grau de complexidade desta regiéo
no genoma de humanos (MHC Sequencing Consortium, 1999). O consércio de pesquisa que
culminou com a publicagdo do mapa da regido de genes de MHC mais completo até entéo, usou
sequéncias derivadas de um grupo de individuos que nao tinham sido caracterizados quanto aos

seus genes HLA. Este mapa compreende uma regido do brago curto do cromossomo 6 de



humanos de 3,6 megabases (Mb) de DNA, com 224 locos distribuidos em cerca de 2,5 unidades
de mapa. Dentre estes 224 genes descritos, a predicdo de expresséo € de 57% (128 genes
expressos). Embora a organizagao e contetido desta regido de MHC sejam comumente aceitos,
também é senso comum que este mapa é considerado um mosaico (Horton et al., 2004).

O mapa mais completo da regido de MHC de humanos é descrito em Horton et al.,
(2004). Os autores apresentam uma compilagdo de todos os genes e anotagbes de genes
descritos por seqiienciamento, com fungdo conhecida ou predita por comparagdo, com uma
detalhada descricdo de genes classicos e nao-classicos de MHC, suas relagdes de paralogia
dentro do genoma, genes ortélogos e discussdes sobre origem e duplicagdo destes genes. A
regido estendida de MHC ou xMHC (extended MHC) comporta um grande nimero de genes
(421 locos, dentre os quais 252 genes preditos expressos, 139 pseudogenes) organizados de
forma contigua em uma regido de 7,6 Mb no brago curto do cromossomo 6 de humanos, com
orientagéo teldbmero — centromero. (Figura 1). A regido dos genes de MHC de classe Ill é a
mais densa da regido de MHC e do genoma humano (58 genes expressos, correspondendo a
23% dos genes totais). Os genes classicos de MHC (classe | e Il) estao distribuidos em forma de
grupos (clusters), sugerindo uma vantagem funcional (co-expressdo de genes fisicamente
ligados como HLA-DQA1 e HLA-DQB1 em quantidades apropriadas para montagem da molécula
de MHC de classe Il). Credita-se ao processo de duplicagéo a origem deste excessivo numero
de genes paralogos nesta regido e no restante do genoma (Rached et al., 1999; Yeager &
Huges, 1999; Kumanovics et al., 2003; Horton et al., 2004).

A duplicagdo génica e periodos de contragdo e expansdo entre os genes de MHC
classicos sdo processos apontados para explicar o grande numero de genes parélogos nesta
regido, provavelmente como uma resposta a demanda de variagdo patogénica (Horton et al.,
2004). O modelo mais aceito para explicar a origem destes genes é o de ciclos de
contragdo/expansdo, chamado “birth-and-death™ um Unico gene ancestral sofre varios eventos
de duplicagdo gerando novas copias (birth), que ao sofrer mutagdes podem ser deletadas
(death) ou assumir diferentes estados de funcionalidade, como esperado para genes paralogos.
Estes estados séo classificados como estado ndo-funcional (pseudogenes), estado de uma nova
funcdo (adquirem novas fungdes) ou um estado de sub-fungéo, onde os genes duplicados com
multiplas funcdes divergem por perda reciproca de fungdo (Kumanovicz et al., 2003; Horton et
al., 2004).
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Figura 1. Representagdo da regido estendida do complexo principal de
histocompatibilidade. A disposicdo dos genes que compdem a regido esta representada por cores. Na
regido azul claro estdo dispostos os genes que compdem a regido classica de classe Il (os genes HLA-DR, DP e
DQ estao representados por retdngulos vermelhos). Na regido laranja claro estdo dispostos os genes de classe |
(os genes classicos e ndo classicos estdo identificados por retangulos verdes). Para detalhes sobres os demais
genes que compdem a regido estendida acessar 0 enderego eletrdnico www.nature.com/nrg
Iposter/MHCmap/index.html.



A despeito desta expansao do numero de genes que compdem a regido de MHC, suas
variadas funcbes e seu envolvimento direto ou ndo nos processos imunolégicos, os genes
classicos de MHC de classe | e Il mantém-se reconhecidamente importantes para a modulagao
da resposta imunolégica. Para um entendimento extremamente simplificado sobre o
funcionamento do sistema imune, deve-se considerar a atuagdo de células capazes de
responder de modos diferentes a substancias imunogénicas. Dentre estas células, os linfécitos
(linfocitos B e T) e seus produtos exercem o papel principal na resposta imune adaptativa (Abbas
etal., 2000).

Os linfécitos B reconhecem antigenos na sua forma nativa, através de seus receptores
de superficie celular (imunoglobulinas), e na fase efetora da resposta, secretam anticorpos. A
diferenciagdo celular que culmina na fase efetora da resposta € desencadeada pela sinalizagao
das células T as células B. Esta etapa de sinalizagéo, por sua vez, ocorre quando as células T
reconhecem os antigenos através de seus receptores de superficie (T Cell Receptor). E neste
ponto que os produtos dos genes de MHC atuam de modo fundamental, pois diferentemente das
células B, os linfécitos T sdo capazes de reconhecer antigenos apenas quando estes lhe sao
devidamente apresentados. A apresentagéo neste caso envolve moléculas de superficie celular
codificadas por genes do MHC, que carregam para a superficie das células peptideos
processados no interior destas, provenientes da internalizacdo de antigenos (antigenos
exogenos) ou de antigenos produzidos dentro da célula hospedeira (antigenos enddégenos).
Essas moléculas sdo expressas na superficie de células nucleadas (todas as células nucleadas
do organismo), especializadas ou ndo no processo de apresentacdo. No caso de células
especializadas, podem ser citadas as células dendriticas, células de Langerhans, macréfagos e
células B (Janeway & Travers, 1997; Abbas et al., 2000).

Este reconhecimento especifico da molécula de MHC ligada ao peptideo antigénico foi
primeiramente descrito em 1974 por Zinkernagel e Doherty. Estes dois autores demonstraram e
definiram o funcionamento do sistema imunolégico como sendo “MHC restricted”, ou seja, uma
célula T sé é capaz de reconhecer uma célula infectada quando na superficie desta ha a
combinagédo de moléculas de MHC e peptideos antigénicos. Embora as bases moleculares deste
mecanismo nao tenham sido esclarecidas pelos autores, a idéia de que a manutengdo da
resposta imunoldgica esta restrita a0 MHC garantiu a este sistema genético o status de
responsavel pela definicdo de montagem ou ndo da resposta imunoldgica. De fato, varios
trabalhos apontam as moléculas do MHC como o centro da resposta imune adaptativa de
mamiferos, passaros e provavelmente de todos os vertebrados (Ohta, 1991; Slade, 1992; Page
& Holmes, 1998; Meyer & Thomson, 2001; Meyer et al., 2006).



A natureza e as vias de processamento dos antigenos (citosolica ou vesicular) definem a
que classe de moléculas de MHC os mesmos serao ligados (classe | ou classe Il). Antigenos
enddgenos e peptideos proprios sdo processados no citosol por um grande complexo de
proteases antes de serem transportados para o reticulo endoplasmético (Janeway & Travers,
1997), onde se d& a ligagdo dos peptideos antigénicos a molécula de MHC classe I. O
reconhecimento do complexo “molécula MHC classe | + peptideo antigénico” é feito por células T
citotoxicas (CD8+), que ao reconhecerem o peptideo ligado a0 MHC como n&o-préprio sao
estimuladas a eliminar diretamente a célula infectada. Antigenos exdgenos sao internalizados e
processados em vesiculas endossomais e lisossomais, adquirindo propriedades estruturais que
tornam os peptideos antigénicos resultantes deste processo aptos a ligarem-se a fenda peptidica
da molécula de MHC classe Il (Abbas et al., 2000). O reconhecimento deste complexo, por sua
vez, é realizado por células T helper (CD4+), que sinalizam as células B, estimulando a
diferenciagdo destas para a secregéo de anticorpos.

A maioria dos locos contidos nesta regido esta direta ou indiretamente envolvida na
apresentacdo de antigenos as células T e subseqiente iniciacdo da resposta imunoldgica. Das
trés principais classes de genes que compbem esta regido, apenas os genes de classe Il ndo
estdo associados a fungdes classicas de apresentagao. A regido de MHC classe | contém genes
que codificam as moléculas classicas de MHC classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) enquanto que a
regido de classe Il inclui genes que codificam moléculas importantes para os mecanismos de
processamento (TAP1, TAP2, LMP2, LMP7 e DM) além das classicas de classe Il: HLA-DP,
HLA-DQ e HLA-DR (Harding, 1997).

Os genes MHC classe | e MHC classe Il codificam dois grupos de proteinas homélogas
mas estruturalmente distintas, sendo os genes mais altamente polimérficos do genoma de
humanos, camundongos e de um grande numero de espécies de vertebrados analisadas (The
MHC consortium, 1999; Abbas et al., 2000, Horton et al., 2004).

As moléculas de MHC classe Il sdo heterodimeros formados por duas cadeias
transmembrana, as cadeias alfa (o0 ou A) e beta (B ou B), e a estrutura da molécula s6 se
mantém estavel durante o processo de transporte e ancoragem na superficie celular através da
ligacdo de um peptideo na fenda formada pelas duas cadeias (Harding, 1997).

Os genes do MHC séo reconhecidamente um sistema genético altamente polimérfico. O
elevado grau de polimorfismo, caracterizado pela longa persisténcia de algumas linhagens
alélicas e grande numero de diferengas de nucleotideos entre alelos, foi confirmado em
humanos, camundongos e outros vertebrados (Huges & Nei, 1989; Satta et al.,1994). Meyer &

Thomson (2001) analisaram populagdes humanas baseados em modelos de sele¢do para a



regido de MHC e as compararam as predicdes de modelos neutros. Nesta comparacao, todos os
indices de variagdo desviam-se do esperado para modelos que assumem a neutralidade e
corroboram o que havia sido proposto anteriormente para explicar os niveis de variabilidade: 1)
poucos alelos s&o raros e muitos foram encontrados em freqliéncias similares em varios estudos
populacionais; 2) as diferengas encontradas entre as sequiéncias de MHC s&o proporcionalmente
muito maiores que os demais genes nucleares amostrados, cuja proporgdo média de diferengas
é em torno de 0,1% (e.g. 3,2% para o loco HLA-A); 3) o nimero de alelos encontrados nas
populagdes é baixo, mas ainda assim é maior que o esperado sob condigdes de neutralidade
(independente do tamanho populacional e das taxas de mutagdes).

As andlises dos produtos destes genes demonstram que a variabilidade parece
restringir-se a por¢do N-terminal da molécula, onde o peptideo antigénico é ancorado. Nesta
porgdo, os residuos mais altamente polimorficos séo encontrados no PBR (Peptide Binding
Region), sitio de ligagéo codificado por parte do segundo exon dos genes A e B de classe Il (que
codificam as cadeias alfa e beta, respectivamente).

A origem e principalmente a manutengéo do polimorfismo descrito para as sequéncias
dos genes de MHC tém sido motivo de grande interesse e controvérsia. Dentre os modelos de
selecdo balanceadora mais aceitos para explicar a alta diversidade de seqUéncias, a vantagem
ao heterozigoto é freqlentemente apontada como causa, uma vez que conferiria uma maior
capacidade de resposta frente a enorme diversidade de patdégenos e estratégias desenvolvidas
por estes para evadir o sistema imune. Neste modelo, a vantagem dos individuos heterozigotos
em relagcdo aos homozigotos reside no fato de portarem dois alelos diferentes potencialmente
capazes de efetivar a apresentagdo de antigenos. Juntamente a este mecanismo, a freqiiéncia
dependente de selecdo e a selegdo flutuante (fluctuating selection) compdem o painel de
processos que explicam a selegéo dirigida por patégenos (Meyer & Thomson, 2001). Estes dois
processos baseiam-se em flutuagdes das freqliéncias alélicas e de disponibilidade de patogenos,
mas diferem em seus principios basicos. Enquanto que a freqliéncia dependente de selegdo
gera um processo ciclico onde a freqiéncia dos alelos flutua em relagéo a capacidade adaptativa
dos antigenos, assumindo um modelo onde a vantagem depende da minoria (um alelo raro tem
um fitness aumentado na medida em que poucos patégenos tenham sido expostos a molécula e,
portanto, tenham se adaptado a este novo cenario), a sele¢do flutuante baseia-se no
pressuposto de que a freqiéncia dos patégenos muda constantemente. Desse modo, a sele¢éo
de diferentes moléculas de MHC se da em diferentes tempos, sem restricbes a frequiéncia dos

alelos em uma populagao (Pages & Holmes, 1998; Meyer & Thomson, 2001).



Outro modelo proposto para explicar os altos niveis de diversidade para o MHC diz
respeito aos mecanismos reprodutivos, como reconhecimento e escolha de parceiros sem
compartilhamento de alelos MHC em camundongos, registros de abortos esponténeos para
mulheres compativeis com o MHC do feto, registros de infertilidade e baixa motilidade dos
espermatozdides para espécies de felinos cuja homogeneidade genética no MHC tenha sido
dectada (O'Brien et al.,1986; Hill et al., 1992; Jordan & Bruford, 1998). Entretanto, a validade
destes pressupostos demanda um maior numero de estudos para corrobora-los.

Alguns trabalhos importantes estabelecem uma prevaléncia da taxa de substituico de
nucleotideos nao sindnima sobre a sindénima nesta regido, tanto para moléculas de classe |
quanto para as de classe Il (Huges & Nei, 1988; 1989; Paterson, 1998), o que representaria um
aspecto importante da manutencdo do alto nivel de polimorfismo descrito para estes genes
(Satta et al., 1994).

Grande parte do conhecimento adquirido sobre a estrutura, funcionalidade, variabilidade e
evolugéo dos genes do MHC advém de estudos voltados a populagdes humanas, dada a sua
importancia nos processos imunoldgicos. Entretanto, o conhecimento sobre esses genes em
outras espécies de vertebrados tem aumentado nesta ultima década.

Para avaliar o nivel da variabilidade das moléculas de MHC nas duas espécies alvo de
mamiferos marinhos do presente projeto foi selecionado o loco DQ. Em humanos, a regidao HLA-
DQ é constituida de um par de genes funcionais diretamente envolvidos na apresentagdo de
antigenos (DQA1 e DQB1), um par no funcional, mas com regides codificadoras intactas (DQA2
e DQB2) e o pseudogene DQB3 (The MHC consortium, 1999; Horton et al., 2004).

O segundo exon do gene DQB1, que codifica parte do dominio 1 da cadeia beta das
moléculas de classe Il e que inclui o PBR, tem sido selecionado para um grande nimero de
andlises, levando em consideragdo o alto grau de polimorfismo descrito para primatas e uma
variedade de outras espécies terrestres (Hoezel et al., 1999). Virtualmente, todo o polimorfismo
de seqliéncia de nucleotideos dos genes de classe | e Il esta localizado no exon que codifica a
porcdo da molécula que se liga ao antigeno (segundo exon), sendo que para os trés locos de
classe Il, o polimorfismo é significativamente mais alto para o segundo exon das cadeias beta
(Gyllensten et al.,1990; Janeway & Travers, 1997; Horton et al., 2004).

Em humanos, estdo descritos 906 alelos para a regido de MHC classe Il (MHC classico),
assim distribuidos: DRA=3, DRB1=544, DRB2= 84, DQA1=34, DQB1=90, DPA1=24, DPB1=127

(www.anthonynolan.org.uk/HIG, acessado em abril de 2008), e muitas das espécies de

mamiferos analisadas, principalmente primatas, ungulados e roedores apresentam altos niveis

de polimorfismo para este e demais locos do MHC (Murray, 1997; Gauderi et al., 2000; Cutrera &



Lacey, 2007). Entretanto, os niveis de polimorfismo mostraram-se variaveis em analises
comparativas entre diferentes espécies de vertebrados.

