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RESUMO

A baleia-franca-austraEQibalaena australjsfoi alvo de grande exploragcdo comercial
entre os séculos XVII a XX no Hemisfério Sul. Esttimas recentes sugerem que a
populacdo mundial da espécie € de 12.000 individugsie representaria 17 a 21% do
seu tamanho original. Apesar de aparente recuperacdeclinio drastico no tamanho
da populacéao, resultante dos 400 anos de atividadaca, pode ter gerado altos niveis
de endogamia, baixa capacidade reprodutiva e peedaariabilidade genética da
espécie, podendo ter seu potencial adaptativo amgirdo, aumentando assim a
probabilidade de extincdo. Frente ao exposto éxtierea importancia a avaliacédo
comparativa da variabilidade genética entre as lpgpas atuais d&. australise
amostras representativas do periodo de caca, eeciglspo Brasil. Sendo assim, os
objetivos deste estudo foram: I. Otimizar e compam@todos de extracdo e
amplificacdo de DNA antigo (aDNA) de ossos de ldafeanca-austral, em diferentes
estados de degradacéo; Il. Caracterizar genetidansegmentos da regido D-Loop do
DNA mitocondrial (mtDNA) a partir de ossos de espixs deE. australiscoletados na
Peninsula Valdés na Argentina e em Santa Cataond8rasil; e Ill. Comparar as
sequéncias nucleotidicas da regiao recuperadanmasiras de aDNA com as descritas
para as populacdes atudisste estudo comparou cinco métodos diferentes qiztea
material genético de amostras degradadas. O mémeéatracdo que mostrou ser mais
eficiente foi o que continha o reagente DextraneBlGom a amplificacdo de 20
fragmentos curtos, obtidos pelo Nested-PCR, comnagem e posterior
sequenciamento, foi possivel recuperar pequengmséatos, que variaram de 7 a 59
pb, da regido D-Loop do mtDNA de 11 amostras deskE. australisdas 88
tentativas realizadas\o analisar o material recuperado com dados atlmisspécie, o
programa Network 4.6 revelou uma rede contendo a&plotipos, sendo quatro
haplétipos restritos as populacdes antigas e a#oaréo descritos na literatura. Os
resultados séo preliminares e seus significadosmeser avaliados com muita cautela.
Contudo, deve-se ressaltar que os quatro novostipags encontrados podem sustentar
a hipétese de uma maior diversidade haplotipiceEeustralisquando a mesma era

cacada comercialmente.

Palavras-chaveEubalaena australisaDNA; Dextran Blue; Haplotipos.



ABSTRACT

The Southern Right WhaleE@balaena austral)js was object of great commercial
exploitation between the XVII and XX centuries metSouthern Hemisphere. Recent
surveys suggest that the world’s population is 8f0Q0 specimens, which would
represent 17% to 21% of its original size. Desfiie supposed recovery, the drastic
populational decline, resultant from 400 years ainttng activities, could have
generated high levels of endogamy, low reproductiapacity and loss of genetic
variability of the species, compromising their piigl of adjustment, thus increasing
their probability of extinction. Due to the exposedis of extreme importance the
comparative evaluation of the genetic variabilitgtveeen the currenE. australis
population and representative samples from the ifginperiod, especially from
Brazilian coast. Therefore, the purpose of thislgtwas: I. To optimizeand compare
extraction and amplification methods of aDNA fromughern Right Whale’®ones in
different stages of deterioration; Il. To genefigatharacterize segments of the
MtDNA’s D-Loop region fromE. australisbones collected at Peninsula Valdés in
Argentina and Santa Catarina in Brazil, and Ill.cbmpare nucleotide sequences of the
recovered region from aDNA samples with those desdrfor the current populations.
This study compared five different extraction mekhon order to obtain genetic
material from deteriorated samples. The extractiethod containing Dextran Blue
reagent showed the higher efficiency. With the afieption of 20 short fragments and
overlapping of aDNA through Nested-PCR techniqume further cloningof the latter
fragment, it was possible to sequence small fragenemrying from 7 to 59 pb, from
the mtDNA’s D-loop region from 11 bones samplesEofaustralis out of the 88
attempts performed. Analyzing the recovered mdtegether with the updated data of
the species, the Network 4.6 program revealedwaanktcontaining 19 haplotypes, 4 of
them generated only with ancient population samplesclviare new for the species.
The results are still preliminary and their measisfpould be evaluated with caution.
However, it should be noted that the four new higples found could support the

hypothesis of a higher haplotype diversityEnaustraliswhen it was hunted.

Key words:Eubalaena australisaDNA; Dextran Blue; Haplotypes.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo tem como objeto de estudmetéceoEubalaena
australis popularmente conhecido como baleia-franca-aus@al ossos utilizados
como amostras para as analises genéticas forartadogepreviamente (n=105) nas
duas principais &reas de reproducdo da espéciecean® Atlantico Sul Ocidental:
Peninsula Valdés, Argentina e Santa Catarina, IB@sirabalho foi dividido em dois
capitulos e uma introducao geral tratando de difeseaspectos relativos a espécie, da
genética da conservagdo e de DNA antigo (aDNA).6sAps dois capitulos h4 uma
conclusao geral envolvendo a relagédo das princigaias de cada um dos capitulos. O
capitulo primeiro Otimizacdo de métodos de extracdo e amplificacdo deNA
antigo (aDNA) em ossos d&ubalaena australigbaleia-franca-austral)’ teve como
objetivos otimizar e comparar métodos de extrac@m@ificacdo de aDNA de ossos de
baleia-franca-australE( australi, em diferentes estados de degradacdo, com a
finalidade de isolar a maior quantidade de aciddéico possivel, reduzir os inibidores
da PCR e contaminacbes exdgenas. O segundo capRokdise da diversidade
genética da baleia-franca-austral, Eubalaena australis (Desmoulins, 1822)
(Mysticeti, Cetartiodactyla) nos periodos pré e poéscaca no Atlantico Sul
Ocidental’ teve como objetivos caracterizar geneticamengmsatos da regido D-
Loop do DNA mitocondrial a partir de ossos de espés deE. australiscoletados na
Peninsula Valdés na Argentina e em Santa Catadirizrasil e comparar as sequéncias
nucleotidicas da regido D-Loop recuperadas nas teasode aDNA com as descritas
para as populacdes atuais.



1 INTRODUCAO GERAL

1.1 A BALEIA-FRANCA-AUSTRAL E O GENERCEUBALAENA

A baleia-franca-austraE(ibalaena australis(Desmoulins, 1822) é uma espécie
pertencente a Ordem Cetartiodactyla, Subordem Eatacfraordem Mysticeti e junto
com aEubalaena glacialisMuller, 1776), Eubalaena japonicalLacépéde, 1818) e
Balaena mysticetu@Linnaeus, 1758) compde a familia Balaenidae (Cingsyl985).
As trés espécies do géneEubalaenasdo geograficamente isoladas e apresentam
diferencas genéticas no comportamento de acasa@menperiodo reprodutivo
(Cummings, 1985). Em termos de distribuicBopalaena australi® encontrada no
Hemisfério Sul e sdo reconhecidas a existénciaadass/populacdes (Rice, 1998). Por
outro lado, E. glacialis € formada por somente duas populacbes encontraaas
oceanos Atlantico e Pacifico Norte (Rosembaetnal, 2000) eE. japonica, possui
apenas uma populacgéo restrita ao oceano do Pahlidide, proximo a regido do Japéo
(Gaineset al, 2005).

1.2 A BALEIA-FRANCA-AUSTRAL

As baleias-franca sdo facilmente diferenciadas dasros cetaceos por
possuirem caracteristicas singulares como: bainfoo em forma de “v”, auséncia de
sulcos ventrais e nadadeira dorsal. Seu corpoustobsua coloracdo é negra com uma
mancha branca no ventre de tamanho variavel, nadagmitorais largas e calosidades
ao redor de sua cabeca, boca e orificio respicat@@dummings, 1985). Essas
calosidades sé@o espessamentos na epiderme quensupgeprimeiros meses de vida
(Payneet al, 1983) e séo infestadas por ectoparasitas ddida@yamidae, sendo o
género mais comur@yamus Este anfipodo é o responsavel pela coloragédo braumca
amarelada da pele desta regido (Pagheal, 1983; Rowntree, 1993). Apesar da
distribuicdo das calosidades ser padrdo nas bditammsa, a forma, nUmero e tamanho
sao variaveis em cada individuo, permitindo assima wdentificacao individual (Payne
et al, 1983).

O comprimento total de uma fémea adulta pode chet@al8 metros e pesar até
60 toneladas, enquanto os machos, nao passaridm tw@eladas e comparativamente

menor do que as fémeas (Cummings, 1985). A espéioige a maturidade sexual em
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torno dos seis anos de idade. A primeira gestac@oensomente aos nove anos e dura
entre 11 e 12 meses, sendo que cada fémea tem @ia une filhote a cada trés anos
(Payne, 1986; Paynet al, 1990). Os filhotes nascem com aproximadamemteoci
toneladas (Whitehead & Payne, 1981), medindo se&Bos de comprimento (Best,
1994) e permanecendo com as maes por volta de anfHamiltonet al, 1998). A
longevidade das fémeas é de aproximadamente 65eas0a vida reprodutiva ocorre
até os 30 anos, podendo desta forma, ter até ilboees durante sua vida (Hamilten

al., 1998).