Andlises referentes aos genes DQB também demonstram variagcdo em relagéo ao numero de
alelos identificados nas espécies estudadas. Murray (1997) identificou nove alelos para a baleia
franca do norte (Eubalaena australis), cinco alelos para beluga (Delphinaterus leucas) e um alelo
para o narval (Monodon monoceros). Hoelzel e colaboradores (1999) identificaram oito alelos
para o elefante marinho do sul (Mirounga leonina) e apenas dois alelos para o elefante marinho
do norte (Mirounga angustirostris). Yang e colaboradores (2005) identificaram 43 alelos entre 18
golfinhos Baiji (Lipotes vexilifer), espécie de cetaceo considerada funcionalmente extintam em
2008. Este grande numero de alelos sugere a duplicacdo do loco DQB nesta espécie. A
duplicagéo deste loco também foi detectada em baleia-franca-austral (Eubalaena australis), € o
nivel de variacéo detectado para esta espécie e para outras espécies de misticetos investigados
foi relativamente alto (ver Baker et al., 2006). Para o boto rosa da Amazonia (género Inia) foi
identificado apenas um alelo para cada uma das espécies amostradas (/nia geoffrensis e Inia
boliviensis), mas essa restricdo em numero € proporcional ao nimero de individuos amostrados
(duas amostras de Inia geoffrensis e uma de Inia boliviensis)(Martinez-Agiero et al., 2006).

Ao analisar comparativamente a variacéo total do MHC, alguns fatores devem ser levados
em consideragdo, como a histéria evolutiva de cada grupo em questdo, o grau de
relacionamento entre as espécies em comparagdo (mais ou menos proximas) e os niveis de
variagao observados para varios locos de MHC em uma mesma espécie (Murray, 1997).

A despeito da grande variagdo descrita para diferentes espécies, em relagdo a mamiferos
marinhos verificou-se a ocorréncia de niveis de polimorfismos mais baixos, comparativamente a
mamiferos terrestres. Diferentes autores encontraram niveis de polimorfismo significativamente
baixos para os locos do MHC (classe | e Il) em mamiferos marinhos (Trowsdale et al., 1989;
Murray et al., 1995; Slade, 1992; Hoezel et al., 1999). Uma das hipéteses para explicar essa
diferenga em relagcdo a mamiferos terrestres diz respeito ao ambiente. O conceito de que as
caracteristicas do ambiente aquatico refletem-se no sistema imunolégico de mamiferos marinhos
tem tido uma crescente aceitagdo nesta ultima década. Considera-se igualmente provavel que
mamiferos marinhos apresentem caracteristicas imunoldgicas exclusivas, como um reflexo das
adaptacbes necessarias a sobrevivéncia neste habitat. Adaptagbes que, tanto podem estar
relacionadas a gama de patégenos disponiveis neste ambiente, quanto aos mecanismos que
mantém o funcionamento do sistema imune a despeito dos extremos fisiolégicos aos quais estas
espécies estdo submetidas (baixas temperaturas, alta presséo, disponibilidade de oxigénio), que

tem se mostrado imunossupressores em outras espécies (King et al., 2001). Uma questao



bastante importante a respeito das diferengas fisioldgicas as quais estas espécies sdo
submetidas é o carater funcional dos produtos dos genes de MHC. Recentemente, Zabka et al.,
(2003) caracterizaram e descreveram a estrutura e a composigéo celular da epiderme e derme
de Tursiops truncatus (golfinho-nariz-de-garrafa). O trabalho destes autores demonstrou pela
primeira vez, por imunohistoquimica, a expressdo de genes de MHC de classe Il na pele de
cetaceos, sugerindo que estes genes mantém sua fungéo neste grupo de mamiferos. A analise
da expressao do gene DQB em pele das duas espécies de cetaceos investigados no presente
trabalho € apresentada no capitulo Il desta tese.

Yukhi & O’Brien (1990) sugerem que variagbes no MHC de mamiferos permitem
consideragdes sobre o histérico geral destas populagdes, uma vez que a baixa variabilidade
detectada para algumas espécies seria um reflexo de processos como contragdo demografica e
endocruzamento. As espécies de felinos analisadas pelos autores em um trabalho prévio, cuja
uniformidade genética foi detectada para os genes de MHC classe |, demonstram um alto grau
de mortalidade juvenil, espermatozdides anormais e aumentada suscetibilidade a determinados
agentes patoldgicos, efeitos fisiologicos deletérios gerados por endocruzamento.

A baixa variabilidade do MHC descrita para mamiferos marinhos pode, portanto, ser
considerada como um indicativo importante da historia natural destas populagées, refletindo
eventos de perda de variabilidade genética em algum momento de sua histéria evolutiva, sendo
util, por exemplo na orientacdo de planos de manejo para espécies ameagadas. E importante
avaliar cuidadosamente os niveis de variabilidade genética, destinando atencdo especial a
sistemas importantes para a manutengéo das espécies, como tem sido sugerido para os genes

do MHC, e obter dados que possam esclarecer o funcionamento deste sistema genético.



1.2 Cariétipo

Dentre as informagdes genéticas basicas mais importantes sobre uma espécie, o
contetdo de DNA e sua organizagdo dentro das células € um dos primeiros objetivos a ser
alcangado para o direcionamento de pesquisas futuras. Essas informagbes sdo Uteis, por
exemplo, na orientagao de projetos genoma, onde a distribuigéo, disposigéo dos genes e numero
de cromossomos permite uma anotagéo de seqiiéncias mais precisa.

Do mesmo modo, a caracterizagdo da regido onde um gene ou grupo de genes esta
inserido em relagdo a organizagdo cromossdmica (i.e. mais ou menos condensada) e a
densidade de genes, permite inferéncias sobre o padrdo de expressdo desses genes. Um
exemplo disto é a regido do brago curto do cromossomo 6 de humanos onde estdo localizados
os genes de MHC, identificada por métodos de bandeamento simples. Os genes de MHC
localizam-se em uma regido de banda R (reversa) cuja caracteristica de menor condensacéao
permite inferir tratar-se de uma regido de atividade transcricional elevada (Kumanovics et al.,
2003).

A citogenética € um ramo da genética classica que permite a obtengdo destas informagoes
de uma maneira bastante elegante e precisa, e vem sendo utilizada desde os primordios da
genética moderna, mantendo-se robusta na qualidade de dados gerados.

Paralelamente aos estudos de variabilidade genética em populagdes de espécies
ameagadas, estudos comparativos usando o cariétipo de cetaceos tém-se mostrado importantes
para o estabelecimento das relagbes filogenéticas e evolutivas entre grupos relacionados aos
mesmos (Bielec, et al., 1997), para definicdo de estoques populacionais (Stock, 1981) e ainda,
como uma ferramenta importante para projetos futuros de mapeamento genético e comparagao
gendmica intra e interespecificas. O numero cromossémico de toninha (Pontoporia blainvillei,
Gervais & D’Orbigny, 1844) foi descrito pela primeira vez no presente trabalho, e sua
caracterizacdo e implicagbes evolutivas para a espécie sdo discutidas com mais detalhes no

capitulo Il desta tese.
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1.3 Breve histérico e descrigao das espécies

1.3.1 A toninha

A toninha ou franciscana, Pontoporia blainvillei (Gervais & D’Orbigny, 1844), é uma espécie
de pequeno cetdceo cuja distribui¢éo € restrita a regido costeira central do Oceano Atlantico Sul
Ocidental, ocorrendo na costa da Argentina, do Uruguai e do Brasil (figura 2).

Esta espécie de pequeno porte, com registros de comprimento maximo variando entre 174
cm para fémeas e 158 cm para machos, possui habito essencialmente costeiro, ocorrendo
dentro de 25-30 milhas nauticas da costa, com marcada preferéncia por adguas turbidas com
menos de 35 metros de profundidade, embora j& tenham sido registrados animais em aguas
com até 50 metros de profundidade (Pinedo et al., 1989; Secchi et al., 2000; Danilewicz, 2000)

No litoral do Rio Grande do Sul nédo foram identificadas diferengas significativas em
relagdo a ocupagdo de habitat no que diz respeito a profundidade (e.g. faixa etéria, tamanho,
sexo ou condigdo reprodutiva), nem tampouco evidéncias de movimentos sazonais de grande
escala (migragdes), sabendo-se muito pouco sobre deslocamentos diarios da espécie
(Danilewicz, 2000). Ainda, a partir de amostras obtidas no litoral do Rio Grande do Sul, foi
possivel observar que a espécie reproduz-se sazonalmente, e ao final de um periodo de
gestacdo de 11 meses o nascimento de um Unico filhote por fémea se da entre os meses de
outubro e fevereiro. Os filhotes nascem com um tamanho médio de 73 c¢cm e o periodo de
lactacdo estende-se por cerca de 8-9 meses. Estima-se que as fémeas possam gerar de 5a 9
filhotes durante toda a sua vida, considerando o inicio da maturidade sexual (entre 0 3° e 0 5°
ano de vida, sem diferenga significativa para machos e fémeas) e a estimativa de longevidade
para espécie, que é aceita em torno de 15 anos (Kasuya & Brownell, 1979; Brownell, 1984;
Danilewicz, 2003).

Os registros tradicionais acerca da distribuicdo geografica desta espécie estendem-se
desde a localidade de Itaunas (18°25’S) norte do Espirito Santo, Brasil (Moreira & Siciliano,
1991), até Golfo Nuevo (420°35’S, 64°48'W), na Patagbnia Argentina (Crespo et al., 1998).
Entretanto, evidéncias de uma distribuicdo descontinua vém sendo apontadas por diferentes
autores.

O primeiro trabalho que demonstrou haver diferengas morfologicas entre exemplares
encontrados no norte e no sul da distribui¢do da espécie baseou-se em dados osteoldgicos e
morfométricos para apontar duas formas geograficas para a toninha: uma de tamanho menor
distribuindo-se do estado de Santa Catarina até o Espirito Santo e outra de tamanho maior, do
Rio Grande do Sul até a Argentina (Pinedo, 1991).
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Fotos: Daniel Danilewicz/Arquivo GEMARS

Figura 2. Toninha ou franciscana, Pontoporia blainvillei. A) Filhote encontrado no litoral norte do
Rio Grande do Sul. As amostras provenientes deste individuo foram utilizadas nos trabalhos apresentados nos
capitulos Il e Il desta tese. B) Procedimento de coleta de amostras de um individuo adulto encalhado no litoral

norte do Rio Grande do Sul.
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Secchi et al. (1998) conduziram a primeira analise genética sobre a espécie, analisando 476
pares de base (pb) da regido controladora do DNA mitocondrial de amostras das duas formas
geogréficas sugeridas por Pinedo (1991). N&o foi observado o compartilhamento de haplétipos
entre as amostras do Rio de Janeiro (forma norte) (n=10) e do Rio Grande do Sul (forma
sul)(n=10), suportando a hipotese de ocorréncia de duas formas ao longo da sua distribuicéo.

Trabalhos adicionais realizados para identificacdo da estrutura populacional através da
analise de DNA mitocondrial (Lazaro et. al., 2004) estdo em concordancia com a existéncia de
pelo menos duas populagdes ao longo da distribuicdo de toninha: uma ao norte (Rio de Janeiro)
e outra ao sul (Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina).

O primeiro estudo sobre a variabilidade genética utilizando um gene de MHC como
marcador molecular para toninha e mais duas espécies de mamiferos marinhos da costa do Rio
Grande do Sul foi conduzido por Heinzelmann (2001). Neste trabalho, a autora sugeriu niveis
muito baixos de polimorfismo para o segundo exon do gene DQB de MHC classe Il de toninha.
As andlises foram conduzidas com amostras provenientes de trés pontos da distribui¢do
geografica da espécie: Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Argentina. Os dados gerados por
PCR-SSCP (Polymerase Chain Reaction - Single Strand Conformation Polymorphism) neste
trabalho levaram a autora a sugerir ainda, auséncia de variabilidade para o norte da distribui¢do
(Rio de Janeiro), mas diferentemente dos trabalhos anteriores, ndo foi possivel distinguir
geneticamente esta populagéo das demais amostradas.

Os dados gerados para as amostras do Rio Grande do Sul e da Argentina sugerem
variabilidade de alelos, sendo maior no extremo sul da distribuicdo da espécie. A partir destas
observagdes, a autora propds um modelo onde a populagao da Argentina estaria representando
um centro de diversidade genética, sendo mais polimérfica que as populagdes marginais.

Entretanto, ndo foi possivel analisar precisamente estes alelos nas trés populagbes em
relacdo as suas freqliéncias e variabilidade inter-populacional, pois a amplificacédo de outra
regido que nao pbdde ser identificada por seqlienciamento além do segundo exon do gene
DQBY1, dificultou as analises de SSCP.

Ott (2002) analisou amostras de toninha ao longo de toda a sua distribuicdo geografica,
utilizando marcadores do tipo microssatélites e DNA mitocondrial. Neste trabalho ficou evidente
que a estrutura populacional da espécie é bem mais complexa que o modelo de duas formas
(norte e sul) proposto anteriormente. Os resultados indicaram a ocorréncia de pelo menos trés
unidades geneticamente distintas, a saber: 1) Rio de Janeiro, 2) Sdo Paulo e Parana, e 3) sul de
Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina, sugerindo ainda uma subdiviséo nesta

Ultima, separando a populagcdo da Argentina das demais. O autor identificou uma menor

13



diversidade genética para a regido sudeste do Brasil e indica niveis semelhantes aos
encontrados em outras espécies de pequenos cetaceos de ampla distribuicdo para as demais
regides amostradas. Entretanto, 0 mesmo aponta o limite no tamanho amostral para o sul de
Santa Catarina, como um ponto a ser melhor considerado nestas analises.

A preferéncia por um habitat marinho costeiro e as caracteristicas do seu ciclo de vida tem
colocado em risco a conservagdo da espécie em decorréncia da pressdo exercida pelas
operacdes de pesca e a vulnerabilidade deste ecossistema a degradacdo ambiental. Uma alta
mortalidade tem sido registrada para a espécie e certamente o fator critico para viabilidade da
espécie € a captura acidental em redes de pesca comerciais, que ocorre ao longo de toda a sua
area de distribuicdo geografica (Praderi et al., 1989; Secchi et al., 1997; Ott, 1998). Devido a
esta alta mortalidade, a toninha vem sendo considerada a espécie de pequeno cetaceo mais
ameagada de todo Atlantico Sul Ocidental.

Os registros de captura acidental ndo séo recentes. Ha registros de captura acidental em
redes de emalhe para tubardes na regido de Punta del Diablo no Uruguai, nos anos 40, e para
o Brasil, a partir de 1980, contemplando toda a distribuicdo geografica da espécie (Moreno et
al., 1997; Praderi, 1997; Secchi et al., 1997; Di Beneditto & Ramos, 2001; Bertozzi & Zerbini,
2002; Ott et al., 2002; Rosas et al., 2002).

As estimativas atuais de mortalidade diferem entre as regides estudadas como um reflexo
da utilizagéo de diferentes métodos e esforgo aplicados para a obtengdo dos dados, variando
entre 110 individuos/ano (minimo 63 — maximo 176) para a regiéo entre Espirito Santo e Norte
do Rio de Janeiro, 279 (minimo 63 — maximo 497) para S&o Paulo e Santa Catarina, 1245
(minimo 562 — méximo 1778) para Rio Grande do Sul e Uruguai e 405 (minimo 241 - maximo
567) para a Argentina (Danilewicz, 2007). Ainda que estes valores sejam considerados
subestimativas em relagao ao numero real de mortes por captura acidental devido aos diferentes
métodos e esforgo empregados para obté-los, os mesmos sao considerados muito altos para as
populagdes de toninha. Apesar das estimativas de abundancia da espécie ainda apresentarem
varias incertezas e necessitarem de revisdo (Secchi et al., 2001; Danilewicz et al., 2007), alguns
trabalhos sdo firmes em apontar que a populagdo que habita a regido do Rio Grande do Sul e
Uruguai esta declinando (Pinedo & Polachek, 1999; Kinas, 2002; Secchi, 2006).