Eubalaena australisapresenta um padrédo sazonal de migracdo, passando o
verdes em areas de latitudes altas e com grandetpidade primaria (Evans, 1987).
Nestas regifes que se encontra o kElighausia supera o principal alimento da
espécie e também outros organismos do zooplanaienfagem parte de sua dieta
(Clapham, 1999). No Hemisfério Sul as areas cadhscde alimentacdo ficam no
entorno das llhas da Geodrgia do Sul (Moeral, 1999) e préximas da Convergéncia
Antéartica (Goodall & Galeazzi, 1986). Segundo Valexlaet al. (2009) E. australis
apresentaria fidelidade a area de alimentacédo e ashportamento seria herdado
culturalmente. Desta forma, as maes ensinariamfdbates a se localizarem durante
seu primeiro ano de vida.

Estudos moleculares embasados tanto em marcadareleares quanto
mitocondriais realizados por Ott (2002) e éttal (2011) verificaram que as baleias-
francade trés areas distintas no Hemisfério Sul (Brasifjentina e Ilhas Gedrgia do
Sul) pertenceriam a uma Unica populagdo genétiea sgualimentaria ao redor do
arquipélago da Geodrgia do Sul. Porém, pesquisaantex; realizadas a partir de
isotopos estaveis de o0ssos de baleias-franca ranelama composicédo isotopica
diferente entre os individuos provenientes do Beasis da Argentina. Estes resultados
sugerem gue 0S grupos estariam se alimentando eas distintas e ndo somente na
Georgia do Sul (Vighet al, 2014).

Durante o periodo de reproducédo no inverno e premaaustrais, as baleias-
franca migram para as suas respectivas areas utpes] os “stocks” reprodutivos
(Cummings, 1985). Sua reserva energética ira sgu@s exigéncias metabdlicas,
influenciar no desempenho reprodutivo e no dese&miehto do seu filhote (Milleet
al., 2011). Segundo Milleet al (2012), ndo existem evidéncias de que a espécie s

alimente durante este periodo, que dura cercande oneses (Payne, 1986). Contudo o
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estudo dos isétopos estaveis realizado por \aghal(2014), revelou valores que
sugerem que B.australisse alimentaria também em seus “stocks” reprodsitivo

No Hemisfério Sul, existem quatro “stocks” reprodo$ de baleias-franca.
Estes sdo encontrados na costa da Africa do SulAusdrdlia, nas regibes sub-
Antarticas da Nova Zeléandia e na América do Sulstdlalltima area com maior
concentracdo nas aguas costeiras da Peninsulas\(Aldgentina) e Santa Catarina (sul
do Brasil) (IWC, 2001; Payne, 1990). Para estenaltistock”, as avistagens da espécie
ocorrem entre os meses de julho e dezembro, teramdmaior densidade entre os meses
de setembro e outubro (Payne, 1986).

As Dbaleias-franca que passam o inverno no sul dasilBestdo sendo
pesquisadas desde 1986 e aproximadamente 300dmosvja foram foto-identificados
por meio de suas calosidades (Groch, 2005). Cora has estudos realizados pela
autora, foi possivel comprovar que a presenca sineKs” reprodutivos ndo € apenas
casual, ja que cerca de 10% das fémeas avistada$ilbotes voltaram para a mesma
regido a cada trés anos para procriar. Ja as $aléidtas que migram com a finalidade
de acasalar foram reavistadas em intervalos decterapavel, mas também tendem a

retornar para a mesma area reprodutiva.

1.2.1 A caca da baleia-franca-austral no Sul do Bsid

Eubalaena australisapresenta habitos costeiros durante a reprodug@gdos
considerada relativamente lenta, com velocidadeted®camento que variam entre 5 a
12 km/h durante sua migracdo sazonal (IWC/BraS®91 Kenney, 2008). Além disso,
a espécie possui uma camada de gordura que podarcité 26 cm de espessura no
periodo pré gestacdo (Millet al, 2011), sendo por estas caracteristicas chan@ada d
baleia “certa” do sul (do ingléSouthern Right Whalee alvo de grande exploragao
comercial durante os séculos XVII a XX no Hemigfé&sul (IWC, 2001). Estima-se que
durante este periodo foram capturadas aproximadem&8000 baleias-franca no
Oceano Atlantico, 37200 no Oceano Pacifico e 1200ceano indico (Dawbin 1986;
Du Pasquier 1986; Best, 1987). A captura destacesmiirou cerca de 400 anos,
levando &. australisa beira da extin¢do (Ellis, 1969).

O historico da caca comercial de baleias no Bramiheca em 1746, com a
instalacéo da primeira armacao baleeira no estad®adta Catarina (Ellis, 1969). Esta

construcao foi chamada de Armacao Nossa SenhdPgedade e se localizava no atual
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municipio de Celso Ramos (Ellis, 1969). Com o padea anos mais cinco edificacdes
foram construidas no Estado (Saint-Hilaire, 198y 1772 foi fundada a Armacédo
Lagoinha localizada na Praia da Armacdo em Flopal&] em 1778 foi criada a

Armacdao Itapocordia na cidade de Picarras; em I@P6onstruida a Armacédo Sao
Joaquim de Garopaba; em 1796 foi instalada a Armm&gint’Anna de Imbituba, na
cidade de Imbituba e em 1807 foi construida a @althnrmacao, chamada de Armacéo
Ilha da Gracga, localizada no Canal S&o Francisam{&lilaire, 1978).

A armacado Nossa Senhora da Piedade foi a maiorsecorapleta de todas. Esta
contava com trapiche, capela, ferraria, casa derési, casa-grande, engenho de frigir
composto por vinte caldeiras de ferro, engenhozegteae trés casas de tanques que
possuiam treze reservatérios para armazenar apgitizando 6329,50 m3. Além disso,
esta Armacao contava com hospital, armazéns, @dembsito de lenha, telheiro para
construcdo, quatro casas destinadas aos balees®szala, que eram distribuidas em
quarenta e quatro casas e dois armazéns anexss 1269).

Todas as Armacgdes foram construidas em enseadas &brigados dos ventos
e da agitacdo do mar, deste modo a caca e o tratesibarcos eram facilitados (Ellis,
1969). Segundo Saint- Hilaire (1978), entre os ant48-1750, somente a Armacao
Nossa Senhora da Piedade capturou cerca de 50@shbaéen 1777 a Armacéo
Itapocoroia cagou 300 baleias. Com a intensidad=da ao longo do tempo o declinio
da populacdo destes cetaceos foi observado e etha8%eis armacdes catarinenses
juntas capturaram apenas 59 animais (Saint-Hila8ég).

Os equipamentos para a caca evoluiram de arpadast®a de madeira para as
chamadas “bombali¢as”, langas com dinamites acapldeim 1952 foi implementado o
uso de canhdes no Estado de Santa Catarina, oagiiéa¥a muito esta atividade
(Palazzo & Carter, 1983). Em todo periodo de exgl@o o objetivo da caca nunca foi o
consumo da carne, e sim a gordura da baleia enanoipgal interesse. Cada baleia
rendia em média 15 barris de 6leo (Saint-Hilair@78). Este 6leo era utilizado para
fabricacdo de argamassa, iluminacdo (principal atgo metade do século XIX) e
lubrificacdo. As cerdas bucais também eram comlaatas e Uteis na fabricacdo de
espartilhos. Segundo Palazzo & Carter (1983),imalbaleia morta no estado de Santa
Catarina foi no ano de 1973, esse cetaceo tinlmelrbs de comprimento e rendeu 40
tambores com 200 quilos de éleo.

A lei contra a caca da. australisfoi implementada em 1935 (IWC, 2001) e teve

sua reafirmacdo em 1942, com a criagcdo da Comistgitmacional Baleeira (do inglés
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“International Whaling Comission” - IWC) (Donovath992). Porém esta lei ndo foi
respeitada e durante os anos 60 a espécie sofporamdo adicional. Sua captura
ocorreu até 1973, periodo onde ndo houve registeogspécie na costa brasileira
(Palazzo & Carter, 1983). A proibicdo oficial dacaacomercial da baleia-franca no
Brasil foi efetivada em 1987 (Lei Federal N° 76d8,18 de dezembro de 1987).

Acredita-se que a populacéo original de baleiacteaustral, estimada entre
55.000 e 70.000 individuos no periodo pré-caca (RUQ1), foi tdo reduzida devido a
exploracao irracional ao ponto da espécie ter adwegaeira da extincdo no Hemisfério
Sul, sendo somente reavistadas no litoral Sul dsiBna década de 80 (Camara &
Palazzo, 1986). Segundo estudos realizados pohGaeO5) entre os anos de 1997 e
2003, o numero de fémeas reprodutivas encontraal&stado de Santa Catarina teve
um aumento de 29,8% ao ano. Tal aumento pode ssegoéncia da imigracdo de
outros “stocks” reprodutivos, como o da ArgentiBadtet al, 1993).