A toninha encontra-se atualmente em varias listas oficiais de espécies ameagadas de
exting@o internacionais, nacionais e regionais. Em termos mundiais, a espécie esta listada na
categoria de “dados insuficientes - DD” no Livro Vermelho da Unido Mundial para a
Conservacao. Este conceito ndo reflete o status de uma espécie, mas sim indica a auséncia de

informagcdes necessarias para uma avaliagdo completa sobre a sua atual situagdo de
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conservagao. A partir de 1992, com o Primeiro Workshop para a Coordenagéo da Pesquisa e
Conservacao de Pontoporia blainvillei na América do Sul, as informagdes obtidas apontam para
a inapropriagéo desta classificagao. Atualmente, a populagéo que habita a costa do Rio Grande
do Sul e do Uruguai se encontra listada na categoria “Vulneravel - VU” nessa mesma lista
(IUCN, 2006). Recentemente, a espécie foi também incluida em diversas listas nacionais e
estaduais (Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro) da fauna brasileira ameagada de extingao (e.g.
Danilewicz & Oliveira, 2003).

1.3.2 A Baleia-franca-austral

A baleia-franca-austral, Eubalaena australis (Desmoilins, 1822), estd entre as maiores
espécies de cetaceos existentes. Os individuos adultos podem atingir entre 13,5 e 17 m de
comprimento e pesar aproximadamente 55 toneladas (Figura 3). A espécie distribui-se em todos
os oceanos do Hemisfério Sul apresentando um padrao de migracdo sazonal caracteristico
entre as areas de alimentagdo, localizadas em altas latitudes durante o verdo, e as areas
reprodutivas, localizadas em baixas latitudes durante o inverno (IWC, 1986). As areas de
alimentacéo utilizadas durante o periodo de verao e outono situam-se em aguas oceénicas entre
as zonas de Convergéncia Subtropical e Antartica (aproximadamente 30°S e 55°S de latitude)
(Tormosov et al. 1998, IWC 2001). A localizagdo exata das areas de alimentagdo ndo é
conhecida, mas no Atlantico Sul, a area localizada proxima as llhas Georgias do Sul (53°30°S;
41°35'W) é considerada uma area de alimentagdo importante para a espécie (Ott, 2002). As
duas areas reprodutivas no Atlantico Sul mais importantes para espécie situam-se no litoral sul
do Brasil (principalmente Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina, este Gltimo com uma
maior concentragdo reprodutiva), e na regido da Peninsula Valdés, na Argentina (42°30°S;
63°30'W) (IWC, 1986). Estas areas séo utilizadas para acasalamento, nascimento e
amamentacao de filhotes (Payne 1986, Palazzo & Flores, 1999).

Estima-se que a espécie atinja a maturidade sexual aos 9 anos, e o periodo gestacional
médio é de 12 meses. As fémeas tém apenas um filhote por gestacdo, e sugere-se que isto
ocorra em intervalos de 3 anos (Cooke et al., 2001). A estimativa de longevidade de baleia-
franca-austral ndo € conhecida. Os dados de longevidade sdo extrapolados ao género a partir
de estudos com a espécie co-genérica, baleia franca do norte (Eubalaena glacialis), cujas

estimativas indicam que possa viver pelo menos até 65 anos (Hamilton et al., 1998).
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Foto: Arquivo GEMARS

Figura 3. Baleia-franca-austral, Eubalaena australis. A) Um exemplar de baleia-franca-austral no
litoral do Rio Grande do Sul. B) A esquerda, balestra utilizada para a coleta de tecido e ao centro, tubo para
armazenamento de amostras. A direita, por¢do de tecido coletado (gordura e pele).
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Heinzelmann (2001) procurou acessar informagdes sobre a variabilidade genética no MHC
de amostras (n=30) provenientes das &reas mais importantes de concentra¢do invernal da
espécie na costa brasileira (litoral de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul). As analises de
SSCP nao resultaram em dados informativos devido a impossibilidade de leitura dos padrfes de
bandas dos individuos amostrados.

As analises com DNA mitocondrial e microssatélites conduzidas por Ott (2002) revelaram
niveis de variacdo significativos em se tratando de uma espécie que tenha sofrido intensa
reducdo em seu tamanho original. O autor sugeriu que a populagéo original da qual a populagao
atual descende seja maior do que inicialmente havia se estimado através dos registros de
exploragdo comercial e modelos matematicos. Além disso, foi possivel observar fluxo génico
entre as populagdes amostradas no sul do Brasil e Argentina, e analises em conjunto com os
dados de foto-identificagdo permitiram ao autor concluir que estes individuos parecem fazer

parte de uma unica populagao, compartilhando estas areas reprodutivas (Ott, 2002).

Patenaude et al. (2007) compararam os dados de variabilidade obtidos com DNA
mitocondrial nas 4 areas principais de reproducao da espécie no hemisfério sul e em duas areas
de alimentacdo adjacentes: Argentina e Africa do Sul (reproducéo) com llhas Geérgia do Sul
(alimentagédo) no Oceano Atlantico, e Nova Zelandia e Sudoeste da Austrélia (reproducéo) com
uma area de alimentagdo mais ao sul da Australia, na regido dos oceanos denominada Indo-
Pacifico (oceanos indico e Pacifico). Os autores observaram que ndo ha compartilhamento de
haplétipos entre as 4 areas de reproducdo, mas ocorre entre as areas de reprodugéo e sua area
de alimentagdo adjacente,corroborando o padrao de migragdo sazonal sul-norte e sugerindo

uma estruturagao populacional marcadamente limitada pela regido oceanica.

Os primeiros registros de caga a baleia-franca-austral datam do final do século dezoito,
quando a industria voltou sua atencéo para a espécie apos sua atividade reduzir drasticamente
as populagdes de baleia franca do norte, levando-se a pensar que esta Ultima estaria extinta.
Com a diminuicdo dos estoques da espécie co-genérica no hemisfério norte, e
consequentemente, a dificuldade em encontrar esses animais, a baleia-franca-austral
compensou a industria com as mesmas caracteristicas que tornavam a baleia-franca-do-norte
alvo facil para a caga: habito costeiro nas éreas de reprodugado, movimentos lentos ao emergir
para respirar € uma camada espessa de gordura que além de permitir a flutuagéo apos a morte,

produz éleo em abundéncia (Cummings, 1985).
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Alguns autores sugerem que o status populacional mundial anterior a exploragéo esteja
entre 100 000 e 300 000 animais (Lichter, 1992). De fato, entre 1785 e 1939, estima-se que 38
600 baleias francas tenham sido capturadas no Atlantico Sul (Du Pasquier 1986). No Pacifico
Sul os dados apontam 26 000 baleias mortas entre 1827 e 1899 (Dawbin 1986) enquanto que
no Oceano indico, entre 1830 e 1909, 12 000 baleias teriam sido mortas (Best 1987). Os
registros para o litoral brasileiro sdo imprecisos, mas os registros de funcionamento das
estagOes costeiras (armagdes) em Santa Catarina estendem-se de 1740 a 1973 (Ott, 2002).

As estimativas mais recentes de tamanho populacional da espécie sugerem que existem
entre 6 000 e 7 000 individuos no Hemisfério Sul, dos quais aproximadamente 3000 no Atlantico
Sul Ocidental, o que corresponderia a aproximadamente 5% da populagéo original (IWC 2001).

Atualmente a espécie encontra-se incluida na categoria “baixo risco dependente de
conservacao” (lower risk/conservation dependent) da lista de espécies de cetaceos da Unido
Internacional para a Conservagdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN, 2006). A
espécie encontra-se também incluida no Apéndice | da CITES e na Lista Oficial de Espécies da
Fauna Brasileira Ameacadas de Extingéo (Bernardes et al. 1989, IBAMA 2001).

18



1.4 Objetivos

A despeito da grande diversidade de espécies de cetaceos descritas para o litoral brasileiro
(Ott, 2002), um numero muito pequeno de informagdes baseadas em dados moleculares, sobre
as mesmas, esta disponivel. Em relagdo a estudos sobre variabilidade de genes de MHC em
mamiferos marinhos, ha pouquissimos trabalhos, e a sua quase totalidade restringe-se a
espécies que habitam aguas do hemisfério norte. O estudo de genes de MHC em diferentes
espécies animais dos mais diversos habitats € importante para aspectos referentes a
conservagao, mas também para a compreensao da estrutura e fungdo do sistema imune, da
evolugéo das espécies e do préprio MHC. Para as espécies selecionadas para este estudo, o
entendimento sobre os genes de MHC poderé contribuir para complementar efetivamente as
informagdes sobre variabilidade obtidas com o uso de marcadores do tipo microssatélites e DNA
mitocondrial, e por ser um sistema genético considerado importante para a manutengéo das
espécies, podera auxiliar no esclarecimento de questdes relativas a vulnerabilidade, ao status de
conservagao e ao grau de erosao genética sofrida por estas espécies. Deste modo, os objetivos
gerais do trabalho séo:

1. Analisar o segundo exon do gene DQB1 do sistema MHC em baleia-franca-austral e
toninha, quantificar a diversidade genética entre e dentro de cada uma das espécies e
comparar as estimativas obtidas as encontradas para outros organismos, cujas
populagdes ndo estejam vulneraveis, e que habitem ecossistemas com caracteristicas
distintas (Capitulo I);

2. \Verificar a expressédo do gene DQB1 a partir de biopsias obtidas de baleia-franca-
austral e toninha (Capitulo Il);

3. Estabelecer o cultivo celular a partir da cdrnea de exemplares de toninha recém-mortos

para a descrigéo do caribtipo da espécie (Capitulo I11).
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2. CAPITULO |

Variabilidade genética no MHC de duas espécies de cetaceos da costa brasileira:

Pontoporia blainvillei e Eubalaena australis.

Este capitulo apresenta dados referentes as analises de variabilidade genética em toninha e
baleia-franca-austral a partir do segundo exon do gene DQB de MHC. Comp&em este capitulo a
metodologia utilizada, os resultados e a discussédo geral. Material a ser submetido para

publicagao no periddico Immunogenetics.
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2.1 Material e Métodos
2.1.1 Coleta de Material

As amostras de toninha foram coletadas em trés pontos da distribuicdo da espécie: Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul (litorais norte e sul) e Argentina. As amostras provenientes do Rio
Grande do Sul foram coletadas em monitoramentos sistematicos desde 1995 pelo Grupo de
Estudos de Mamiferos Aquéticos do Rio Grande do Sul (GEMARS) no litoral norte e, pelo

Laboratério de Mamiferos Marinhos do Museu Oceanografico “Eliézer de C. Rios” no litoral sul.

As amostras de toninha do Rio de Janeiro foram coletadas por pesquisadores do
Laboratério de Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), e
as da Argentina, pelos pesquisadores do Departamento de “Ciéncias Marinas da Universidade
de Mar del Plata”.

As amostras de baleia-franca-austral foram coletadas no litoral de Santa Catarina durante a
estagdo reprodutiva do ano de 1999 em colaboragdo com pesquisadores do Projeto Baleia
Franca/WC. Amostras provenientes de um par mae-filhote foram coletadas na estagdo

reprodutiva do ano de 2005 em colaboragao com pesquisadores do GEMARS.

O procedimento de coleta diferiu entre as duas espécies, e foram executados sob
autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA).

As amostras de baleia-franca-austral foram obtidas através de um sistema de coleta de
bidpsia que utiliza dardos modificados (CETA-DART, Dinamarca) e uma balestra, a partir de
uma pequena embarcagdo, para a retirada de pequenas porgdes de pele e gordura, segundo
Brown et al. (1991). No momento em que o animal emerge a superficie para respirar, 0s dardos
sao atirados na sua porgao dorsal e posteriormente recuperados. As amostras de toninha do Rio
Grande do Sul sé&o provenientes de animais mortos encontrados na beira da praia (figura 2) ou
capturados acidentalmente em redes de pesca e trazidos pelas embarcagdes das comunidades
pesqueiras de Tramandai e Torres, no litoral norte, e da frota de Rio Grande, no litoral sul. Os
tecidos coletados de toninha (pele ou musculo) foram selecionados segundo o seu grau de
preservacdo, visando uma extracdo de DNA gendmico de qualidade. Os tecidos coletados de
ambas as espécies (aproximadamente 20mm) foram preservados em uma solugdo de DMSO
saturada com NaCl e preservados a -20°C até o processo de extracdo. A extragdo de DNA

gendmico seguiu o protocolo descrito em Secchi et al. (1998) e o material foi estocado a -20°C.
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A quantidade e pureza das amostras foram estimadas por espectrofotometria através da razéo
Azs0/Aaso.

2.1.2 Analises moleculares

Um total de 25 amostras de toninha foi utilizado para as analises: Rio de Janeiro n=5, Rio
Grande do Sul n=13 (n=9 litoral norte e n= 4 litoral sul) e Argentina n=7. Para baleia-franca-
austral foram analisadas 18 amostras. Os individuos desta Ultima amostragem foram foto-
identificados e sexados previamente para excluir a possibilidade de reamostragem. O Unico par
méae-filhote incluido no presente trabalho foi o coletado na estagéo reprodutiva de 2005, em

Torres, e ja havia sido analisado no trabalho de expressdo do gene DQB (capitulo Il desta tese).

A distribuicdo do numero amostral de toninha para cada uma das localidades da
distribuicdo geografica da espécie foi determinado, a principio, pelos resultados obtidos no
trabalho prévio de Heinzelmann (2001) utilizando-se a metodologia de SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism). Neste trabalho foram sugeridos 3 padrdes de migracéo diferencial
em gel de SSCP para os produtos de PCR (padrdes A, B (B 1 B2 B 3B4) e C) de cada uma das
amostras de toninha analisadas (Rio de Janeiro n=32, Rio Grande do Sul n= 52, Argentina
n=25). As diferengas de migragéo correspondentes a cada um dos padrdes propostos por SSCP
variaram de muito sutis (gerando, por exemplo, a subdivisao do padrdo denominado B em B1.4)
a diferengas bastante conspicuas (como o padréo denominado C que parecia ocorrer somente
entre as amostras provenientes da Argentina) (Figura 4). As amostras de toninha selecionadas
para o presente trabalho foram subdivididas entre estes 3 padrdes a fim de corroborar os

padrdes sugeridos anteriormente.

Para a anélise de variabilidade genética de toninha e baleia-franca-austral foi utilizado o par
de primers universal descrito por Murray et al. (1995) que amplifica um fragmento de 212 pares
de bases (pb) contendo a porgdo do segundo exon do gene DQB de MHC classe Il que codifica
0 PBR (Peptide Binding Region). A reacdo de amplificagdo em cadeia (PCR) foi realizada sob
as mesmas condi¢ces para ambas as espécies (50-200ng de DNA gendmico em um volume
total de 50ul contendo 20pmol de cada primer, 1,5mM MgClz, 20mM Tris pH8,4, 50mM KCI, 1,5
unidades de Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) e 2,5mM de dNTPs). A

amplificag@o seguiu um programa touchdown de temperaturas de anelamento de -1°C a cada
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dois ciclos, comegando com 94°C por 5 minutos, seguido de 20 ciclos com 94°C por 1 minuto,
65°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, seguido de diminuigdo de 1°C para a temperatura de
anelamento a cada dois ciclos, seguido de 20 ciclos com 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto, finalizando com extensdo a 72°C por 5 minutos. O resultado do processo de
amplificagao foi verificado em gel de agarose 1% (GIBCO BRL), 0,20 ug/ml de brometo de
etidio, diluido em tamp&o TEB (90mM Tris-borato, 2mM EDTA ph8,0), sob radia¢éo UV.