De acordo com Best (1988), a recuperacao da pdpulagndial dé&. australis
sé comecou ocorrer hd cerca de 40 anos de fornta, lapresentando uma taxa de
crescimento de 7 a 8% ao ano (IWC, 2001). Estiraatikecentes indicam que a
populacao atual dE. australisé de aproximadamente 12.000 individuos (IWC, 2012),
0 que representaria 17 a 21% do seu tamanho pameéa®riginal. Todavia, dados
moleculares sugerem que a espécie sofreu um gaggaktico significativo durante o
final do Pleistoceno e inicio do Holoceno (22 eibanos atras) (Oliveirat al, 2011).
Portanto, mesmo com fortes sinais de recuperac@iectinio drastico no numero
populacional pode ter causado a diminuicdo da biidade genética da espécie
(Oliveiraet al, 2011) antes mesmo da atividade da caga no s¥dfilo

1.3 CONSERVACAO DE EUBALAENA AUSTRALISNO ATLANTICO SUL
OCIDENTAL

Eubalaena australisesta classificada como uma espécie vulneravel (W&J)
categoria de ameacas da IUCN (2008) e no livro glrondo Brasil faz parte da
categoria em perigo (EN) (ICMBIO, 2005). Nos ulten@anos, foram registradas
aproximadamente 420 mortes de baleias-franca rea dgereproducdo na Peninsula
Valdés, cerca de 90% destes animais eram filhaies menos de trés meses de vida
(Sironi et al, 2012). Segundo Rowntree al (2010), entre 2007 e 2009 foi verificada

uma meédia de 79 mortes por ano, isto representaasia de um quinto dos filhotes
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nascidos em 2008. A alta taxa de mortalidade amé@@a foi explicada, porém no
workshop realizado pela IWC em 2010 na Argentirmarfo propostas trés hipoéteses:
pouca disponibilidade de alimento, exposicao aoiots e doencgas infecciosas (IWC,
2010).

Além disso, a degradacdo de habitat, colisbes coarcacdes, poluicdo e
emalhamento em equipamentos de pescas sédo outnesfgue atingem fortemente sua
conservagdo (Claphanet al, 1999). No ano de 2010 foram registrados seis
emalhamentos com baleias-franca em Santa Catea@mmlo as redes avistadas nas
calosidades, orificio respiratorio e cabeca do ahim que muitas vezes resultou em
encalhes e mortes (Pontadtial, 2011).

Segundo Vermeulert al (2012), o turismo de observacdo e o nado com as
baleias podem gerar uma grande perturbacédo padivaduo. O comportamento calmo
e tranquilo daE. australistambém estd sendo comprometido com a interacéo- int
especifica com a gaivotaarus dominicanusEsta ave marinha desenvolveu o habito de
atacar as baleias-franca que habitam a Peninsldi&d/a fim de se alimentar da pele
descamada do dorso do animal e de sua gordura.i€ddap foi primeiramente
observado em 1984, descrito por Thomas (1988) & sestornando mais comum nos
altimos anos. Estudos realizados por Rowngtes. (1998) mostraram um aumento nos
atagues dé. dominicanusem E. australisde cinco vezes em 1995 na Argentina. No
Estado de Santa Catarina, 0 molestamento as bal@ms € mais raro, tendo sido
observado o primeiro registro em 1998 por Groct®9@20No ano de 2009, durante um
monitoramento aéreo, Rodrigues al (2010) acompanharam outro caso semelhante.
Segundo os autores, cerca de 10 gaivotas atacaranmée com seu filhote. Na
maioria dos casos, as baleias-franca recuam, nmengué nadam rapidamente, gerando
um estresse que muitas vezes pode resultar ergadto energético, abandono e morte
do filhote (Rodriguest al, 2010).

A alta taxa de mortalidade de baleias-franca, dauwde eventos naturais,
gargalos genéticos (do inglésttleneck ou até mesmo pela atividade da caca (como
ocorreu no passado), € sem duvida preocupantec@ui® declinio no tamanho efetivo
da populacdo pode ocorrer a diminuicdo da varddde genética nas geracdes
seguintes, aumentando assim os riscos de exting&spkcie (Allendorf & Luikart,
2007).

1.4 GENETICA DA CONSERVACAO E DNA ANTIGO (ADNA)
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Com o surgimento da genética da conservacao naaléleal980 a utilizacdo de
marcadores moleculares associados as bases tefaiggnética de populacdes e, mais
recentemente, a teoria de coalescéncia, foi pdgsivema maior compreensao sobre a
distribuicdo da variabilidade genética existente populacdes dos mais diferentes
taxons. Tais estudos vém sistematicamente fornecéamgortantes informacbes e
auxiliando em programas de conservacdo dos eassiste espécies (Allendorf &
Luikart, 2007).

A variabilidade genética é fundamental para evaug®is fornece o material
bésico para a selecdo natural, aumenta o potead#itativo e diminui as taxas de
endocruzamento (Avise, 1994). O cruzamento enulé/itluos aparentados gera um
desvio na aleatoriedade dos cruzamentos aumentandmmozigose. A baixa
variabilidade genética e o endocruzamento aumerntanbém a possibilidade de
combinacdo de variantes alélicas deletérias sungiceque pode gerar altas taxas de
mortalidade, reducdo na fertilidade, crescimentmtole ou instabilidade no
desenvolvimento dos individuos que deveriam comiripara proxima geracao (Lacy,
1997; Solée-Cava, 2004).

Um genoma altamente utilizado em estudos popula@prevolutivos e de
demografia € o DNA mitocondrial (MtDNA). O mtDNAherdado preferencialmente
pela linhagem materna, seu genoma € pequeno a@Edamente 16.000 pb em
vertebrados (Browet al, 1982). Sua estrutura € simples, livre de int®mréementos
de transposicéo, sendo assim, de facil isolamemitabse (Aviseet al, 1987). Possui
muitas copias por célula o que torna o processantdificacdo por reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR) mais eficaz (Modhal, 2007). Além disso, este marcador ndo
possui mecanismo de reparo e sua taxa de sulb@titdeznucleotideos € de 5 a 10 vezes
maior que no DNA nuclear. Desta forma, a evolugdiondDNA ocorre de forma mais
rapida ao se comparar com outras regiées codiésattt genoma nuclegkllendorf &
Luikart, 2007).

Muitos estudos tém utilizado a regido D-loop outcmadora do mtDNA como
marcador para acessar a variabilidade genéticteatésnas populacdes. Esta regido ndo
é codificadora e contém elementos regulatérios paplicacio e expressdo do genoma
mitocondrial (Sbisaet al, 1997). Caracteriza-se por apresentar uma grande
variabilidade genética e evoluir de forma maisdame comparada com as regides de
genes codificantes do genoma mitocondrial e domanauclear (Hoelzedt al, 1991).
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Delecbes e insercdes na regido D-loop ocorrem cemomfrequéncia nos cetaceos se
comparadas com outros vertebrados. Segundo Jadakisal (2009), a taxa de
substituicdo nucleotidica dos Misticetos € de 8 aglzes menor que outros mamiferos,
podendo este fato estar relacionado ao tamanhorgo do animal e seu longo periodo
reprodutivo.

Apesar disto, a regido controladora do mtDNA termsstrado a melhor regiao
para analisar o0 DNA antigo de uma espécie. O DNeéoisiderado antigo quando
recuperado de amostras degradadas ou arqueol@gejasrowiczet al, 2013), sendo
assim pesquisas com aDNA baseiam-se na recupatagéaterial genético a partir de
amostras mineralizadas e contribuem na reconstrugd&tdrica da populacdo
comparando-se as informacfes genéticas antigasasoatuais (Der Sarkissiat al,
2013). Tais pesquisas, muitas vezes apresentandegratificuldades nas técnicas de
extracdo e amplificacdo do material genético dewadaalto nivel de degradacao das
amostras. Para amenizar tal problema a técnicbbdagem de fragmentos de DNA tem
sido muito utilizada nesta area de estudo (Rétzal, 2012). Kringset al (1997)
reconstruiram uma sequéncia de aDNA de um homin&dmto Homo sapiens
neanderthalensjspor meio de uma metodologia que hoje é considecissica (Rizzi
et al, 2012). A metodologia consiste basicamente emlifvap diversos fragmentos
curtos e sobrepostos de aDNA (60-200 pb). Cadaneatp amplificado é clonado e
apos isso, sao selecionados varios clones da n@sOEra para o sequenciamento. Por
fim, com o alinhamento das sequéncias € possizel fana comparacédo e reconstruir a
regido de interesse (Kringg al,1997; Rizziet al, 2012). Com a analise do aDNA é
possivel compreender diversos parametros popukisicomo a perda de variabilidade
genética, fluxo génico, tamanho efetivo da popuacéxpansdo ou declinio e
divergéncia populacional (Hoelzel, 19®bman & Palumbi, 2003

Frente ao exposto é de extrema importancia a g@aliccomparativa da
variabilidade genética entre as populacdes atumiButbalaena australi’e amostras

representativas do periodo de caca, em especixiasd.

OBJETIVOS

Objetivo geral
Este trabalho tem como objetivo geral criar um goolo padrdo de extracao e

amplificacdo de aDNA extraido a partir de ossodifkrentes individuos déubalaena
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australis,coletados nas principais areas de reproducéo ldatkb Sul Ocidental. Com
isso, viabilizar a analise da variabilidade geréticstérica da espécie e detectar uma

potencial perda da mesma ao longo do tempo.
Objetivos especificos

A) Demostrar, de forma comparativa, métodos de exiracamplificacdo pela
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) de aDNA dafiatimizar a obtencéo
de material genético a partir de ossos de balarsf-austral (com mais de 40
anos) em diferentes estados de degradacéo.

B) Caracterizar geneticamente segmentos da regidmdopartir de ossos de
espécimes d&. australiscoletados na Peninsula Valdés na Argentina e em
Santa Catarina no Brasil. Comparar essas sequénabetidicas recuperadas

nas amostras de aDNA com as descritas para asggoépslatuais.
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CAPITULO 1

Otimizacdo de métodos de extragdo e amplificacdo @NA antigo (aDNA) em

ossos ddubalaena australigbaleia-franca-austral)

1 INTRODUCAO

Com o avanco das técnicas moleculatas, como sequenciamento de Ultima
geragdo, tornou-se possivel analisar ndo somerbNA atual das espécies, mas
também verificar o perfil histérico de uma populacd partir do estudo do DNA antigo
(aDNA) (Rizzi et al, 2012). Pesquisas realizadas com mamiferos noeriném
revelado um grande potencial nas amostras de aDNAndas de materiais
mineralizados, como 0ssos, dentes e barbatanate@a., 2012). Tais amostras estao
fornecendo informacdes essenciais para a compreedsa diversos parametros
populacionais como a perda da variabilidade gemétee uma espécie (decorrente de
exploracdo - caca comercial) e a deteccdo de madamg fluxo génico ao longo do
tempo, ambos através do estudo do mtDNA (DNA mitdcal). Andlises com o
genoma mitocondrial também estdo esclarecendo dpsestlacionadas a distribuicdo
geografica de espécies e auxiliando na resolug@mdmica destas (Valentiret al,
2008; De Bruyret al, 2009; Footet al, 2012).

Apesar de promissoras, as pesquisas com aDNA pé&msentando dificuldades
e problemas especificos como contaminagdo por DROyeno, presenca de inUmeros
agentes inibidores da técnica da PCR (Reacao emiaddd Polimerase) e degradacéo
do material genético, este ultimo podendo ocorrevidd ao avancado estado de
decomposicdo das amostras (Rohland & Hofreiter720® decomposicéo dos tecidos
0sseos ou mineralizados é influenciada tanto pg@ ale microrganismos, fungos e
bactérias em solos aerados, e cianobactérias energeg marinhos (Pesqueed al,
2010), quanto pelo pH e quantidade de sal presemiesolo onde a amostra foi
coletada. A exposicdo a radiacdo, disponibilidade odigénio e temperatura do
ambiente (Lindahl, 1993) também influenciam nautsta celular das amostras, que
muitas vezes encontram-se tdo degradadas quearaseih baixas concentracdes de

DNA nas extracdes e/ou fragmentos curtos recupsyaa® quais seriam utilizados
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como molde (do ingléemplaté nas amplificacdes pela PCR (Geigl, 2002; Rohl&and
Hofreiter, 2007; Rizzet al,2012).

Cabe ressaltar que a redugéo no tamanho dos finégsn#o aDNA (geralmente
entre 100-500 pb) ocorre em decorréncia do proceszimatico de hidrdlise nas
ligacOes fosfodiéster e glicosidicas. Nesse psacds clivagem as bases nucleotidicas
podem ser alteradas ou removidas (Lindahl, 1993freler et al, 2001) e,
consequentemente, inserindo mudangas no matenétige (Thomagt al, 1989).

A contaminacdo de material genético exdgeno nasstasode aDNA € um
problema que vem sendo relatado em diversos estaedg®de comprometer a
autenticidade dos resultados (Cooper & Poinar, 2000 DNA exdgeno pode ser
proveniente do préprio processo de decomposicaocadasstras, mas também pode
surgir através de contaminacdes existentes nodtiyar, a partir de outras amostras e
materiais como tubos, pipetas e ponteiras naoilestdas (Cooper & Poinar, 2000).
Além da degradacéo presente nos tecidos 6ssegsaade chance de contaminacao das
amostras, compostos organicos (como colageno,dersalcio ou acido humico) e a
alta concentracdo de reagentes (dodecil sulfateéde (SDS), acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), fenol e outros) utilizadossn@cnicas de extracdo de DNA
podem atuar como inibidores durante as amplificeip@a PCR (Moreira, 1998). Além
de inibir a atividade da enzimBaqg Polimerase durante a PCR, os agentes inibidores
podem interferir no rompimento celular e na degtadado DNA (Alaeddini, 2012).

Com a finalidade de minimizar tais problemas e pecar aDNA integro, vém
sendo testados diversos protocolos (Kalmtiral, 2000; Barnett & Larson, 2012;
Camposet al, 2012). Para isolar a maior quantidade de aaittéico possivel, reduzir
os inibidores da PCR e contaminacdes exogenas,treti@ho teve como objetivo
otimizar e comparar métodos de extracdo e ampjéicale aDNA de ossos de baleia-

franca-australl. australi3 em diferentes estados de degradacéo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Para a realizacdo desta pesquisa foram previamesitgados ossos de

Eubalaena australis(n=75) pelo Dr. Enriqgue Alberto Crespo d@boratorio de
Mamiferos Marinos(LAMAMA) do Centro Nacional PatagdnicCENPAT), pela
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Dra. Larissa Rosa de Oliveira do Laboratério del&gia de Mamiferos (LEM) da
Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINO$)et Dr. Paulo A. C. Flores do
Centro Mamiferos Aquéticos do Instituto Chico Mendi Santa Catarina (CMA-
ICMBI0), nas duas principais areas de reproducdesg&cie no Oceano Atlantico Sul
Ocidental: Peninsula Valdés (32'S; 6430'W), Argentina (n=35) e Santa Catarina,
Brasil (n=40) (entre 2B0'S; 4%41'W e 2556'S; 4828'W). Para as coletas das
amostras e identificacdo individual, os pesquiseglofespecialistas em cetaceos)
utilizaram diversos critérios como: localidade sté@cia entre 0s 0ssos, regido 6ssea e
tamanho dos fragmentos coletados. Desta forma aebstra coletada corresponde a
um individuo diferente.

As amostras identificadas com coédigos, locais asddé coleta foram enviadas
para o LEM - UNISINOS. No Laboratério de BiologisoMcular da UNISINOS foram
tomadas todas as precaucdes necessarias paracenit@minacdo externa das amostras
e garantir a integridade do aDNA seguindo o prdc® Cooper & Poinar (2000).
Cada fragmento de osso utilizado no estudo apmmsenmh alto nivel de degradacéo
(Figura 1 e 2), causada tanto por fatores ambg(gaposicao solar, umidade, tempo de

contato com agua do mar), como pela a¢do do tempo.

FIGURA 2

Figura 1 e 2. Fragmentos de ossosHiialaena autralisde aproximadamente 15 cm utilizados no
estudo. Nota-se que o material apresenta grandsidade e alto nivel de degradacéo.

2.1.2 Preparacao das amostras

Cada amostra (fragmento de o0sso) de 5 a 15 ciprifoeiramente pulverizada
mecanicamente com o auxilio de um moealétrico (Walita/ Philips) e macerada com
nitrogénio liquido. Este procedimento foi fundanaémara a extracdo do aDNA, pois
aumentou a area de contato do p6 de osso, resuttamhaceracdo, com o0s reagentes e
enzimas utilizadas no processo de quebra mecaelgkic Apdés macerados, 0S 0SS0S

22



em po (aproximadamente 400 mg) passaram por umegsocde descalcificacéo.
Segundo estudos prévios, tal procedimento infléénanto na extragdo quanto a
tipagem do DNA, j& que o calcio demostrou ser uande inibidor na amplificacao
pela PCR (Imaizumet al, 2005; Bessetti, 2007).

A descalcificacéo das amostras ocorreu com a adiedeDTA (Acido Etileno-
Diamino Tetracético) a 0.5 M, pH 8,0, por 72 ho@sn agitacdo e troca de reagente a
cada 24 horas (Hagelbery al,1991; Imaizumiet al., 2005). Por fim, as amostras
foram lavadas com agua ultrapura e centrifugadsse rocedimento foi repetido por
trés vezes para cada amostra, a fim de garantatiada absoluta do EDTA. As
amostras foram secas a 35 °C por 12 horas e aradaeem um tubo Falcon de 15 ml

devidamente identificado.

2.2 EXTRACAO DE DNA DE OSSOS

A técnica de extracdo de DNA de ossuosiste na obtencdo de acidos nucléicos
a partir de duas fases basicas (Seppl, 1994). Na primeira fase é adicionada na
amostra uma solucdo tampéo de digestdo enzimalitstHCl al0 mM, solucbes
salinas como NaCl, Mgglou KCI, normalmente na concentracdo de 100 mM®u 5
mM e EDTA a 10 mM), detergentes, surfactantes, corcentragcdo de 2 ou 10%
(dodecil sulfato de sodio, brometo de cetiltrinagtibnio, lauril sarcosina, entre outros)
e proteinase-K (20 mg/ml). Durante esse process@naimas rompem os lipidios da
membrana plasmatica e organelas (lise celularypteipase-K desnatura as proteinas
responséaveis pela protecdo do DNA no cromossom&RTA, como agente quelante,
protege o acido nucléico da acédo das enzimas (SakBrRussel, 2001).