Produtos com amplificagdo de um Unico fragmento de 212 pb correspondendo ao PBR
(incluindo os primers) foram purificados pelo sistema de colunas GFX DNA Purification Kit (G&E
Healthcare, NJ, USA). Os produtos purificados foram clonados em vetores da série pUC
(pUC18) e comercial (TOPO TA, Invitrogen) e transformados em células XL1-bluet. Para
preparar células XL1-bluett competentes para transformagdo por choque térmico, uma coldnia
foi retirada diretamente da placa estoque LB/agar/Tetraciclina e pré-inoculada em um volume de
3ml de meio LB liquido estéril, por 14 horas a 37°C, sob agitagdo. O volume de 1ml deste pré-
inéculo foi transferido para o inéculo definitivo (62,5 ml de meio LB liquido estéril) e mantido a
37°C sob agitagdo até atingir valores entre 0,35 e 0,6 a uma O.D.s50. ApOs esta etapa, 0
material foi transferido para o gelo por um periodo que variou de 15 a 60 minutos. O material

sofreu duas etapas de centrifugacdo por 15 minutos a 4°C, 2000 rpm.
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Figura 4. Géis de SSCP. Padrées de migragéo diferencial em amostras de toninha. Em (a) padréo de migragéo
B (ocorréncia sugerida para os trés pontos de distribuicdo geogréfica da espécie- RJ, RS e ARG); Em (b), no detalhe,
padréo de migragdo C (ocorréncia sugerida para Argentina). Para detalhes ver o texto.
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O precipitado da primeira etapa de centrifugacao foi ressuspendido em 21ml de meio FB
estéril (100mM KCI, 50mM CaCl2.2H20, 10mM C2H3KO2, 10% glicerol) e submetido novamente a
centrifugagao. O precipitado desta segunda etapa foi ressuspendido em 5ml de meio FB estéril e
distribuido em aliquotas de 40ul que permaneceram preservadas a -80°C por um periodo de 2
meses sem alteragdo significativa de sua capacidade de transformagéo. Para a transformagao
por choque térmico foram utilizadas aliquotas individuais de células competentes (40ul) para
cada produto clonado (3ul - 4ul) e ap6s a delicada homogeneizagdo por pipetagdo destes
produtos em contato com as células, os mesmos foram mantidos por 20 minutos em gelo,
seguido do choque de temperatura (42°C por 90 segundos seguidos de 2 minutos em gelo) e
tiveram a reagéo finalizada com a adigao de 400 ul de meio LB liquido estéril suplementado com
250mM KCl, 2M MgCl. e 20mM glicose. Este material foi mantido em banho a 37°C por 1 hora,
semeado em placas com meio LB sélido e cultivado por 16-20 horas em estufa 37°C. O nimero
de colbnias variou entre as duas espécies com baleia-franca-austral apresentando o maior
numero de coldnias por placa. Para confirmar a presenga do inserto, entre 5 e 10 colénias de
cada uma das amostras foram selecionadas diretamente da placa contendo LB/agar/Ampicilina
(alguns poucos individuos produziram menos que 5 coldnias por transformagéo e nestes casos,
repetiu-se os procedimentos de clonagem e transformacgéo para unificar o nimero de colénias
disponiveis para as analises) e tiveram o DNA plasmidial extraido por lise alcalina. Os insertos
foram amplificados utilizando-se primers M13 (Invitrogen) ou os descritos anteriormente para o
segundo exon (DQB). Os produtos de amplificacdo de tamanho correto (derivados dos primers
DQB ou M13) foram tratados com 1 unidade de cada uma das enzimas, Exonuclease do tipo |-
EXO 1 (Invitrogen) e Fosfatase Alcalina de Camar&o- SAP (Biolabs, MA, USA) e sequenciados
nos equipamentos MegaBACE 1000 (Amersham Pharmacia) e ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems Hitachi). Sequéncias de baixa qualidade, com indices de confianga para os
sitios amostrados inferiores ao valor padrdo definido pelo pacote de programas STADEN
(abaixo de 25) foram seqiienciadas novamente. A definicdo do nimero de recombinantes a
serem sequenciados para cada uma das espécies (3 clones para toninha e 5 clones para baleia-
franca-austral, seqiienciados em ambas as diregdes) baseou-se nos resultados obtidos a partir
do sequienciamento do material para a analise de expressao do gene DQB na pele de ambas as

espécies (capitulo Il desta tese).

As analises de similaridade de sequiéncias e os alinhamentos apresentados neste trabalho
foram conduzidos utilizando-se os programas NCBI BLAST (Altschul et al 1990), CHROMA
(Goodstadt et al. 2001) e STADEN (Bonfield et al. 1995). As comparagbes pareadas de
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substituicdo de nucleotideos entre os alelos descritos neste trabalho foram conduzidas no
segmento de 171pb (57 codons completos) do segundo exon do gene DQB e as freqiiéncias
relativas de substituigdes n&o sindnimas (dy) e sindnimas (ds) foram calculadas seguindo os
modelos de Nei-Gojobori modificado (1986) com corregéo de Jukes & Cantor (1969), disponiveis
no programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007). O modelo modificado de Nei-Gojobori assume que
as substituicdes do tipo transicdo e transversdo ndo ocorram com a mesma freqiéncia,
corrigindo desvios da razdo R(s/v) =0,5, enquanto o modelo de Jukes & Cantor assume taxas de
evolugéo diferentes para todos os sitios de seqléncias. A varigdo para a regido do PBR é
considerada resultado de selegdo positiva e espera-se um excesso de substituigbes nao-
sinbnimas para esta porgao do gene. O desvio da neutralidade (Ho=dn/ds=1) foi avaliado para
as razdes de dn/ds de ambas as espécies através do pacote estatisco Condon Based Z-test
(large sample) (MEGA4.0) com valores de significAncia inferiores & 5% validando a hipotese

alternativa Ha= dn/ds>1 (selegao positiva).

A anélise da conservagdo das propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos para os sitios
considerados importantes para a ligagao do peptideo antigénico no PBR seguiu os pressupostos
da classificacdo de Taylor (1986). Foram incluidos nestas analises os alelos descritos nas
andlises de expressdo de gene DQB na pele de ambas as espécies (nimero de acesso ao
GeneBANK EU048216-EU048220) (capitulo Il). Os alelos identificados no presente trabalho
foram nomeados segundo modificagbes sugeridas para mamiferos marinhos em Baker et al.
(2006) e seguem os critérios para a identificagdo de novos alelos sugeridos em Yang et al.
(2005), onde sequéncias confirmadas em diferentes clones ou individuos podem ser
consideradas novos alelos. Os alelos propostos no presente trabalho foram identificados em

mais de um clone de um mesmo individuo e/ou em mais de um individuo.

2.1.3 Analises filogenéticas

A relagéo filogenética entre os alelos foi reconstruida usando o programa MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007) através do método de Neighbor-joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987),
assumindo o modelo de distancias genéticas de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993),
pressupondo uma freqiiéncia nucleotidica desigual. O suporte estatistico para cada um dos nés

da arvore foi calculado através de 1000 réplicas de bootstrap. Foram incluidas nas analises
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sequéncias do segundo exon do gene DQB de cetaceos e de 3 espécies de artiodatilos (grupo
externo) disponiveis em bancos de dados de seqiiéncias (nimeros de acesso na tabela 1). As
sequéncias correspondentes ao segundo exon do gene DQB das espécies Inia geoffrensis e Inia
boliviensis (boto rosa amazénico) ndo estéo depositadas em bancos de dados, mas encontram-

se disponiveis em Martinez-Aglero et al. (2006).

Tabela 1. Nimeros de acesso de seqiiéncias do segundo exon do gene DQB de cetaceos depositadas no

GenBank. Entre parénteses a nomenclatura padréo dos alelos (abreviagdo do género e espécie, codigo de 4 letras). Seqiiéncias
utilizadas nas analises filogenéticas. As espécies de artiodatilos utilizadas como grupo externo para o enraizamento da arvore estéo
identificadas por (*). As sequéncias para o género /nia ndo estdo disponiveis em bancos publicos de dados de seqiiéncias. Algumas
espécies de cetaceos ndo possuem nome comum em portugués.

Espécie (Identificagéo do alelo) Nome comum Numero de acesso ao GenBank
Alces alces™ (Alal) AYQ77785
Sus scrofa * (Susc) U53206
Bos taurus * (Bota) urrr87r
Subordem Misticetos
Famila Balaenidae
Balaena mysticetus (Bamy) Baleia-franca-da-Groelandia DQ354623-354625

Eubalaena australis (Euau) Baleia-franca- austral DQ354630- DQ354634

Familia Baleonopteridae

Blaenoptera acutorostrata (Baac) Baleia-minke-ana AB164201
Balaenoptera bonaerensis (Babo) Baleia-minke-antartica AB164202-64207
Balaenoptera musculus (Bamu) Baleia-azul AB164200
Balaenoptera physalus (Baph) Baleia-fin DQ354626-354627/ DQ300261-300263
Megaptera novaeangliae (Meno) Baleia-jubarte DQ354642-354664
Familia Eschrichtiidae
Eschrichtius robustus (Esro) Baleia-cinza DQ354635-35636

Subordem Odontocetos
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Familia Ziphiidae

Hyperoodon ampullatus (Hyam) DQ354637
Mesoplodon carlhubbsi (Meca) AB164210
Mesoplodon europaeus (Meeu) DQ354640-354641
Mesoplodon grayi (Megr) Baleia-bicuda-de-gray DQ354639
Mesoplodon stejnegeri (Mest) DQ354638/ AB164209

Familia Physeteridae
Physeter catodon (Phma-a) AB164208
Familia Delphinidae
Cephalorhynchus hectori (Cehe) DQ354628-354629
Delphinus delphis (Dede) Golfinho-comum AB164220

Globicephala macrorhynchus (Glma) Baleia-piloto-nadadeira-curta AB164228- AB164227

Grampus griseus (Grgr) Golfinho-de-Risso AB164222

Lagenorhynchus obliquidens (Laob) AB164224-164225

Orcaella brevirostris (Orbr) AB164223

Tursiops aduncus (Tuad) EF017816

Tursiops truncatus (Tutr) Golfinho- nariz-de-garrafa AB164221/EF690293-690297

Familia Monodontidae
Delphinapterus leucas (Dele) Baleia-beluga U16986-16991
Monodon monoceros (Momo) Narval MMU16991
Familia Lipotidae
Lipotes vexillifer (Live) Baiji AY177150-177153/ AY177284-177293/ AY333383-333341

Familia Phocoenidae

Neophocaena phocaenoides (Neph) AB164212-164218/ DQ843614-843623/ EF056477-05648(
Phocoena phocoena (Phph) AB164211
Phocoena sinus (Phsi) Boto-de-dorsal-espinhosa AY170897
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2.2 Resultados e Discussao
2.2.1 Analises Moleculares

Foram geradas sequéncias de alta qualidade para 18 amostras de toninha (Rio de janeiro
n= 4, Rio Grande do Sul (litoral norte n=6, litoral sul n= 3) e Argentina n=5), e para 9 amostras
de baleia-franca-austral. Foram identificados 5 novos alelos para toninha (Pobl-DQB*2-6) e 13

novos alelos para baleia-franca-austral (Euau-DQB* 10-22).

Dentre todos os alelos descritos no presente trabalho e registrados como alelos exclusivos
de cada uma das espécies, dois sao idénticos nesta porcao do gene (dentro do sitio PBR do
segundo exon do gene DQB): Pobl-DQB*4 e Euau-DQB*7. O alelo nomeado em toninha (Pobl-
DQB*4) foi identificado em mais de um clone em 3 individuos (2 do Rio de Janeiro e 1 do litoral
sul do Rio Grande do Sul). O alelo nomeado em baleia-franca-austral (Euau-DQB*7) foi

identificado em mais de um clone em 4 individuos.

O numero elevado de alelos identificados para baleia-franca-austral, a despeito do numero
de animais em que foram encontrados, esta de acordo com a sugestéo de que o gene DQB esta

triplicado no genoma de baleia-franca-austral (Baker et al., 2006).

Dentre os alelos identificados para toninha, o alelo Pobl-DQB*1 é o prevalente, tendo sido
observado em 14 individuos (5 heterozigotos) representantes dos 3 pontos da distribuicdo
geografica da espécie. Esta distribuicdo de um mesmo alelo ao longo da distribui¢éo geogréfica
da espécie é contraria a idéia apresentada pelos padrées de SSCP sugeridos anteriormente. Os
padrdes de SSCP identificados por Heinzelmann (2001) sugeriam alelos exclusivos nas regides
do Rio de Janeiro e Argentina, além de alelos compartilhados entres as 3 regides de coleta de
amostras (Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Argentina). A confirmacdo dos alelos por
sequenciamento demonstrou que a metodologia de PCR-SSCP nédo é adequada para analise
desta regido do gene DQB de MHC (o mesmo ficou demonstrado para baleia-franca-austral).
Especialmente porque o padrdo de migracdo de bandas considerado exclusivo da Argentina
(padrao C), que diferia claramente dos demais, foi detectado em heterozigose em um individuo
portador do alelo prevalente (Pobl-DQB*1), cuja distribuicdo abrange individuos das 3 regides de
coleta. Os alelos Pobl-DQB*2-4 foram identificados entre 2 e 3 individuos e os alelos Pobl-
DQB*5 e 6 ocorreram em apenas um individuo cada (Tabela 2). Nao foram observados mais de

dois alelos por individuo, ndo evidenciando deste modo duplicagdo génica para este loco.
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A distribuicdo dos alelos dentro do grupo amostral de baleia-franca-austral foi mais
equilibrada, com apenas 2 alelos (Euau-DQB*7 e 10) ocorrendo em mais de um individuo (entre
2 e 4 individuos). Os alelos remanescentes ocorreram em um individuo cada . A ocorréncia de 3
alelos para um unico individuo (Euau-DQB* 6, 7 e 8) evidencia a ocorréncia de, pelo menos,

duplicagao génica para este loco.

As sequéncias de nucleotideos e as sequéncias deduzidas de aminoacidos s&o
caracteristicas de genes de MHC de classe Il de mamiferos. Para toninha, foram determinados
25 sitios variaveis (25/171) sendo 9 sitios para a primeira posigao do cédon, 10 para a segunda
e 6 para a terceira. Foram observadas 11 substituicdes de nucleotideos nas primeiras e
segundas posicdes e 6 na terceira (Figuras 5 e 6). Para baleia-franca-austral foram
determinados 60 sitios variaveis (60/171) sendo 25 sitios para a primeira posi¢éo do codon, 21 e
14 para a segunda e terceira posigdes, respectivamente. As substituicdes de nucleotideos
distribuiram-se de modo semelhante ao ocorrido para toninha, com a primeira e a segunda
posigdes com maior numero de substituices (29 e 27, respectivamente) e 16 substituigdes na

terceira posicéo do codon (Figuras 7 e 8).

Os alelos identificados nas duas espécies ndo apresentam insercdes, delecdes ou cddons
de terminag&o e o padrédo de substituicdo de nucleotideos sugere um provavel papel funcional in
vivo. Para toninha foram observadas médias de dn e ds de 0,072 e 0,031 respectivamente,
resultando em uma razdo dv/ ds= 2,32 (p=0,014). Para baleia-franca-austral, as médias
observadas dve ds de 0,12 e 0,03, respectivamente, resultaram na razdo dw/ ds=3,75 (p=0,001).
Os valores da razdo dn/ ds para ambas as espécies estdo de acordo com os esperados para
esta regido, que é apontada como a regido do genoma de humanos onde se evidencia selec¢éo
balanceadora (Selegdo Positiva) (Huges and Nei 1988; Yeager and Huges 1999, Meyer
&Thomson, 2001). A razdo entre as substituicdes do tipo transi¢éo (s) e transverséo (v)
calculadas para toninha e baleia-franca-austral € R= 0,744 (R=s/v). Os valores para esta razéo,
quando calculados separadamente para cada uma das espécies, também indicaram uma
prevaléncia em substituicdes do tipo transvers&o. A freqiéncia de nucleotideos para ambas as
espécies é desigual, com valores médios de cada um dos nucleotideos assim distribuidos:
T(12,4%) + C (25,6%) + A (22,4%) + G (39,5%) em toninha, e T (11,6%) + C (27,4%) + A
(21,9%) + G (39,1%) em baleia-franca-austral.
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Tabela 2. Freqiiéncia e distribuicdo geografica dos distintos alelos identificados em Pontoporia

blainvillei. A identificagio dos alelos segue as modificagdes sugeridas em Baker et al. (2006). As populagdes estdo
separadas em Rio de Janeiro (RJ), Litoral Norte do Rio Grande do Sul (RSN), Litoral Sul do Rio Grande do Sul (RSS) e
Argentina (ARG). Foram incluidos nesta tabela os alelos identificados no trabalho de expressédo do gene DQB (capitulo II).