A segunda fase consiste na remocdo dos residuogares| proteinas e
precipitacdo do material genético. Para tanto,cidod nucléicos sofrem a adi¢do de
solventes organicos, tampdes de lavagem ou alsoalmilico, e sdo separados das
proteinas, lipidios e demais moléculas celularemvé$ de centrifugacdo (Walker &
Rapley, 1999). Por fim, com adic&o de alcool (étasopropanol ou butanol) e solugéo
salina (acetato de amoénia, cloreto de sédio owtree sédio), as moleculas de DNA
se juntam e se precipitam, enquanto os outros coempes celulares permanecem
dissolvidos na solucao (Sambrook & Russel, 2001).

Neste estudo foram testados cinco métodos de awtideg aDNA, 0s quais sao

descritos abaixo.
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2.2.1 Extracdo de aDNA com o kiQiagen DNA Investigator [QIAGEN®]-Método
1

Em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, foram iadi@dos 100 mg de po6 de
0sso de baleia-franca-austral, 360 pl de tampé&o, KUl de proteinase-K (20 mg/ml)
e 1 pl de carreador RNA. Com objetivo de gerarsa telular, este material ficou
incubado em uma temperatura de 56 °C entre 12to&%. ApOs este periodo, foram
adicionados 300 ul de tampdo AL nas amostras 8 @staam em banho- maria a 70
°C durante 10 minutos. Os insoluveis foram preagos pela centrifugacdo a 14.000
rom por 1 minuto e o sobrenadante foi transferidrapum novo tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, onde nele foram adiaimsal50 ul de etanol absoluto (96-
100%). A solucao foi homogeneizada e transferida pacoluna MinElute QlAamp, em
um tubo de coleta de 2 ml. O objetivo desta cokingter o DNA encontrado, enquanto
outros residuos celulares passam por meio de lasageentrifugacao.

O material foi centrifugado a 6000 xg por 1 minwm seguida o filtrado foi
descartado e a coluna MinElute QIAamp foi colocanaum novo tudo de coleta de 2
ml. Foram adicionados na coluna (onde se enconD&lA) tampdes de lavagem. O
primeiro tampao utilizado foi o AW1 e apos cengdigdo de 6000 xg por 1 minuto, foi
adicionado o tampédo AW2. A coluna MinElute QlAafoptransferida para um novo
tubo de microcentrifuga e foram adicionados 700deiletanol absoluto (100%) em
baixas temperaturas. Ocorreu novamente uma cegagéio (nas mesmas condicdes
anteriores) e a coluna foi incubada a 56 °C poiritas para a secagem da membrana.
Por fim, foram adicionados 20 ul de agua ultrapiMéiQ) para a resuspensao do
DNA, seguido por uma centrifugacdo em velocidadeimz de 14.000 rpm por 1

minuto.

2.2.2 Extracdo de aDNA com Fenol-Cloroférmio (Samiwmok & Russel, 2001)-
Método 2

Foram transferidos 360 mg de p6 de osso para umdelmicrocentrifuga 1,5
ml contendo 600 pl de tampéao de lise (10 mM de-HiG$, 100 mM de NaCl, 10 mM
de EDTA e SDS (dodecil sulfato de sddio) 2%), 4@ ¢ broteinase-K (20 mg/ml) e 48
ul de DTT. Esse material foi homogeneizado e indakb@a 56 °C entre 12 e 48 horas.

Apoés esse periodo, foram adicionados 600 pl del-tdomformio e o conteudo foi
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homogeneizado por 10 segundos. A solucao foi ¢degéatdla por 10 minutos a 9000 xg
e 0 sobrenadante foi transferido para um novo mubmde 1,5 ml. O mesmo volume
do sobrenadante transferido (quantidade estimadagdicionado de cloroféormio em
cada amostra, as quais foram homogeneizadas maglddos e centrifugadas por mais
10 minutos a 9.000 xg.

A solucao resultante ficou dividida em duas fasemds a fase aquosa
(sobrenadante) transferida para um novo microtwbt, 8 ml. A transferéncia deve ser
com muito cuidado para evitar que o sobrenadanteniseure com a camada de
proteinas localizada entre as fases. Em seguida, d® volume do sobrenadante
transferido foi adicionado de acetato de sédio 3(gW 5,2) junto com 10% de
isopropanol gelado (-4° C). A mistura foi feita poversdo do microtubo, durante 90
segundos. As amostras foram deixadas em repousd pooras a -20 °C, para
precipitacdo do DNA. Em seguida, ocorreu uma deigiaicdo de 13.000 xg por 10
minutos e o sobrenadante foi descartado.

Para a lavagem do precipitado, foram adicionadds [B5de etanol 70%. A
solucéo foi homogeneizada e centrifugada por 2 tognha 13.000 xg. O sobrenadante
foi removido e novamente foram adicionados 350quéthnol 70%, para uma segunda
lavagem. Posteriormente o precipitado foi centafiggnas mesmas condi¢gdes acima. O
sobrenadante foi descartado e as amostras ficanamnea estufa a 55 °C por 20
minutos, para eliminar os residuos do alcool. Ror foram adicionados 20 ul de T.E
(Tris-HCl a 1 M, pH 8,0 e EDTA a 0.5 M, pH 8,0) nasostras e armazenadas em

temperatura de 4 °C até fase de amplificacdo dofaDN

2.2.3 Extracdo de aDNA com Fenol-Cloroférmio (protoolo otimizado pelo
Laboratério de Biologia Molecular- UNISINOS)- Método 3

Foram transferidos 360 mg de p6 de osso de babsiad-austral para um tubo
de microcentrifuga de 1,5 ml contendo 600 pl depéorde lise (10 mM de Tris-HCI,
100 mM de NaCl, 10 mM de EDTA e SDS 2%), 40 pl degnase-K (20 mg/ml) e 48
ul de DTT. Esse material foi homogeneizado e indak@a 56 °C entre 12 a 48 horas.
Apos esse periodo, foram adicionados 50 pl de taceéapotassio a 5 M e as amostras
ficaram em uma temperatura de - 4 °C por 15 minwosolucdo foi submetida a
centrifugacdo a 13.000 xg por 10 minutos e o s@ua@mte foi retirado e colocado em

outro microtubo de 1,5 ml. Em seguida, foram adiadons 400 ul de fenol-cloroférmio
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e homogeneizado por 5 minutos (primeira limpezaa paemover proteinas).
Posteriormente foi feita uma nova centrifugacdo320d0 xg por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para outro microtubd & ml. Foram adicionados 400 pl
de cloroférmio, a solucédo foi homogeneizada e dagada nas mesmas condicdes
anteriores.

Para a segunda etapa de remoc¢do de proteinas, &lialmnados novamente
400 pl de fenol-cloroférmio e homogeneizado por Butos. Apds centrifugagédo a
13.000 xg durante 10 minutos, o sobrenadantedasterido para um novo microtubo,
onde foram adicionados 400 pl de cloroférmio, auc@d foi novamente
homogeneizada e centrifugada a 13.000 xg por 1lQutosn O sobrenadante foi
transferido para outro microtubo e foram adiciorsadd0 pl de isopropanol. A solugéo
foi novamente homogeneizada utilizando-se de “xdpper 10 segundos e permaneceu
1 hora a - 4 °C, para precipitacdo dos acidos modéApos esse tempo, o material foi
centrifugado a 13.000 xg por 30 minutos e houveescdrte do sobrenadante. Foram
adicionados ao "pellet" 700 ul de etanol 70%, ® lagos a solucao foi homogeneizada
e centrifugada por 5 minutos a 13.000 xg. O etdoblremovido e o microtubo
contendo o "pellet” ficou em temperatura de 70 6€ 30 minutos, para a retirada total
do &lcool. Por fim, o DNA foi resuspendido em 40del agua ultrapura. As amostras
foram armazenadas a 4 °C até a fase de amplifichca®NA.

2.2.4 Extracdo de aDNA com Acetato de Sodio (Cattanet al, 1995)- Método 4

Em um tubo Falcon de 10 ml foram adiciosa®@0 mg de pd de osso de baleia-
franca-austral, 2 ml de tampé&o de lise (10 mM H@&- (pH 7,6), 10 mM EDTA e 50
mM de NaCl), 20 ul de proteinase-K (20 mg/ml) gb@e SDS a 10%. Com o objetivo
de ocorrer a lise celular, o material ficou incubadtre 24 e 48 horas a temperatura de
42 °C, com agitacéo.

ApoOs esse periodo, foi adicionado 1 ml de acetateddlio saturado (5 M) na
solucéo, homogeneizado por 30 segundos e centifugar 10 minutos a 4000 xg. O
sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido pamanovo tubo Falcon de 15 ml e
nele foram adicionados 4 ml de isopropanol 100%n&erial foi homogeneizado e
centrifugado nas mesmas condicdes anteriores. Eyuidse o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 250 ul de etanol @@%recipitado. A solucéo foi

transferida para um tubo de microcentrifuga deml,® centrifugada por 10 minutos a
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13.000 xg. O sobrenadante foi novamente descargaapos 20 minutos em uma estufa
a 56 °C, foram adicionados 20 pl de agua ultragnanaa suspensdo do DNA. As
amostras foram armazenadas a 4 °C até a fase diéiGap@o do aDNA.

2.2.5Extracao de aDNA com Dextran Blue (Kalmaret al, 2000) Método 5

Foram triturados 360 mg de p6 de osso de balemdraustral e adicionadas em
um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, contendo Hentampéo de lise (0,1 M EDTA
(pH 8,0), 0,5% Sarcosina-Na) ou (Tris-HCI 1 M (BH0) 0,5 M EDTA (pH 8,0), SDS
10% e 5 M de NaCl) e 25 pl de proteinase-K (20 nhg/As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 37 °C entre 48 e rd3.hpds o periodo de lise
celular, as amostras foram centrifugadas por 1Qutména 13.000 xg. Em um novo
microtubo de 1,5 ml, foram adicionados 350 pl dorepadante das amostras, 3,5 ul de
Dextran Blue (1 pg/ ul), 700 pl de etanol absori®60 ul de acetato de aménio 4 M.
As amostras foram homogeneizadas durante 10 segundeixadas em repouso em
temperatura de -20 °C durante 30 minutos, para@ptacéao do DNA.

Apés o0 tempo necessario, ocorreu uma centrifugapdauma velocidade de
13.000 xg por 15 minutos. O sobrenadante foi redwwe as amostras foram
submetidas a banho seco por 20 minutos a 56 °@ ghaninar os residuos do alcool. O

DNA foi suspendido em 20 ul de agua ultrapura eaaenado em temperatura de 4 °C.

2.3 AMPLIFICACAO DO aDNA

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma tadilizada em analises
moleculares que permite a amplificagéovitro de segmentos de DNA de interesse.
Durante esse processo, a fita dupla de DNA é deswit e em seguida, duas
sequéncias de nucleotideos iniciadores, denominadoers, hibridizam com as fitas
opostas, flanqueando a regido que sera amplificadm a utilizacdo da enzimkgaq
Polimerase e desoxirribonucleotideos trifosfatodTgels) ocorre a sintese do DNA,
complementar a fita molde (Inres al,1990).

A amplificacdo do aDNA foi de um segmento corregj@me a regido D-loop
do genoma mitocondrial. Esta foi selecionada poesgntar caracteristicas que fazem
dela a mais indicada para andlises populacionaifsive com mamiferos marinhos

(Binladenet al, 2006; Morinet al, 2007). A regido D-loop néo € codificadora, agena
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contém elementos regulatorios para replicacdo eess@o do genoma mitocondrial
(Sbisaet al, 1997). Caracteriza-se por possuir uma grandmbillade genética e
evoluir de forma mais rapida se comparada com gie® de genes codificantes do
genoma mitocondrial e nuclear (Hoeleghl, 1991).

Para a realizacéo da técnica de PCR e amplificde&®0-pb da regido D-loop
do mtDNA (DNA mitocondrial), primeiramente utilizare osprimers: DLPF10 (5'-
CCACAGTACTATGTCCGTATT-3) e DLPR5(5-CCATCGWGATGTCTTTTAA
GRGGAA-3’) comoprimer senso e anti-senso respecitvamente (Bakeal, 1993).
Porém, em decorréncia da fragmentacao do aDNAmpeths extracdes foi necessaria
a construcao de nov@simers Sendo assim, através do banco de dados GenBask e
programas Primer3 (http://biotools.umassmed.edafips/primer3_www.cgi) e Mega
5.1 (http://www.megasoftware.net/), foram criaddgplimersnovos, espécificos para a
espécieEubalaena australigAnexo 1). Os iniciadores foram criados com o tajede
hibridizar em regides conservadas e amplificar 8egas menores e variaveis do DNA
alvo, aproximadamente 300 pb, 200 pb, 100 pb €90 p

2.3.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amplificacbes pela PCR da regidao D-loop do mtDiwham realizadas
utilizando-se dos pares geimers construidos (Tabela 1). O objetivo da utilizacao
desse conjunto darimersfoi de reconstruir uma sequéncia de aDNA maisdacgn a
juncdo dos amplicons obtidos. Para obter os rekdtesperados, as reacbes das
amplificacbes foram conduzidas em volumes varig@8sul, 40 ul e 50 pl) e foram
testados diversos mix de reagentes com concengragoemizadores diferentes (Anexo
2).

A amplificacdo do aDNA ocorreu com a adicao de 1d4,8e PCR Master Mix
2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 U/ Tidg DNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mggl
0,4 pl de cada dNTPs), 2 ul demer senso, 2 ul dprimer anti-senso (concentracao
de 10 uM), 1,5 pl de Mgg(2,5 mM) 0,6 ul de betaina (5 M), 13,4 ul de agua
ultrapura e 8 pl de DNA, para um volume final depdQUtilizamos também a enzima
otimizadora PWO, com a finalidade de obter melhoessiltados. Esta amplificacdo
ocorreu com a adicédo de 12,5 ul de PCR Master MixF2rmentas, Lithuania) (0,05
U/ pl TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg&€D,4 pl de cada dANTPs), 2 pl de
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primer senso, 2 ul deprimer anti-senso, 5 pl de Buffer, 0,2 ul de PWO DNA
polimerase, 24,3 pl de agua ultrapura e 4 pl de DiAume final de 50 pl.

Além do MgC} e betaina, os reagentes BSA (albumina de soro t®own
DMSO (dimetil sulfoxido) também foram utilizadosraaaumentar a especificidade e
rendimento de PCR (Tabela 2). A PCR ocorreu comligia de 12,5ul de PCR Master
Mix 2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 U/ [TlaqDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM
MgCl, 0,4 pl de cada dNTPs), 1 pl geimer senso, 1 pl derimer anti-senso
(concentracéao de 20 uM), 1 ul de BSA (10 mg/mijlqui de DMSO, 1 ul MgGl(2,5
mM), 0,5 pl de agua ultrapura e 8 pl de DNA, corturee final de 25 pl.

Tabela 1. Pares geimersutilizados na técnica de Reacdo em Cadeia da ewlsa (PCR).

Tamanho da

Primer senso Primer anti-senso amplificagdo

*DLPF22- 5’-CCACCATCAGCACCCAAAGC-3’ *DLPR186-5-AGGACCAGTATTGGCCATGT-3’ 164-PB

*DLPF169-5'-ATGGCCAATACTGGTCCTGA-3’ *DLPR371-5-GATCTAATGGAGGCGGCCATA-3’ 202-PB
*DLPF177- 5’-TTTCACTACGGGAAGTTAAAGCTCG-3'  *DLPR473-5'-GAACGAATGGGCGATTCTAA-3’ 296-PB
*DLPF360-5-GATCCCTCTTCTCGCACC-3’ *DLPR473-5-GAACGAATGGGCGATTCTAA-3’ 115-PB
*DLPF164-5'-CGGGAAGTTAAAGCTCGTAT-3’ *DLPR289-5'-ATCTAATGGAGCGGCCATA-3 126-PB
*DLPF337-5'-GGGATCCCTCTTCTCGCACC-3 *DLPR427-5'-ATGGCCCTGAAGTAAGAACCAG-3’ 91-PB

**DLP5-5"- CCATCGWGATGTCTTATTTAAGRGGAA-3"  **DLP10-5'- CCACAGTACTATGTCCGTATT-3’ 500-PB

*Primersdesenvolvidos no presente estudoPtimersdescritos por Bakeat al, (1993).

Tabela 2. Funcdes dos reagentes otimizadoresagtiizna técnica de PCR.

Reagentes Fungao
Betaina Aumenta a amplificagdo de sequéncias ricas em GC
DMSO Impede a formacgdo de estruturas secundarias no DNA
BSA Liga-se nas impurezas das amostras, diminuindo inibidores de PCR
MgCl, Ativador da enzima Taq polimerase

Devido a grande fragmentagdo encontrada nas amastebaixa concentracao
de DNA recuperado, as reagbes de amplificacbes PER foram realizadas com
diferentes quantidades de aDNA (1 pl, 4 pl, 5 pl,@ pl e 10 pl). No termociclador, o
ciclo de temperatura foi 95 °C por 5 minutos, ségsiide mais 1 minuto e 30 segundos
a 94 °C, para a desnaturacao da fita molde de ISAC por 1 minuto e 20 segundos

para o pareamento dgzimers e 72 °C por 40 segundos para a extensdo dos
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nucleotideos, por meio da enzimiag DNA polimerase, seguidos de mais 5 minutos a
72 °C. Temperatura final de 8 °C. Também foi test&®&CR com gradiente de
temperatura para o anelamento damers(46 °C, 48 °C, 49 °C e 50 °C) por 1 minuto
e 20 segundos. Todas as amplificacdes ocorreranB8asitlos.

A amplificacédo dos produtos da PCR foi corada catR@d e verificada em gel
de agarose a 1,5 %. A purificagcdo do material seguprotocolo de Purificacdo com
Enzimas — FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosgg&tThermo Scientific, USA) e
EXO | (Exonuclease I, Thermo Scientific, USA), orfde |l do aDNA amplificado foi
adicionado a 2 pl da enzima FastAP e 1 ul da EX® foram submetidos ao
termociclador em um ciclo de temperatura de 37 6C1p minutos, seguidos por mais
15 minutos a 85 °C. As amostras purificadas foramaelas para Advancing through

GenomicsMACROGEN na Coréia do Sul para serem sequenciadas.