Identificag&o dos alelos

Total

PobIDQB*1

PobIDQB*2

PobIDQB*3

PobIDQB*4

PobIDQB*5

PobIDQB*6

14

Total

24
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21 * * * * *

PoblDQB*1 acg gag cgg gtg cgg ttt gtg agc aga tac atc tat aac cgg gag gag ttc gtg cgc tac

PoblDQB*2 . C.
@ o T 51 ) = o
PODLIDOB*4 ... i iih iih eie 2@C it vt e aC it i e e e e e e aA. WCe . T
PobIDOB*5 ... .. it iih e it eee eee eee ee it eee eee 4. ... .ga gga ..C gcg C..
PoblDQB*6 e e e
* *

PoblDQB*1 gac agc gac gtg ggc gag tac cgg gcg gtg acc gag ctg ggc cgg ccg gac gcc gag tac
PODIDOB*2 . .v tii it it hee e eee ee et eee eee e eee eee ... .g. ac. .
PODIDOB*3 ... tii tTe et he e ee eee e et e e e e e e e e e e e
PobIDOB*4 ... ... .. iii it i eee iee e e e e e e e et oL Al
PoblDQB*5 ... ... t..
PoblDQB*6 . . e e e

* * * * * 77
PoblDQB*1 tgg aac agc cag aag gac atc atg gag cag aca cgg gcc gag ctg gac acg
PobIDOB*2 ... ... vet tit tee e eee Cuv o ou. Q. . g.
PobIDOB*3 ... ... .. e e e e e ..
PoblDOB*4 ... ... ... ... ... ... ... C..
PoblDQB*5 ... ...
PoblDQB*6 ... g..

Figura 5. Sequiéncias nucleotidicas MHC-DQB de toninha, Pontoporia blainvillei. Alelos Pob-DQB*2-6
identificados no presente trabalho. Disposicdo dos cédons 21-77 (57 codons completos). As posigdes sublinhadas
correspondem aos sitios considerados importantes para o sitio de ligagdo antigénica (PBR). As posicdes marcadas com (*)
correspondem aos sitios polimorficos dentro da fenda peptidica (Brown et al., 1993).

21 77
PoblDQB*1 TERVREVSRY IYNREEFVRY DSDVGEYRAV TELGRPDAEY WNSQKDIMEQ TRAELDT
PoblDQOB*2 .......... B RT... .N..... L.R ....V..
PoblDQOB*3 .......... [\ P G e N e
PoblDQB*4 ..... Y..S. ..N...YAF ... oo S.K. .N..... Lo, ..o,
PoblDOB*5 .......... ..N..GG.AH .. .Y. ... 00 L. N e
PoblDQOB*6 .......... A D

Figura 6. Seqiiéncias preditas de aminoacidos MHC-DQB de toninha. Para facilitar comparagdo com as
sequiéncias de nucleotideos da qual derivaram, apenas as informagdes sobre os sitios considerados importantes para a ligagéo
do peptideo antigénico foram mantidas (sublinhado).
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A regido do PBR funcional em humanos possui 14 posi¢des que sao preditas importantes
para a ligagdo ao peptideo antigénico (28, 30, 32, 37, 38, 47, 56, 60, 61,0 65, 68, 70, 71, 74)
(Brown et al, 1993). As sequéncias derivadas de toninha e baleia franca do sul demonstraram o
mesmo padrdo de variagado descrito para humanos e outros mamiferos analisados em relagao
ao PBR do segundo exon do gene DQB. A baixa variagdo observada para toninha concentrou-
se nestes sitios e/ou proximamente a eles (Figura 5). Para baleia-franca-austral, a alta variagao
observada apresentou pequenos desvios em relagdo a estes sitios, mas como descrito para

toninha, também se manteve nestes e ao redor deles (Figura 7).

As seqUéncias deduzidas de amino&cidos de toninha e baleia-franca-austral correspondem
aos sitios 21-77 de beluga (Delphinapterus leucas) descritos em Murray et al. (1995). Em
toninha, a substituicdo de nucleotideos foi observada nos sitios 26, 29, 36, 37, 38, 39, 43, 56,
57, 59,62 e 70. Em baleia-franca-austral, as substituicdes ocorreram nos sitios 22, 23, 24, 26,
27, 28, 29, 30, 37, 38, 40, 43, 44, 45, 46, 44, 47, 48, 49, 50, 51, 57, 59, 60, 67, 69, 70, 71, 74.
Polimorfismos observados em sitios que ndo os descritos como relevantes para o
reconhecimento e ligacdo do peptideo antigénico ja haviam sido observados em outras
sequéncias de mamiferos marinhos (Murray et al., 1995, Yang et al., 2005), especialmente o
sitio 26. Duas das mais importantes caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos que
determinam a conformag&o de uma proteina sdo volume e tipo (e.g. carga, hidrofobicidade, etc.)
(Taylor, 1986). A caracterizacdo das substituicdes de aminoacidos nos sitios determinantes da
ligagao ao peptideo antigénico em relacdo a conservagao destas caracteristicas € sumarizada
em conservacgao fraca, moderada e forte, de acordo com o numero de diferengas entre as
propriedades. Segundo Taylor (1986) diferencas em relagéo ao volume tendem a alterar mais
significativamente a conformag&o das proteinas, ao passo que o tipo pode produzir alteragdes
menos sensiveis (como por exemplo a ambivaléncia do comportamento do aminoécido em
relacdo a agua). Deste modo, a classificacdo das propriedades advém de uma série de
diagramas que procuram reduzir as informagdes relativas aos aminoacidos a numeros de
diferengas entre eles: nenhuma diferenca (forte conservacé@o), uma diferenga (moderada
conservagao) e duas diferencas ou mais (fraca conservagéo). Apesar de este modelo ser
apropriado para diferencas detectadas nas sequiéncias deduzidas de aminoacidos dos genes de
MHC, em particular a regido dos segundos exons dos genes de classe Il, a sumarizagdo de
informagdes sobre as propriedades pode deixar duvidas em relagdo a conservagdo moderada,

pelo numero de caracteristicas que séo avaliadas para cada aminodcido.
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EuauDQB*6

EuauDQB*7

EuauDQB*8

EuauDQB*9

EuauDQB*10
EuauDQB*11
EuauDQB*12
EuauDQB*13
EuauDQB*14
EuauDQB*15
EuauDQB*16
EuauDQB*17
EuauDQB*18
EuauDQB*19
EuauDQB*20
EuauDQB*21
EuauDQB*22

EuauDQB*6

EuauDQB*7

EuauDQB*8

EuauDQB*9

EuauDQB*10
EuauDQB*11
EuauDQB*12
EuauDQB*13
EuauDQB*14
EuauDQB*15
EuauDQB*16
EuauDQB*17
EuauDQB*18
EuauDQB*19
EuauDQB*20
EuauDQB*21
EuauDQB*22

EuauDQB*6

EuauDQB*7

EuauDQB*8

EuauDQB*9

EuauDQB*10
EuauDQB*11
EuauDQB*12
EuauDQB*13
EuauDQB*14
EuauDQB*15
EuauDQB*16
EuauDQB*17
EuauDQB*18
EuauDQB*19
EuauDQB*20
EuauDQB*21
EuauDQB*22

21
acg gag

gac agc

tgg aac

cgg gtg cgg

.t

*

cta

tac
tac
tac

gct
gc.
.ac
tac
tac

.gt

*

gtg agc agc

.C. ..a
.c. ..a
gt. ..a
agt g.. .a
.a

.C. .a
.C. .a
.C. .a
gt. .a
gt. ..a
gt. ..a

gac gtg ggc gag tac cgg gcg

.t.

acg tg. .cg agt ac. g.. cg.
.t.
aca t..
* *

agc cag aaa gac atc ctg gag cag aca cgg gcc gag ctg gac acg

[{ote o Juteo Ve Jrto e Jyte e JitoJte Vo e Jito Jte Vo]

ca. ... a.c

ca.
ca.

*

*

*

tac atc tat aac cgg gag gag tac gcg cgc ttc

C..

gtg acc gag ctg ggc cgg ccg

tg. .g.

* *

.g.
.g. .a.
.g. ga.
.g. ga.
agc .g.
.g. ga.
.g. .a.
.g. .a

.g.

.t
ct.
ct.

Iss

*

ga.
e e ... Qga.
* 77

c. g.
c. g.
.t.og..
.cc ag. a..

ct.
.t
.t.

Figura 7. Sequiéncias nucleotidicas MHC-DQB de baleia-franca-austral, Eubalaena australis.
Alelos Euau-DQB*10-22 identificados no presente trabalho. Disposicdo dos cédons 21-77 (57 cddons completos). As
posi¢des sublinhadas correspondem aos sitios considerados importantes para o sitio de ligagdo antigénica (PBR). As

posicdes marcadas com (*) correspondem aos sitios polimérficos dentro da fenda peptidica (Brown et al., 1993).
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21

EuauDQB*6

EuauDQB*7 ..... Y.... N
EuauDQB*8 ..... Y.TRH N...FL.
EuauDQB*9 ..... Y.... .N. LV.
EuauDQB*10 ....... TR. .N. LV.
EuauDQB*11 .DGS...VRH N
EuauDQB*12 .......... N
EuauDQB*13 .......... N
EuauDQB*14 ..... ASGR .N. V.S
EuauDQB*15 ..... A..R. N
EuauDQB*16 ..... H.TRH CNLLLUE.
EuauDQB*17 ..... Y.TR CNLLLUE.
EuauDQB*18 ..... Y.TR CNLLLUE.
EuauDQB*19 ..... R.... N
EuauDQB*20 ....... VRH Noooo,
EuauDQB*21 ....... VR. N.oLLL VL
EuauDQB*22 ....... VRH N.LLL VL

...... F. ceee.....H
[ S A.E
.......... S.....A.E
................ D.
.......... G.....A.E
.......... S.....A.E
................ D.
. .TWASTGRW S..... D.E
...... F. ......A.E
................ D.E
.......... Soeeii,
S
.................. E.
................ D.E
................ D.

77

TERVRLVSSY IYNREEYARF DSDVGEYRAV TELGRPSAKY WNSQKDILEQ TRAELDT

R.oo.o.o..
Ko.o.o.o..
E..AV
E..AV
R......
E..AV
Ko.o.o.o..
K..VV.
ARN

R.o.....

Figura 8. Sequiéncias preditas de aminoacidos MHC-DQB de baleia-franca-austral. Para
facilitar comparagao com as seqtiéncias de nucleotideos da qual derivaram, apenas as informagdes sobre os sitios
considerados importantes para a ligagéo do peptideo antigénico foram mantidas (sublinhado).
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Em toninha, as substituicdes de um aminoacido por outro nas posi¢des 29, 36, 39 e 56
levaram a uma fraca conservacdo das caracteristicas fisico-quimicas de aminoacidos. As
posigdes 37, 38, 43, 57, 59 e 62 apresentaram niveis de conservagdo mais relaxados variando
de moderada a fraca no que diz respeito a volume e tipo dos residuos de aminoacido. Nas
posigdes 26, 40 e 70 foi observada uma forte conservagéo das propriedades fisico-quimicas. Em
baleia-franca-austral, a maioria das posi¢des onde foi detectada substituicio de aminoacidos
apresentou fraca conservagdo das propriedades fisico-quimicas: 23, 26, 29, 40, 43, 46, 47, 48,
49, 50, 67, 69, 70 e 74. As posicbes 22, 27, 38, 44, 59, 60 e 71 sofreram substituigdes que
levaram as modificagdes de moderada a fraca conservagdo enquanto que as posi¢oes 28, 30,
37, 51 e 57 apresentaram niveis de moderada a forte conservagdo. Os alelos Pobl-DQB*3 e
Pobl-DQB*6 sofreram apenas uma modificacéo de nucleotideos cada, em diferentes codons. O
alelo Pobl-DQB*3 apresenta modificagdo na posi¢do 43, onde a troca de um nucleotideo
(gaclgge) leva a substituicdo de um acido aspartico por uma glicina (Asp/Gly). O alelo Pobl-
DQB*6 apresenta modificagdo na posicao 62, onde a troca de um nucleotideo (aac/gac) leva a
substituicdo de uma asparagina por um acido aspartico (Asn/Asp). Ambas as substituicdes de

aminoacidos apresentaram niveis moderados de conservagao de propriedades fisico-quimicas.

Este padrdo de substituicbes de aminoacidos, que privilegia substituicdes com fraca
conservagao das propriedades importantes para a conformacgéo protéica, € esperado para uma
molécula funcional de MHC, ao permitir uma interagdo menos restritiva com os peptideos

antigénicos, dada a diversidade de topologias das moléculas de MHC assim geradas.

As seqiiéncias de ambas as espécies foram comparadas com seqliéncias DQB descritas
previamente e revelaram alta similaridade com sequéncias publicadas para o segundo exon do
gene DQB dos mamiferos marinhos Monondon monoceros, Mesoplodon grayi e Delphinapterus
leucas (95%-94%), Lipotes vexilifer (93%), cervideos Alces alces (92%), ursideos Ailuropoda

melanoleuca (95%) e humanos (88%).
2.2.2 Andlises filogenéticas

A andlise em conjunto dos dados obtidos no presente trabalho e seqléncias do segundo
exon do gene DQB em outras espécies de cetdceos demonstram uma tendéncia em agrupar
membros de uma mesma familia, mas o suporte estatistico é relativamente baixo em alguns
ramos da arvore (Figura 9). Alguns agrupamentos ja haviam sido identificados em trabalhos
anteriores, como € o caso dos alelos descritos para a familia Phocoenidae (Martinez-Aglero et

al., 2006), mas as relagdes filogenéticas das seqléncias do segundo exon do gene DQB das
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familias Monodontidae, Iniidae e superfamilia Delphinoidea diferem dos achados anteriores
(Baker et al., 2006).

As duas sequéncias correspondentes as duas espécies do género Inia formaram um clado
com sequéncias de baleia-franca-austral e de cachalote (Physeter macrocephalus) cujo clado
mais proximamente relacionado é o formado por espécies da familia Monodontidae (beluga e

narval). Entretanto, a familia Monodontidae ndao agrupa em um mesmo clado.

O clado de toninha, formado pelos alelos Pobl-DQB*1, 2, 3, 5, 6, encontra-se proximamente
relacionado a alguns dos alelos de baleia-franca-austral agrupados em dois clados préximos. O
clado de toninha esta posicionado na arvore proximamente ao clado formado pela linhagem
alélica MHC-DQB*01, descrita em Murray et. al. (1995) para beluga e narval (familia
Monodontidae). Esta linhagem alélica agrupa distantemente de outra linhagem (MHC-DQB*02)

também descrita para a familia Monodontidae no trabalho anterior.

O alelo compartilhado por ambas as espécies e nomeado, respectivamente, Pobl-
DQB4/Euau-DQBT foi agrupado no clado da familia Balaenidae. Os alelos de baleia-franca-
austral identificados no presente trabalho, em conjunto com as seqiéncias previamente
publicadas da espécie, aparecem distribuidos entre diversos clados, a exemplo do que ocorre
com as sequéncias de outra espécie de baleia, a baleia jubarte (Megaptera novaengliae -Meno),
que do mesmo modo que a baleia-franca-austral tem a regido DQB duplicada (ou triplicada). A
distribuicdo dos alelos de ambas as espécies parece estar de acordo com o esperado para

genes duplicados em uma mesma espécie (paralogos).