2.3.2 Nested-PCR

A amplificagdo da regido D-loop do mtDNA também mea através da técnica
de Nested-PCR. Tal alternativa metodolégica fdizatila com a finalidade de melhorar
a sensibilidade e eficacia da Reacdo em CadeialdadPase (PCR), pois o alto nivel
de degradacdo das amostras afetou as amplificaigdésmgmentos maiores, como a
combinag&o doprimersDLP5 e DLP10 (Bakeet al,1993) (Tabela 1). O Nested-PCR
foi realizado através de duas etapas de amplificasghdo que na primeira etapa foram
utilizados 2 primers homoélogos com uma regidao de aproximadamente 30@lgob
sequéncia de DNA alvo (Tabela 1). Essa primeiralifioggdo gerou amplicons que
serviram como molde para a segunda PCR, que porezuatilizou 4primersinternos,
amplificando aproximadamente 90 e 110 pb.

Para a primeira amplificacdo do fragmento de DNaiin adicionados 12,5ul
de PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania) (0051 TaqDNA polimerase, 10x
buffer, 4 mM MgC}, 0,4 ul de cada dNTPs), 2 ul dgmersenso, 2 ul dprimer anti-
senso (concentracdo de 10 uM), 1,5 pl de M@gZb mM), 0,6 ul de betaina (5 M),
13,4 plde aguaultrapurae 8 plde DNA. ghisersutilizados foram: DIpF177 e
DIpR473, como senso e anti-senso respectivamentergagentes foram levados
ao termociclador e submetidos ao seguinte cicltedgeratura: 95 °C por 5 minutos,
seguidos de mais 1 minuto e 30 segundos a 94 °QC 4&r 1 minuto e 20 segundos,

72 °C por 40 segundos seguidos de mais 5 minul@s’& e temperatura final de 8 °C.
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O volume total da PCR foi de 40 pl. O material afigaido foi corado com GelRed e
visualizado em gel de agarose 1,5%. As amostrasaguesentaram sinais de DNA
foram separadas e utilizadas para asegunda aapéf do Nested-PCR, ja as
amostras que nao apareceram no gel foram descartada

A segunda PCR ocorreu com adicdo de 12,5 pl PCReMislix 2x (Fermentas,
Lithuania) (0,05 U/ plTagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£D,4 pl de cada
dNTPs), 2 ul doprimersDIpF360 e DIpR473, 2 ul dggimersDIpF337 e DIpR427,
1,5 pl de Mgd (2,5 mM), 0,6 ul de betaina (5 M), 7,4 ul de agaapura e 10 ul de
produto da primeira PCR. O volume total da amg@igéo foi de 40 ul e gerou
amplicons de aproximadamente 90 e 110 pb. A aropiifio deste produto ocorreu nas

mesmas condi¢des de programa no termociclador gtimaira PCR.

2.4 PRODUCAO DE CELULAS COMPETENTES

Para a producéo de células competentes foram @ldqgsi&5 ul d&scherichia
coli, linhagem Top 10, em uma placa de Petri conteneio de cultura LB solido. Essa
placa ficou em uma estufa a 37 8@rnight para o crescimento das colénias. Com um
palito estéril, uma coldnia isolada foi coletadadicionada em um tubo de ensaio
contendo 2 ml de LB liquido, esse cultivo foi deisano agitador (shaker) a 37 °C, 150
rpm overnight ApGs esse periodo, foi adicionado 1 ml de cultiue estava no
“shaker” e 100 ml de LB liquido em um Erlenmyer5@® ml. Esse cultivo voltou para
o agitador até a densidade Gptica (OD) chegar& 0,2

Quando o OD chegou a ~0,25, a cultura ficou no gelol5 minutos, seguida
de uma centrifugacédo de 10 minutos a 4000 rpm@ D°sobrenadante foi descartado e
as células foram resuspendidas em 40 ml de 0,1 @ad® no gelo, e ai permaneceram
por 30 minutos. As células foram centrifugadas nwmte, o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” foi resuspendido em 6 mDdeM CaCL com 15% glicerol.
Foram pipetados 200 ul dessa solugcédo e colocadasretabo de microcentrifuga de
1,5 ml, devidamente identificados como Top 10. Adulas competentes foram

armazenadas em nitrogénio liquido.

2.5 CLONAGEM
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Apoés a producdo das células competentes, paliibestde ensaio e glicerol
foram devidamente esterilizados e meios de cufior@am preparados. Foi preparado
100 ml de meio SOC, utilizando 2 g de triptona00y=de extrato de levedura; 0,20 ml
de NaCl a 1 M; 0,25 ml de KCl a 1M; 1 ml de Mg@l1 M; 1 ml de MgS@®a 1 M,
para completar 100 ml foi adicionado agua ultraptsse material foi autoclavado e
posteriormente, foram adicionados 2 ml de glicosdva

Para reacéo de clonagem foi utilizado 1 ml de r8e@.C. Os meios de cultura
LB (Luria Bertani) solido e LB liquido também forgommeparados antes da clonagem.
Para fazer 100 ml de meio LB sélido foi adiciondda de triptona, 0,5 g de extrato de
levedura, 1 g de NaCl, 1,5 g de agar e 96 ml de @gstilada ou deionizada. Este
material foi esterilizado por 20 minutos a 121 &8@¢s isso, o meio foi distribuido em
placas de Petri, cerca de 20 ml por placa. O memufl5 minutos em capela de
exaustdo, com a finalidade de esfriar e polimer2apois de prontas, um mix contendo
8 ul de IPTG (solugéo a 8 pg/ml), 35 pl de X-Gallgéo a 35 pg/ml) e 30 pl de
ampicilina (solucédo a 75 pg/ml) foi aplicado nascpks e espalhado com alca de
Drigalsky. Para o preparo de 100 ml de meio LBitiguoi utilizada 1 g de triptona,
0,5 g de extrato de levedura, 1 g de NaCl, 97,5denlagua destilada e 200 pl de
ampicilina a 50 mg/ml.

Apés a preparacdo dos meios de cultura, foi nedesadicionar uma cauda
poli-A no produto de amplificacdo obtido pela téende Nested- PCR. A cauda poli-A
é fundamental para a inser¢cdo do fragmento no y®&smidial, e para isso, foram
adicionados 2 pl de dATP (1 mM), 1ul de tampao 1(ut,de taq 5U (Ludwing), 0,3 pl
de MgCb (50 mM), 1,7 ul agua ultrapura e 4 pl de prodwed\N@sted-PCR, totalizando
uma reacao de 10 ul. A reacéo ficou 20 minutos @720 termociclador. A ligacdo do
fragmento de DNA com o vetor de clonagem ocorreu eoadicdo de 5 pl de Buffer
2x, 1 pl de vetor pGem-T Easy (Promega, MadisomA)J3 ul de enzima T4 DNA
ligase e 3 pl de produto de Nested-PCR com caulilf\ pEste material foi incubado
no termociclador por 1 hora a 22 °©\ernighta 4 °C.

A transformacéo das bactérias foi realizada congubdérmico. As células
competentes d&. coli (linhagem Top 10) foram retiradas do nitrogéniauiliipp com
uma pinga e colocadas em uma caixa de isopor ctonE@ um microtubo de 1,5 ml
foram adicionados 10 pl de reacao de ligacao (wetor fragmento de DNA) e 50 ul de
células competentes. Esse procedimento foi realizkhtro da caixa de isopor com

gelo e a mistura dos reagentes foi feita com cwidadis as células sdo sensiveis a
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estresse mecanico. A mistura (célula e ligacaapareceu 20 minutos no gelo, seguido
por 45 segundos a 42 °C e voltou para o gelo p@s duas minutos.

Para a recuperacdo das células, 1 ml de meio SO&lionado a mistura,
transferido para um tubo de ensaio e incubado o8 min em agitador (shaker) a 37
°C e 150 rpm. ApoOs esse tempo, 100 pl do cultivonegio SOC foram aplicados na
placa de Petri contendo o LB sélido com ampicilMa3al e IPTG e espalhados com
alca de Drigalsky. O restante do cultivo foi cdaogado a 10.000 rpm por dois minutos
e em seguida 50 pl do sobrenadante com sedimenatm faplicados a uma nova placa
de Petri. As placas foram colocadas em uma est8fa’& por 16 horas.

Com o crescimento das colonias, as placas foranazemadas a 4 °C por 3
horas, pois isso facilita a identificacdo das cia@érancas (clones) das colbnias azuis
(células que nao transformaram de forma correta)cddnias brancas selecionadas (2
clones de cada amostra) foram coletadas com aagio de palitos esterilizados e
transferidas para um microtubo de 0,5 ml conten@oul de agua estéril. Para
estocagem deste material e uso posterior, os Palitdizados nas coletas foram
transferidos para tubos de ensaios contendo 1 nilBdéiquido com ampicilina e
incubados no agitador a 37 °C por 24 horas.