Os valores de bootstrap variaram com poucos ramos apresentando valores iguais ou
superiores a 50%. Considerando estes baixos valores, é possivel identificar uma perceptivel
separacgao por ordem, percebendo-se uma tendéncia em agrupar sequiéncias de misticetos e
odontocetos em dois clados principais. Entretanto, ambos os clados agrupam sequéncias
derivadas de espécies do grupo oposto (odontocetos dentro do clado de misticetos e vice-e-
versa). As seqliéncias de toninha estdo agrupadas no clado com o maior nimero de sequiéncias

de misticetos, apesar do baixo suporte estatistico dado para este agrupamento.
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Figura 9. Reconstrucdo da relagéao filogenética de alelos MHC-DQB (exon2) de cetaceos.
Arvore filogenética de todas as seqiiéncias do segundo exon do gene DQB de cetaceos depositadas em bancos de
sequiéncias. Os alelos Pobl-DQB*2-6 e Euau-DQB*10-22 foram descritos no presente trabalho. Seqiiéncias de
artiodactilos enraizam a arvore. Reconstrugéo pelo método Neighbor-joining, modelo Tamura-Nei (para detalhes, ver o
texto). Para facilitar a visualizagéo dos grupamentos, os mesmos estéo indicados por familias (observar que membros
de outras familias podem estar inseridos nestes grupamentos): A) Familia Balaenidae; B) Familia Ziphiidae; C)
Familia Monodontidae; D)Familia Pontoporiidae; E) Familia Balaenopteridae ; F) Familia Delphinidae G)Familia
Phocoenidae; H) Familia Lipotidae.
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Os niveis de variagao de genes considerados importantes para a manutengdo das espécies
comegaram a despertar a atencdo para o estudo destes em espécies selvagens a partir do
trabalho classico de O'Brien et al. (1986), onde os autores puderam associar redugéo da
variabilidade em genes de MHC ao aumento da suscetibilidade a uma nova variante patogénica
e drastica reducao do sucesso reprodutivo da espécie de felinos avaliada neste trabalho. A partir
deste trabalho, o interesse de pesquisadores voltou-se a espécies que estariam sofrendo algum

tipo de ameaca ou que fossem categorizados como espécies em risco.

Com mamiferos marinhos nédo poderia ser diferente, uma vez que raras sdo as espécies de
mamiferos marinhos e, especialmente pequenos cetaceos, que ndo se encontram sob algum
tipo de ameaca. Os primeiros estudos utilizando os genes de MHC como indicadores de
suscetibilidade destas espécies apontavam uma caracteristica muito peculiar e fascinante sobre
esses genes em mamiferos marinhos: a baixissima variabilidade detectada quando comparada

a mamiferos terrestres (Trowsdale et al., 1989; Hoelzel, 1992, Murray et al., 1995).

Esses trabalhos geraram uma série de questionamentos sobre os processos que estariam
levando as espécies de mamiferos marinhos a manter niveis de variagéo to baixos em um
sistema reconhecidamente altamente variavel em mamiferos terrestres. A explicagdo
considerada mais Obvia e aceita por varios anos consistia na suposi¢cdo de que o ambiente
marinho possui uma variedade de patdgenos mais restrita que o ambiente terrestre. Essa visao
extremante simplificada do processo que geraria diversidade comegou a ser bastante
questionada quando se percebeu que o grande nimero de trabalhos publicados com espécies
de mamiferos marinhos concentrava-se em espécies bastante ameagadas, cujo nimero
populacional havia sofrido uma reducao intensa ao longo de sua histéria de vida, e, portanto, os
niveis de variacdo poderiam ser um reflexo de endocruzamento sofrido pelas mesmas. Esta
relagdo é apontada por Weber et al. (2004). Os baixos niveis de variagdo detectados 3 locos de
MHC em populagdes de ledes marinhos do norte (Mirounga angustirostris) sao considerados um
reflexo da dréastica reducdo no nimero populacional desta espécie por conta da caga que quase

alevou a extingéo, e evidencia claramente endocruzamento.

Novas interpretagdes sobre as diferengas entre os ambientes marinho e terrestre e o reflexo
disso na variagéo dos genes de MHC enfraqueceram a suposigao de limitagéo de patégenos ao
considerar que a fisiologia diferencial para habitar este ambiente seria fundamental para a
modulagdo do sistema imunolégico em espécies de mamiferos marinhos. A despeito desta

discussé@o sobre o efeito de ambos os fatores (reduzido nimero de patdgenos e constricoes
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fisioldgicas) devemos considerar dois pontos importantes e ainda vagos para o entendimento
dos processos de geragao de diversidade nos genes de MHC de mamiferos marinhos: primeiro,
ndo ha estudos conclusivos sobre prevaléncia, niveis de infestacdo espécie-especifica,
associagao entre alelos de MHC e doengas, ou mesmo sobre identificacdo de parasitas e outros
patdgenos em mamiferos marinhos, especialmente cetaceos. Poucos estudos contemplam
susceptibilidade a doencas ou aspectos epidemiologicos do ambiente marinho (Acevedo-
Withehouse et al., 2003, Van Bressem et al., 1998). Em toninha, a exemplo do que ocorre com
outros pequenos cetaceos, os trabalhos concentram-se na identificacéo e caracterizagdo da
fauna de helmintos (Aznar et al, 1994; Andrade et al., 2000), enquanto que para baleia-franca-
austral, a exemplo do que ocorre com grandes cetaceos, os trabalhos concentram-se em

ectoparasitas, especificamente os do género Cyamus (Kaliszewska et al., 2005).

Segundo, ha trabalhos que apontam niveis de variabilidade nos genes de MHC bastante
altos para algumas espécies de mamiferos marinhos, como por exemplo, para o golfinho de rio
Lipotes vexilifer (Baiji), sugerindo duplicacdo desta regido gendmica na espécie, para baleia-
franca-austral e baleia-jubarte (Baker et al., 2006) e para o ledo marinho da Califérnia (Zalophus

californianus) (Bowen et al., 2002).

No presente trabalho, encontramos niveis de variacdo diferentes para as duas espécies
estudadas. Toninha apresentou um nivel de variagao baixo considerando-se o nimero de sitios
variaveis em sequéncias € o numero de alelos identificados. Baleia-franca-austral manteve os
niveis altos de variagdo detectados anteriormente pelo trabalho de Baker et al(2006). Para
baleia-franca-austral, estes dados estdo de acordo com os niveis gerais de variagdo detectados
por marcadores neutros (Ott, 2002), diferentemente do que ocorre com toninha. As populagdes
de baleia-franca-austral tém dado sinais de recuperagdo e a grande variagdo detectada neste
gene de MHC, a evidéncia de mdltiplas cdpias e a suposigdo de manutencdo de fungéo a partir
da expressdo do mesmo, sdo pontos importantes a serem considerados em relagdo a

conservagao da espécie.

Toninha apresentou niveis de variagdo semelhantes a outras espécies de cetdceos quando
utilizados marcadores do tipo DNA microssatélite e mitocondrial, tendo sido observada uma
variagdo consideravelmente baixa na regido norte da distribuicdo geogréfica da espécie,
incluindo as populagdes do Rio de Janeiro, S&o Paulo e Parana (Ott, 2002). Para genes de
MHC é esperado que o numero de alelos varie entre as populagdes como um indicativo das

diferengas demograficas e graus de cruzamento entre elas. Para populagdes humanas isoladas
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(amerindios) o nimero de alelos é menor e, a medida que as populagdes apresentam altos
indices de cruzamento, como populagdes africanas, o numero de alelos de MHC aumenta
consideravelmente (Meyer & Thomson, 2001). Do mesmo modo, n&o foi possivel distinguir
dentro de cada uma das regides de toninha amostradas (RJ, RS e ARG) uma variagdo maior ou
menor. O pequeno numero de alelos identificados no presente trabalho se distribuiu de maneira
relativamente constante entre as 3 regibes e permitiia uma avaliagdo de que ao longo da
distribuicdo geografica da espécie, a variagdo para este gene seria baixa. Juntamente com os
dados obtidos a partir de marcadores neutros podemos reafirmar que o estoque do Rio de
Janeiro é a que apresenta os menores indices de variagdo geral. A partir dos dados gerados no
presente trabalho, ndo podemos descartar a possibilidade desse estoque estar isolado do
restante da distribuicdo, como sugerido em outros trabalhos (Secchi et al., 1998; Di Benedito et
al., 2001; Secchi et al., 2003). A presenca de alelos comuns aos outros pontos amostrados
indica que os mesmos se fixaram anteriormente ao evento de isolamento. A fixagéo de alelos de
MHC em populagdes naturais e a manutengéo destas linhagens alélicas ao longo da histéria
evolutiva de populagdes ou da divergéncia de espécies € um dos indicativos mais aceitos para

demonstrar o efeito da sele¢éo sobre esses genes (Cutrera & Lacey, 2006; Meyer et al., 2006).

No caso de toninha e baleia-franca-austral, um dos aspectos mais interessantes acerca da
acao da selecdo sobre esse gene é a identificacdo de um mesmo alelo em duas espécies que
divergiram ha pelo menos 35 milhdes de anos quando da separagdo em duas ordens:
odontocetos (cetaceos com dentes) e misticetos (cetdceos com cerdas bucais)(Arason et al,
2004). E sabido que algumas linhagens alélicas de MHC humanas s&o mais relacionadas a
linhagens alélicas descritas para chimpanzés do que outras linhagens descritas para humanos,
cujas estimativas de divergéncia datam 5 milhdes de anos. Do mesmo modo, foram identificados
alelos idénticos entre duas espécies de chimpanzés, cujas estimativas de divergéncia datam 2
milhdes de anos (Lawlor et al., 1988; Cooper et al., 1998). O tempo estimado de divergéncia
entre misticetos e odontocetos é muito superior ao esperado para a manutengéo de linhagens
alélicas entre espécies, gerando questionamentos sobre 0s processos que explicariam 0
compartilhamento de um alelo entre as espécies destas duas ordens (e.g. convergéncia), e

sobre a evolugdo do MHC em espécies pouco estudadas em relagéo a este sistema genético.

Se considerarmos que 0 processo de sele¢do possa estar sendo influenciado por fatores
demograficos, como de fato é aceito (Dobson et al., 2004; Meyer et al., 2006; Cutrera & Lacey,
2006) poderiamos supor um cenario onde essas espécies estivessem sofrendo 0 mesmo tipo de

pressdo de sele¢cdo ao compartilharem o mesmo habitat. Se considerarmos que patdégenos
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influenciam a variag@o nos genes de MHC, poderiamos supor também que as populagbes de
baleia-franca-austral, que migram sazonalmente para reproduzir-se em aguas que fazem parte
da distribuicdo geografica de toninha, estejam sofrendo presséo de selegdo dirigida por
patogenos semelhante & sofrida por toninha (mesmas espécies patogénicas, por exemplo). Ha
duas categorias de selegéo aceitas para os genes de MHC: a sele¢éo dirigida por patdgenos e a
selecéo dirigida pela reproducéo (escolha preferencial de parceiros e interagdo materno-fetal).
Ambas as categorias carecem de evidéncias que as comprovem em detrimento uma de outra ou
néo as tornem excludentes. Do mesmo modo, a evidéncia de que ha selegdo nos genes DQB
das duas espécies (toninha e baleia-franca-austral) & exemplo do que ocorre para genes de
MHC onde ja tenha sido evidenciada (humanos, por exemplo), é clara. Entretanto, os processos
que estdo influenciando a manutencdo desta linhagem alélica (Pobl-DQB*4/Euau-DQB*7) nas

duas espécies, permanecem sem evidéncias.

A despeito desta dificuldade em estabelecer estudos de associagéo de doencas e alelos de
MHC em mamiferos marinhos, no presente trabalho ficou demonstrado que ambas as espécies
portam alelos que possuem todas as caracteristicas de sequéncias de genes de MHC funcionais
de primatas ndo-humanos e humanos. Essa caracterizagdo de sequéncias quanto a sua
similaridade com seqliéncias comprovadamente funcionais em outras espécies demonstra haver
uma provavel retencdo de funcdo destes genes e, portanto os torna um modelo bastante

interessante para o estudo da evolugéo do préprio MHC.

Alguns autores comegaram a questionar a importancia dos genes de MHC para o
entendimento do sistema imunoldgico de espécies naturais quando do surgimento de dados
sobre a regido de MHC de humanos e seus inimeros paralogos com diferentes fungdes (ndo
exclusivas do sistema imunoldgicas) (Acevedo-Whitehouse & Cunningham, 2006). Estudos
comparativos sobre genes de MHC em espécies como cetaceos que sofreram adaptagdes
extremas para o uso do ambiente marinho podem vir esclarecer questdes relativas a fungao
destes genes. No capitulo Il desta tese, a evidéncia de expressao do gene DQB em toninha e
baleia-franca-austral sinaliza uma provavel retencdo de funcdo, e, portanto, demonstra a

importancia do estudo destes genes em espécies de mamiferos marinhos.

Adicionalmente, as relagdes filogenéticas do segundo exon do gene DQB em cetaceos
apresentaram algumas modifcagdes em relagdo a trabalhos publicados anteriormente, mesmo
considerando que estas relacdes estejam comprometidas pelo tamanho da sequéncia utilizada e o

grande numero de taxons incluidos na construgao da arvore filogenética.
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No trabalho de Martinez-Agiiero e colaboradores, os dados relativos aos alelos do segundo
exon do gene DQB colocam o género Inia como grupo irméo de Beluga (Delphinapterus leucas-

Monodontidae), espécie da superfamilia Delphinoidea.

Trabalhos anteriores utilizando genes mitocondriais € nucleares sugerem que toninha
(Pontoporia blainvillei, familia mono-especifica - Pontoporiidae) e o género Inia (boto do rio
amazonas- familia Iniidae) sejam mais proximamente relacionados e que ambos formem o clado
irmdo das familias Monodontidae (beluga e narval) e Phocoenidae, ambas pertencentes a

superfamilia Delphinoidea (Cassens et al., 2000, Arnason et al., 2004).

Arnason et al. (2004) estabeleceram relagdes filogenéticas e estimaram tempos de
divergéncia entre 13 espécies de cetaceos atuais utilizando dados do genoma mitocondrial
completo (12 genes codificantes). Neste trabalho, juntamente a comparagdes de analises
anteriormente publicadas de dados morfoldgicos, as espécies do género Inia séo identificadas
como espécies irmas de toninha (Pontoporia blainvillei), sendo esse clado menos divergente de
outra espécie de golfinhos de rio (Platanista gangetica-Susu). As duas sequéncias
correspondentes as duas espécies do género Inia formaram um clado com seqUéncias de
baleia-franca-austral e de cachalote (Physeter macrocephalus) cujo clado mais proximamente
relacionado é o formado por espécies da familia Monodontidae (beluga e narval). As seqiéncias
de toninha formaram um clado irmdo as seqiiéncias de beluga no presente trabalho, mas

encontram-se distantemente relacionadas as sequéncias de Inia.

As sequéncias do segundo exon do gene DQB de outra espécie de golfinho de rio, Lipotes
vexilifer (Baiji) mudaram de posicdo na arvore quando analisadas em conjunto com os dados
obtidos no presente trabalho. Os trabalhos baseados em dados morfoldgicos, paleontolégicos e
moleculares a posicionam proxima a um clado formado pelas familias Pontoporidae e Iniidae
(Lipotidae (Pontoporidae+Iniidae)) (Yang & Zhou, 1999). No presente trabalho, Baiji esta
agrupado em um clado basal da arvore sugerindo tempos de divergéncia bastante anteriores
aos demais golfinhos de rio (toninha e boto do rio amazonas) representados na reconstrugao

filogenética.

Modelos evolutivos dos genes de MHC em primatas humanos e ndo humanos estdo melhor
entendidos comparativamente a modelos de outras espécies de vertebrados. Isto fica claro
quando se observam as modificagdes nas relagdes filogenéticas do gene em toninha e baleia-

franca-austral, em relagdo as demais espécies de cetaceos. Analises compreendendo outros
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genes de MHC e outras regides que ndo apenas o PBR poder&o contribuir para elucidagéo das

duvidas em relacéo a evolugao destes genes.
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3. Capitulo Il

O capitulo Il refere-se a express@o do gene DQB em toninha e baleia-franca-austral.
Manuscrito aceito para publicagdo no periddico Journal of the Marine Biological Association of

the United Kingdom (JMBA). A formatac&o final obedece as regras do periddico.
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MHC expression in cetacean skin

MHC class II expression in skin biopsies from the franciscana dolphin
Pontoporia blainvillei (Gervais & D’Orbigny, 1844) and the southern

right whale Eubalaena australis (Desmoilins, 1822)
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Abstract
Presently, there is no information about the functionality of the immune system in
franciscana dolphin (Pontoporia blainvillei), a small dolphin from southern Brazil. As
the franciscana, the population of southern right whale (Eubalaena australis) that
inhabits Brazilian waters has not yet been surveyed in what concerns MHC expression.
For the first time it was possible to observe the DQB gene expression in skin of these
two species of cetacean using RT-PCR. Skin pieces of the animals were collected to
RNA extraction. The fragment corresponding to DQB exon 2 was amplified, cloned and
sequenced. A total of five alleles were found, one to franciscana and four to southern
right whale. The observed dy/dg ratio of 2.77 (p=0.03) suggests that this gene is under
balancing selection pressure (positive Darwinian selection). The sequences indicate that,

in both species analysed, the DQB gene is functional.

INTRODUCTION
The major histocompatibility complex (MHC) comprises a family of closely
related genes and it is considered the most gene-dense and polymorphic region of the
human genome. There are 224 genes in this region, with nearly half of the 128
expressed genes are related to immune responses (The MHC Sequence Consortium,
1999). The highly polymorphic MHC molecules are expressed in cell surface and play a

key role in the initiation and in the maintenance of immune responses by presenting
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antigens to the effectors cells (Kumandvics et al., 2003). There are two major
subfamilies of MHC genes (classes I and II), whose products are involved in distinct
antigen presentation pathways. In humans, the classical class II genes (DP, DQ, DR) are
constitutively expressed basically in professional antigen-presenting cells (such as
macrophages, dendritic cells, B cells and on the thymic epithelium).

In marine mammals, studies focusing the genomic organization and levels of
diversity of the MHC system have been conducted with increased interest in the last
years (Baker et al., 2006; Lehman et al., 2004; Yang et al., 2005;). The reduced MHC
diversity described for some cetaceans and pinnipeds is approached sometimes as an
indication of a less effective immune system as compared to terrestrial mammals
(Murray et al., 1995; Slade, 1992). Nevertheless, more information about the expression
of MHC genes is essential to characterize the immune system of marine mammals as
well as to improve our understanding of the interactions between these animals and their
environment. One of the most studied cetaceans in Brazil is the franciscana, Ponfoporia
blainvillei (Gervais & D’Orbigny, 1844), a small coast dolphin. The population
inhabiting the coast of Rio Grande do Sul (the southernmost state of Brazil) and
Uruguay has been recently classified as vulnerable by the [IUCN Red List of Threatened
Species (IUCN, 2006). Studies about the behavior and ecology of P. blainvillei have
been conducted (e.g. Danilewicz et al., 2004; Secchi et al., 2003; Siciliano et al., 2002),
but limited data are available about the genetic diversity and phylogenetic relationships
of this species (e.g. Lézaro et al., 2004; Secchi et al., 1998). Another cetacean observed
in southern Brazil is the southern right whale, Eubalaena australis (Desmoilins, 1822),
a conservation dependent species (IUCN, 2006). This is a migratory large whale, mating
and calving off Brazil during winter and part of spring (IWC, 2001).

Analyses of MHC class II gene expression in cetacean skin were initially
performed in Tursiops truncatus (bottlenose dolphin) using immunohistochemistry by
Zabka & Romano (2003). Their study revealed a pattern of DQB genes expression that
reflected the cellular structural and functional characteristics expected to this kind of
protein. Besides this work, analyses of MHC expression in cetaceans were basically
performed in lymphatic tissues in the harbour porpoise Phocoena phocoena (Beineke et
al., 2007) and in blood lymphocytes from beluga whale Delphinapterus leucas (Bernier
et al., 2000). In the present study skin samples from franciscana dolphin and right whale
were used in order to test the MHC class II DQB gene expression in cetacean skin using

a more accurate method.
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MATERIAL AND METHODS
Collecting Samples

Samples from both cetacean species described in the present study were colleted
in the northern coast of Rio Grande do Sul, southern Brazil. In a rare event of live
stranded animal (January, 2005), a skin sample (ca. 5Smm) of a newborn franciscana
dolphin was collected (Tramandai, 29°58°S; 50°07 "W). Skin samples (ca. 10mm) from a
free-ranging mother and calf pair of southern right whales were collected with a biopsy
dart on July 2004 (Torres, 29°19°S; 49°43°W). The samples from both species were
stored in 4ml of RNAlater solution (Ambion, Tx, USA) at 4°C until processing (ranging
from 2 — 3 weeks).

RNA Extraction and amplification protocols

Total cellular RNA was isolated by silica-based gel membranes combined with
microspin technology to skin samples (RNeasy Mini Kit, QIAGEN, Germany) and
stored at - 20°C. The full length cDNA synthesis was performed using a SMART PCR
cDNA Synthesis Kit (Clontech, Palo Alto, CA) according to the manufacturers
specifications. Universal primers were used to amplify a fragment of 212 base pairs of
the DQB exon 2 Peptide Binding Region (PBR) as described by Murray et al. (1995).
Briefly, the PCR reactions were carried out on 50ng of cDNA in a total volume of 50pul
containing 20 pmol of each primer, 1.5mM MgCl, 20mM Tris pH8.4, S0mM KCl, 1.5
units of Recombinant 7ag DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) and
2.5mM of each dNTP. The amplification followed a touchdown protocol, starting with
94°C for 5 minutes, followed by 20 cycles with 94°C for 1 minute, 65°C for 1 minute,
72°C for 1 minute, decreasing 1°C at each two cycles, followed by 20 cycles with 94°C
for 1 minute, 55°C for 1 minute, 72°C for 1 minute, and ending with an extension step
of 72°C for 5 minutes. Glyceraldehide-3P-dehydrogenase (GAPDH) gene amplification
was used as a positive control of expression, since it is considered to be a reliable
control for gene expression studies on samples from cetacean skin biopsies (Spinasanti
et al., 2006). To confirm the absence of DNA on the purified samples, the RNA from
each specimen was used as template for amplification, prior to the cDNA synthesis.
Also, as a negative control, RNA purified from K562, a cell lineage defective on MHC
expression, was used in each test. The amplification products were loaded in a 1%
agarose gel and visualized under UV by ethidium bromide staining (Figure 1). A unique

fragment of 212 bp, corresponding to the DQB exon 2, was amplified from each cDNA
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sample, excised from the gel and purified by GFX PCR DNA Purification Kit (GE
Healthcare, NJ, USA). Purified PCR products were cloned into TOPO TA vector
(Invitrogen). To confirm the sequences, 5 colonies per each sample were picked directly
from de LB agar plate and the insert was amplified using the M13 primers (Invitrogen).
Amplified fragments of the correct size were sequenced in a MegaBACE 1000
(Amersham Pharmacia Biotech,NJ, USA) (Figure 2). Data were confirmed by

sequencing in both directions.

Statistical analyses

Several analyses were performed in order to establish if sequences corresponded
to functional genes. The nucleotide sequences were analyzed using the sequence
alignment software programs CHROMA (Goodstadt et al. 2001) and STADEN
(Bonfield et al. 1995) and compared using the NCBI BLAST program (Altschul et al.
1990). To detect molecular-level evidence of selection, pairwise comparisons of
nucleotide substitutions between alleles were conducted on a segment of 171 bp (57
complete codons) and relative frequencies of non-synonymous (dy) and synonymous
(ds) substitutions were calculated following Jukes and Cantor correction of Modified
Nei and Gojobori (1986) in MEGA4 (Tamura et al. 2007). The ratio of non-
synonymous to synonymous divergence was tested for departure from the neutral
expectation of unity using the z statistic available in MEGA4. The amino acids
physicochemical properties were analyzed using a ProtParam program from ExPASy
(Gasteiger et al. 2003) and their conservation properties followed Taylor’s classification
(1986).

RESULTS

The analyses concerned evidence of selection and departures from neutrality for
dp/dg ratio were carried out to southern right whale. Since we have just one franciscana
sample we preferred do not to include that in these analysis. The remaining analyses
were conducted among the three individuals (all alleles) with the aim to identify
characteristics expected to functional MHC sequences. We followed the standard four-
letter abbreviations for species recommended for MHC nomenclature and adapted from
Baker et al. (2006). We observed five alleles, one from franciscana (Pobl- DOB*1) and
four different alleles from right whales (Euau-DQB* 6-9).The mother and calf southern
right whales shared one allele (Euau-DQB*7). Besides that, both have exclusive alleles,
the calf has Euau-DQB*9 and the mother has Fuau-DQB* 6 and 8. The sequences were
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deposited in the GeneBank (access numbers EU048216-EU048220). This elevated
number of alleles found in right whale was expected since it was already suggested the
existence of three copies of the DQB gene in the southern right whale genome (Baker et
al., 2006). The nucleotide and deduced amino acid sequences of the amplified products
were typical of transcripts from mammalian class II genes (Figures 2 and 3). The five
alleles identified in the two species do not show insertions, deletions or stop codons,
suggesting a functional role in vivo. Nevertheless, we were able to identify nucleotide
substitutions in all possible three codon positions. Nine nucleotide substitutions could
be assigned to both first and second bases and four to the third base of codons. Pairwise
comparisons of nucleotide substitutions also indicated a functional status of southern
right whales alleles. The average of dy and ds 0.075 and 0.027, respectively, resulting
in a ratio of dy /dg =2.77 significantly different from unity (p=0.03). This high
substitution ratio suggests a balancing selection pressure (positive Darwinian selection),
which was expected to this particular region of the gene as shown in the functional PBR
in humans (Huges & Nei, 1988). There are 14 predicted positions as important to
peptide binding (28, 30, 32, 37, 38, 47, 56, 60, 61, 65, 68, 70, 71, 74) in humans (Brown
et al.,, 1993). As expected, the sequences derived from P. blainvillei and E. australis
differed from other MHC sequences mainly in and around the sites predicted to be
important to peptide binding and recognition (Figures 2 and 3). The franciscana and
right whale amino acid sequences correspond to sites 21-77 of the beluga DQBI
sequences (Murray et al., 1995). Polymorphism was observed in residues 28, 37, 38, 47,
60, 65, 68 and 71, as well as in positions considered polymorphic within human PBR
but not described as relevant to peptide recognition and binding (26, 29, 39, 40, 43, 51,
58, 59). This same situation was previously described in other marine mammal
sequences (Murray et al., 1995; Yang et al., 2005).

Two of the most important physiochemical amino acid characteristics that
determine the protein structure are volume and type (hydrophobicity). In the positions
29 (Arg/Ser), 38 (Val/Ala/Leu), 40 (Tyr/Arg) and 43 (Asp/Tyr) the different amino
acids observed at the different alleles presented a weak conservation of these
physiochemical characteristics. In positions 28 (Ser/Thr), 30 (Tyr/His), 57
(Asp/Ser/Ala) and 59 (GIn/Lys) the replacements lead to a conservation degree varying
from moderate to weak, concerning type and volume of amino acid, whereas in
positions 26 (Phe/Leu/Tyr) and 37 (Phe/Leu/Tyr) the substitutions involved amino acid

residues with quite similar characteristics (strong conservation). The strong
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conservation of physiochemical amino acid characteristics was also observed in the
predicted positions outside the peptide recognition sites. A similar comparison
clustering the four alleles from the southern right whale provided similar results,
suggesting that this substitution pattern is related to the MHC molecule itself,
reinforcing that the described alleles will lead to functional MHC molecules. This
pattern suggests that the bias in amino acid usage with less conserved physiochemical
characteristics is important to the molecule function. It is expected in a functional
system that these sites influence the diversity of molecules topologies allowing a less
restrictive interaction with antigens within a population. The five new alleles were
compared to previously published DQB exon 2 sequences of mammals and revealed a
high sequence similarity with human (88%), bovine (91%), canine (89%) as well as
with sequences derived from other marine mammals: Delphinapterus leucas (94%),
Balaenoptera musculus (94%), Zalophus californianus (91%).
DISCUSSION

Marine mammals are subject to characteristic selective pressures in the sea
environment, such as physiological constrains due to the availability of oxygen, low
temperatures and high pressure, that are considered to be immunosuppressive to other
species (King et al., 2001). In addition, over the last decades, these species have been
submitted to environmental degradation, exposure to contaminants and climate changes
that have been implicated in the emergence of new marine diseases (Harvel et al.,
1999). In a study with two species of southern American river dolphins, Inia geoffrensis
and Inia boliviensis (Martinez-Agiiero et al., 2006), the authors observed different
sequences, identified as DQB alleles, on each species. The authors hypothesized that the
difference observed could reflect a different selection pressure generated by differences
in environment, as well as distinct parasite diversity, virulence and load. Nevertheless
this can be corrected, it is necessary improve the knowledge about the marine mammals
immune system and its potential in elicit a response against pathogens and in
developing resistance to them before more assumptions. There is little information
about MHC class II expression in marine mammals. The skin is a natural barrier against
injuries and pathogens and it is know that important genes related to immunity can be
expressed at this tissue, e.g. classical class I MHC genes. Even considering the scarcity
of studies demonstrating association between specific MHC alleles and diseases or
parasite prevalence in wild populations, the identification of new alleles as well as the

analysis of MHC gene expression will provide important tools to population
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management. The knowledge about marine mammals immune system will be useful to
identify the diversity of natural populations, explain such specific immune processes
and to perform comparative evolutionary studies. In conclusion, the detection of MHC
class II genes expression in skin of cetacean by molecular methods provides an accurate
tool to immunological studies with cetacean and gives support to the utilization of skin

when other tissues are less feasible to be achieved.
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Figure 1. Amplification of MHC fragments from Franciscana and Right Whale cDNA. Exon 2 DQB
amplified from Franciscana (Pbn), Right whale (mother identified as EA1 and her calf identified as EA
2), cDNA from cell lineage U937, corresponding to 212bp. K562 cell lineage defective to MHC
expression. Positive control was primers to human GAPDH (440bp). Ladder 100bp.

21 * * * * *
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* * * *
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MenoSEA-DQ .+ttt L R R R N CeeCrvvvnnnns [ EEP
Live-DOB*1  ........ et tiiiiieae e FeBC e ittt s CevChrvvnnnnnn [ t.
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HLA-DBI1 ceCi i gcc..a...g... .. S ag..C..... gg...Cuunnn g...
77
Pobl-DQOB*1 ctggacacg

Euau-DQB*6
Euau-DQB*7
Euau-DQB*8
Euau-DQB*9
MenoSEA-DQ
Live-DQOB*1
Dele-DQB*01
HLA-DBI1

Figure 2. DQB nucleotide sequences. In non variable codons a dot is used to display identity.
Abreviations for individual species MHC sequences are as follows: Pobl, Franciscana (Pontoporia
blainvillei), Euau, Right whale (Eubalaena australis), Live, Baij (Lipotes vexilifer), Dele, Beluga Whale
(Delphinapterus leucas), Meno, Humpback whale (Megaptera novaengliae), HLA-DQB (Homo sapiens).
Underlined codons indicate positions polymorphic in human MHC molecules and an asterisk (*) indicates
codons postulated to be important to peptide binding (Brown et al 1993).
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Pobl-DOB*1 TERVRFVSRYIYNREEFVRYDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDIMEQTRAELDT

Euau-DOB*6 ..... L..S....... YA F..oii i ii i, S.K.o....... Lo........
Euau-DQB*7 ..... Y..S.... ... YA F.ooiiiiiiiiiinan. S. Koo Lo,
Euau-DQB*8 ..... Y.T.H....... L.F...... Fooooooo.. S.KH....... L..R......
Euau-DQB*9 ..... Y..S....... L..F..Y....... S..... ) Lo,
MenoSEA-DQ ..... L.V.H...... YA F.ooiiiiiiiiiinan. S.K....... LL..R \Y%

Live-DOB*1 ....... E..oooooo.. T.F...A .. oo RT......... LL..K..VV

Dele-DQOB*01 ..... Lo, T = P L.R.......
HLA-DB1 ~  ..... L.T........ YA.F..... Voo, PO....oi EVL.G.......

Figure 3. Predicted amino acid sequences of DQB alleles. To ease comparison no character is used to
display identity. The identification of sequences follow the abbreviations used to DQB nucleotide
sequences. To physiochemical characteristics information see the text.
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Abstract

Despite the recent increase in studies on franciscana dolphin (Pontoporia blainvillei) molecular
biology, there is no karyotype information since live animals are very rare to be achieved. In the
present study the diploid number was established for the two new born male franciscanas live-
stranded (2n= 44) from corneal cell cultures. From the comparison of the chromosomal number
into the cetacean karyotype phylogeny we suggest that the most parsimonious hypothesis is
that the ancestral character state in the group is the diploid number of 42, with an extra
chromosome pair appearance independently twice along the cetacean evolution, once in the
suborder Odontoceti and once in the suborder Mysticeti. The information of the chromosomal

number may be useful to future genetic mapping projects of the species.
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The franciscana, Pontoporia blainvillei, is a small dolphin endemic to shallow coastal waters
of tropical and temperate regions along the coasts of Brazil, Uruguay and Argentina (Crespo et
al. 1998; Siciliano et al. 2002). The species is the only member of the family Pontoporiidae. Due
to the species behavior of avoiding engine boats, its small size, inconspicuous color pattern and
small group size, franciscanas are one of the most difficult coastal cetaceans to be observed in
the wild.

This species is probably the most endangered small cetacean of the Southwest Atlantic
Ocean, due to the high levels of entanglement in commercial gillnets (Danilewicz 2007). The
population that inhabits southern Brazil and Uruguay suffers a mortality of more than one
thousand animals each year (Ott et al. 2002; Secchi et al. 2003) and is currently listed as

Vulnerable in the IUCN Red List of Threatened Species (IUCN 2007).

The franciscana is one of the most studied cetaceans of South America, having many
aspects of its biology described (e.g. Pinedo and Hohn 2000; Danilewicz et al. 2002; Danilewicz
et al. 2004). Nevertheless, molecular studies have been first published only in the last ten years
with the description of differences in the mtDNA between two populations of franciscanas
(Secchi et al. 1998). Subsequently, studies applying mtDNA and microsatellite techniques to
investigate population structure, social ecology and phylogeny have been conducted by many
authors (Hamilton et al. 2001; Ott 2002; Valsecchi and Zanelatto 2003; Lazaro et al. 2004).
Despite these advances in the franciscana molecular biology, there are still no data on the
species” karyotype. At genetic light, the knowledge about DNA organization and content of a
species is one of the most important biological aspects concerned to species itself. The
objective of this note is to describe the karyotype of the franciscana. Moreover, a comparison

with the karyotype of the living cetacean families is provided.
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Methods

Two newborn male franciscanas, live-stranded in northern Rio Grande do Sul, southern
Brazil, in October and November 2006 were sampled before and after demise in this study. The
blood collected before death did not result in an appropriately cell culture (data not shown).
After their death, the animals were preserved at 4°C until processing. Corneal culture for
cytogenetic preparations was obtained according to Duffield et al. (1991), with modifications.
The eyes from each animal were harvested two days after its death and stored in plastic bags
with attention against liquids surrounding them and they were maintained at 4°C for 3-5 days
before use. Then the eyes were rinsed with sterile phosphate-buffered saline (PBS) and the
entire corneal layer was excised before the treatment, to prevent contamination, with 1 ml of
normal culture medium (NM) consisting of Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Sigma), 3.7 g/l sodium bicarbonate, 2.5 g/l HEPES, 10% fetal calf serum (v/v), gentamicine (0.6
mg/ml) and Fungizone 2.5 ug/ml (Amphotericin B, Gibco). After 1 hour at 37°C, 5% CO,, the
corneas from both animals were minced in small pieces and transferred to 12 well cell culture
plates (one piece by well) and were maintained at the same conditions but without Fungizone.
After 24 hours the corneal pieces were washed with Hanks balanced salt solution-Ca®* and
Mg®* free (HBSS-CMF, Sigma) and incubated with 0.25% trypsin-EDTA solution (Sigma) for 5
minutes to facility the detachment of cells from tissue. The released cells were centrifuged,
resuspended in NM without Fungizone and transferred to another 12 wells cell culture plates
without remained tissue. After the adherent cells reached confluence, they were transferred to 6
well cell culture plates (first passage). The culture was expanded to 25 cm?bottle.

The karyotype was prepared from the 3 to the 5" passages to avoid possible aneuploidy
events induced by long-term culture maintenance. Metaphase cells were collected by the
addition of colchicine 0.1 pg/ml for 2 hours at 372 C. Cells were resuspended using 0.075 M KCI
hypotonic solution for 10 minutes at 37°C and fixed in ethanol-glacial acetic acid solution (3:1).
From each preparation a minimum of 15 chromosome spreads were analyzed to establish the
diploid numbers.

GTG- and CBG-bands were performed according to the methods of Seabright (1971) and
Sumner (1973) respectively. Four complete sets of chromosomes from each individual were

measured for relative total length and arm ratios were computed. The numbers of autosomal
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arms was designed as FNa. The photomicrographs were obtained using FUJI Neopan® I1SO
100 under a Zeiss microscope. The karyotype groups were assembled in a fashion similar to
the published karyotype for the Inia geoffrensis (Hsu and Benirschke 1967) and the
chromosome group classification followed Levan et al. (1964).

In order to provide a figure of the evolution of karyotype pattern in cetaceans, information on
the karyotype was collated by the compilations presented by Arnason (1974) and O’Brien et al.
(2006) and applied to the complete cetacean phylogeny proposed by Price et al. (2005). In this
comparison, the gray whale (Eschrichtius robustus) was nested together with the other
balaenopterids, since the support for a monophyletic clade comprising the traditional families

Eschrichtiidae and Balaenopteridae is considered high (Price et al. 2005).

Results

The modal diploid and autosomal arm numbers of P. blainvillei were 44 and 74 respectively.
The karyotype has sixteen large to small bi-armed and five median and small acrocentric pairs
(Figures 1 and 2). The sex pair is metacentric, the X chromosome being median (between pairs
10 and 11) and the Y is the smallest chromosome as expected from mammal karyotypes. It was
possible to identify all chromosomes pairs from one franciscana using G-banding (Figure 1). As
to compared with other cetaceans, franciscana’s karyotype possesses large amounts of C-
heterochromatin and showed heteromorphism between homologous chromosomes (Figure 1
box B). The C-bands were detected in the terminal regions in the short arms of the
chromosomes pairs one to nine (in the long arm of pair five) and in the proximal regions in the
long arm of pairs two and seven, and in the pericentromeric regions of the all acrocentrics
(Figures 1 and 3). In the X chromosome the C-band was observed in the terminal region. This

banding was not detected in pairs 11 to 16 and chromosome Y.

Discussion

The order Cetacea is currently recognized to contain about 90 species divided in 14
families: Balaenidae (right whales), Neobalaenidae (pygmy right whale), Eschrichtiidae (gray
whale), Balaenopteridae (rorqual whales), Physeteridae (sperm whale), Kogiidae (pygmy and

dwarf sperm whales), Platanistidae (Ganges and Indus river dolphins), Ziphiidae (beaked
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whales), Lipotidae (baiji), Pontoporiidae (franciscana), Iniidae (Amazon river dolphin),
Monodontidae (beluga and narwhal), Delphinidae (dolphins and small toothed whales) and
Phocoenidae (porpoises) (Rice 1998). Cetacean karyotypes range from 2n=42 to 2n=44, with a
clear prevalence of the last pattern (Arnason, 1974). The karyotype of two cetacean families -
Neobalaenidae and Platanistidae - has never been reported.

The phylogenetic and cytogenetic data compiled in this study presented in Figure 4 may
throw some light onto the karyotype evolution in cetaceans. The most parsimonious hypothesis
is that the ancestral character state in the group is the diploid number 42. An extra chromosome
pair appeared independently twice along the cetacean evolution, once in the suborder
Odontoceti and once in the suborder Mysticeti (positions 4 and 5, respectively, in Figure 4). It
would be interesting to investigate the karyotype of the family Platanistidae in order to
corroborate the hypothesis that the extra-pair of chromosomes in the toothed whales appeared
in position 4 of the phylogeny. Otherwise, the diploid number 44 would have evolved from
position 3, and a reversion of this character state would have occurred in the family Ziphiidae.

Opportunities for sampling live franciscanas and to obtain quality tissues for cell cultures are
very rare. The dolphins are seldom seen alive and are not kept in captivity. In this sense, the
technique utilized in our study proved to be useful as an alternative in cytogenetic studies of a
species that is not suitable to achieve samples from live animals, especially those whose
sample processing is limited by distance between the collecting site and laboratory. We are
aware that the cytogenetic data presented here are limited since they are restricted only to two
animals, and may be refined in further studies. Nevertheless, as stated before, in light of the
scarcity of opportunities to sample franciscanas and due to the lack of knowledge on its
karyotype, it is significant to be presented. Moreover, the information presented here may be

useful for future genetic mapping projects for the franciscana.
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Figure legends

Figure 1. Chromosomal composition of franciscana dolphin (Pontoporia blainvillei). a) At left
position: Giemsa staining, central: G-band and right: C-band. b) Evidence of heteromorphism
between homologous chromosomes (pair one). Three different metaphase plates from the

same individual were used.

Figure 2. Representative Giemsa stained karyotype of franciscana (Pontoporia blainvillei)

(individual number 1).

Figure 3. Metaphase plate C-banded of franciscana (individual number 2). Arrows indicating

the heterochromatin position.

Figure 4. Phylogenetic relationships of extant cetacean families, according to Price et al.,

(2005). Black branches indicate diploid number 44 and grey branches indicate diploid number

42. Dashed grey branches indicate families with no information on karyotype
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Tables

Table 1. Means arm ratios of franciscana, Pontoporia blainvillei, based on measurements from
four metaphase cells from each animal. Acrocentric pairs are not assigned and measured in this

table. Groups of bi-armed chromosomes followed Levan et al. (1964) classification.

Assigned Relative Mean gp
Groups Chromosome  meanlength am ratio
Submetacentric 1 18.70 2.25
2 15.29 2.77
3 13.96 3.18
4 12.33 2.76
5 12.07 2.00
6 11.17 2.27
7 10.40 2.35
8 9.57 1.93
9 8.51 1.86
Metacentric 10 7.53 1.25
11 7.28 1.60
12 6.60 1.23
13 6.12 1.34
14 5.76 1.20
15 5.20 1.10
16 5.05 1.19
Sex chromosome X 7.42 1.31
Y na na
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Figure 4
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6. Consideragoes finais

O presente trabalho analisou a variabilidade genética de duas espécies de cetaceos de
ocorréncia no litoral brasileiro, a toninha e a baleia-franca-austral, utilizando como marcador
molecular a porgéo variavel de um gene envolvido em resposta imunoldgica (genes do MHC). Os
genes de MHC sdo comumente utilizados em diferentes espécies de vertebrados para esclarecer
questdes evolutivas intrinsecas a este sistema genético como o papel da sele¢do natural sobre
essa regido gendmica e questdes de variabilidade especificas das espécies onde sao
analisados. Utilizamos metodologias baseadas em biologia molecular e celular (amplificagdo da
regido gendmica, clonagem, sequenciamento, analise de expressdo, cultivo celular) para
identificar niveis de variabilidade dentro das seqiiéncias geradas para ambas as espécies, além
de estabelecermos o cultivo celular a partir da cornea de toninha para a obtengao do cariétipo da
espécie.

Os niveis de variabilidade genética para o gene DQB em toninha séo baixos (tanto em
nimero de alelos quanto em numero de sitios variaveis dentro das seqléncias). A espécie ndo
apresenta este gene duplicado. Em contrapartida, variabilidade detectada para baleia-franca-
austral é alta em relagdo a toninha, e parece estar em acordo com os niveis de variacdo
detectados para outras espécies de cetaceos a partir de marcadores moleculares do tipo
microssatélites e DNA mitocondrial. O nimero de alelos identificados em baleia-franca-austral é
alto e corrobora a sugestdo de que a espécie possui mais de uma cdpia deste gene. Foram
identificados 6 alelos para toninha, sendo um deles (Pobl-DQB*1) prevalente ao longo da
distribuicdo da espécie. Foram identificados 17 alelos para baleia-franca-austral com uma
distribuicdo mais homogénea entre os individuos amostrados.

H& compartilnamento de haplétipos entre as trés regides amostradas dentro da
distribuicdo geografica de toninha, mas isto ndo descarta as evidéncias de isolamento da
populagdo do Rio de Janeiro. Os alelos encontrados nesta populagéo e compartilhados entre as
demais regides amostradas podem ter sido fixados antes do isolamento da espécie.

A metodologia de PCR-SSCP, que havia sido utilizada anteriormente para detectar
variagdo nesta regido do gene, ndo é eficiente para este tipo de avaliagdo. Os alelos
pressupostos por PCR-SSCP nédo foram confirmados em sua maioria por sequienciamento. O
sequenciamento sé é factivel para este sistema a partir dos clones recombinantes.

Hé& evidéncias de selegéo positiva para a variablilidade dentro desta regi@o do genoma
de ambas as espécies, como demonstrado pelas taxas de substitui¢ido ndao-sinénima prevalentes

sobre as taxas de substitui¢do sindnimas.
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Ha& evidéncias de sele¢do para o gene DQB como demonstrado pelo compartilhamento
de um alelo entre as duas espécies estudadas. E provavel que este alelo tenha se fixado nas
duas espécies antes da divergéncia entre as duas ordens: odontocetos e misticetos. Entretanto,
ndo se pode descartar outros mecanismos envolvidos no compartiihamento de seqiiéncias
génicas, como o processo de convergéncia.

A detecgé@o de expressdo do gene DQB a partir das amostras de pele de toninha e
baleia-franca-austral evidencia a funcionalidade do gene nestas espécies, bem como as
caracteristicas de funcionalidade das seqiéncias.

Algumas questdes permanecem em aberto, como: uma vez que estas espécies estao
sob um regime fisiolégico bastante diverso em relagdo a outros mamiferos, como a selegao
estaria atuando sobre os niveis de diversidade destas espécies? Como estes genes evoluiram
em espécies tao distantes dos modelos comumente utilizados para responder a estas questdes?
O isolamente de sequéncias completas destes genes (principalmente exons que fazem parte da
fenda peptidica) e analise de evidéncias moleculares de selegdo dentro e fora de sitios
considerados importantes para a ligagdo ao peptideo antigénico complementariam os dados
descritos no presente trabalho.

A utilizacdo de tecido de animais recém mortos mostrou-se extremamente eficiente para
o0 cultivo celular. Durante o processo de estabelecimento do cultivo da cérnea, para fins
citogenéticos, foi possivel estabelecer protocolos de diferenciagéo celular (dados ndo mostrados)
que criam perspectivas interessantes sobre o processo de diferenciagéo celular em organismos
néo modelos. Além disso, a caracterizagdo dos genes de MHC nos cromossomos (organizagao,
localizagdo), complementando as informagdes sobre a evolugdo destes genes é uma das
possibilidades de utilizagdo dos cultivos celulares a partir dos protocolos estabelecidos no
presente trabalho.
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