Para verificar o sucesso da clonagem foi realiaadoPCR para amplificar o
fragmento clonado. Qsrimersutilizados na técnica foram psimersdo vetor, T7: 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG- 3 e SP6: 5-ATTTAGGTGACACTARG- 3
(Promega, Madison, USA). A reacdo para a PCR foR8leul, sendo 12,5 ul PCR
Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 U/TdgDNA polimerase, 10x buffer, 4
mM MgCl, 0,4 pul de cada dANTPs), 1 ul dpesmersT7 e SP6 (a 10 uM) (Promega,
Madison, USA) 1 ul de Mggl 7,5 ul de agua ultrapura e 2 pl da colonia ddugdh
agua estéril. O programa no termociclador foi deci®tos, onde a desnaturacdo do
DNA ocorreu a 94 °C por cinco minutos, seguido pw@is um minuto a 94 °C. O
anelamento doprimers ocorreu a 50°C por 40 segundos e a extensdo 1tanén@0
segundos a 72 °C, seguido por mais um ciclo denbitmé na mesma condi¢ao.

A amplificacdo dos produtos da PCR foi verificada gel de agarose 1,5% e a
purificacdo seguiu o protocolo de Purificacdo comzifbas — FastAP (Thermosensitive
Alkaline Phosphatase, Thermo Scientific, USA) e EXExonuclease |, Thermo
Scientific, USA). Os clones amplificados foram ewos para Advancing through

GenomicsMACROGEN na Coréia do Sul para o sequenciamento.
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Os eletroferogramas das sequéncias foram analisados o auxilio do
programa Chromas Lite v.2.4 (Technelysium, 2012.s&quéncias foram alinhadas
automaticamente no programa ClustalW (Thompsebral, 1997) e posteriormente
corrigidas e editadas uma a uma manualmente, cauxiio do programa BioEdit
v.7.1.3 (Hall, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os melhores resultados obtidos foram quando daiftcapéo por Nested-PCR
e 0 método de extragdo utilizado foi 0 que contiolextran Blue (Tabela 3). Foram
realizados 20 Nested-PCRs, sendo que 9 destes (dpPéyentaram amplificacoes.
Além disso, foram realizados 25 PCRs convencionessn 0 mesmo método de
extracdo, porém nao apresentaram nenhuma bandeairgemente arraste de aDNA.

O método de extragdo de aDNA com acetato de s@di@presentou resultados
na amplificacdo pela PCR e nem pela Nested-PCRotdbforam realizados 10 PCRs
convencionais e 13 Nested-PCR, destes 1 Nested-B@Rsentou 2 bandas
inespecificas, que foram descartadas apds sequoent@ por ndo serem o DNA de
interesse. Com método de extracdo fenol-clorofor(@ambrook & Russel, 2001),
foram realizados 5 PCRs e 3 Nested-PCR, desteseacapenas uma amplificacdo que
foi por meio da técnica de Nested-PCR porém sedimemto foi insuficiente para ser
sequenciado. As adaptacdes do meétodo tradiciomal femol-cloroférmio realizada
durante o estudo também néao geraram DNA suficigsuta ser amplificado, pois das 3
PCRs convencionais e 2 Nested-PCR foram obtidosisenarrastes de aDNA.

Os resultados da extracdo com o ®iagen DNA Investigator [QIAGEN®]
sugerem que esta técnica também néo foi suficgentz extrair aDNA de ossos &e
australis Durante o estudo, utilizando este método de g&traforam realizados 23
PCRs convencionais e 4 Nested-PCR e, em ambossos, geenhuma amplificacdo de
material genético foi conseguida. Os resultadoslagam um fraco arraste de aDNA e
nenhuma banda especifica ou integra, independesf&ithersutilizados (Figura 3A).
Muitos autores recomendam a utilizacdo de kits xteagho, por serem eficazes na
remocao de inibidores de PCR e pela seguranca tducamanuseio dos reagentes
(Davorenet al, 2007; Amoryet al, 2012). Contudo, neste caso a utilizagcao dedat n

foi exitosa, possivelmente devido ao nivel de d#ggao das amostras.
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Com os métodos de extracdo com acetato de soédemad-dloroférmio foi
possivel recuperar aDNA. Porém, a visualizacao elragarose 1,5% revelou poucas
bandas com material genético integro (Figura 3Ba enaioria das vezes, o0 aDNA era
apresentado por um forte arraste no gel, revelasdion a sua fragmenta¢c&egundo
Cattaneo (1997) o método de extracdo com acetagddie e isopropanol é mais eficaz
gue os outros métodos e quando comparado com ocplotde fenol-cloroférmio,
apresenta um aumento de trés vezes na quantiddaNAlextraido. Por outro lado, a
extracdo com acetato de sodio, € uma técnica quoereguer muitas lavagens e
homogeneizagdes, ela apenas solubiliza as impurerasiossas analises, mesmo com
a descalcificacdo prévia, quando as amostras enmetidas a extracdo com acetato
de sédio, o “pellet” apresentava coloragcdo marr@mmo consequéncia, 0s extratos
existentes junto com o material genético afetamamtotna amplificagédo, provavelmente
inibindo a PCR, quanto na técnica de eletroforpee&s as impurezas provocaram um
aumento no peso molecular do aDNA, afetando a sigaagdo no gel de agarose
(Figura 3C).

Figura 3A. Eletroforese em gel de agarose parapifasacdo de aDNA obtido da extragcdo com o kit
Qiagen DNA Investigator [QIAGEN]L-9). Nota-se alguns arrastes fracos de aDNA amplificadmers
ndo utilizados durante a PCR (seta verde) e nenthanda integra de material genétiBoimer. foi
utilizado como marcador de tamanho em pares de(B8s27 pb) (seta amarela). Figura 3B. Eletroforese
em gel de agarose para amplificacdo com aDNA ebdredm fenol-cloroférmio. Nota-se uma banda de
aDNA integra, acima uma inespecifica (circulo) mste de aDNA. Figura 3C. Eletroforese em gel de
agarose para amplificagdo de aDNA obtido pelo palocom acetato de sddio (1-11). Notspseners
ndo utilizados, bandas fracas inespecificas (se#mja) e a migragdo ndo simétrica goisners (seta
vermelha), devido as impurezas no aDNeAimer. foi utilizado como marcador de tamanho em paees d
base (20-27 pb) (seta roxa).

Mesmo com a utilizacdo de diversos parepuimers mix de PCR, reagentes e
enzimas otimizadoras, a amplificacdo pela PCR awmigeal ndo gerou copias

suficientes de moldedemplat¢ para um bom sequenciamento. Frente a este baixo
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rendimento, utilizou-se a Nested-PCR que foi maae e aumentou a quantidade do
produto final amplificado. Segundo Schaefer (20@6)lupla amplificacdo que ocorre
no Nested-PCR torna a técnica mais sensivel, nedoizou eliminando produtos
indesejados e inespecificos. Os melh@tgadores da PCR e Nested-PCR utilizados
para amplificacdo de aDNA foram a betaina e Mg&€iquanto o DMSO e BSA né&o
apontaram diferencas no gel de agarose, nem a & ®PAMO polimerase.

Com o método de extracdo de aDNA com Dextran Blagérnica de Nested-
PCR, foi possivel a amplificacdo de fragmentos #1090 pb da regido D-loop do
mMtDNA de 11 amostras (14,6%) de ossoEdaustralis,das 75 amostras testadas. A
Dextrana Blue (comercializado como Dextran Blue)Jud@a molécula com peso
molecular de 2000 daltons que facilmente se pitaciplm meios liquidos (Staat
al.,1973; Kalméret al, 2000) e é extraida dos micro-organismgosuconostoc
mesenteroides e Streptococcus mut@Bnsante a extracdo de DNA com este método, o
acetato de amonio que possui carga positiva, ligatra carga negativa do DNA,
enquanto o Dextran Blue se liga ao DNA fragmentaldixando-o mais concentrado,
facilitando sua precipitacdo. A extracdo de aDNAa utilizacdo do método Dextran
Blue, mostrou ser a maneira mais rapida e eficambter material genético em amostras
degradadas. Resultado similar ao apontado por Katnal. (2000) quando trabalhou
com aDNA de ossos humanos de 700-1200 anos atras.

Mesmo com esta metodologia, as bandas apresentadas no gel de agarose
revelaram baixa quantidade de aDNA (Figuras 4A, 4B e 4C), porém integras e menos

arrastes, o que possibilitou a clonagem dos mesmos.

1.2 3..4:5:60l 8088011
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Eletroforese em gel de agarose para amplificacdaDd¢A extraido com a utilizagdo de Dextran Blue.
Figura 4A. (1-7) Nota-se uma banda com de tamanhpares de bases menor que 100-pb (4) (circulo) e
arrastes fracos de aDNA. Figura 4B. (1-7). Notaisga banda de aDNA fraca (circulo) (7), mas
suficiente para a técnica de clonagem e arrastmaterial genético (2-3Primer. foi utilizado como
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marcador de tamanho em pares de base (20-27 pgh)aisarela). Figura 4C. (1-11). Pode-se observar
duas bandas fracas de aDNA (10-11) (circulo e setajpém suficientes para a clonag@&rimer. foi
utilizado como marcador de tamanho em pares de(B@s&7 pb) (seta roxa).

Com base na clonagem de diversos fragmentos de DBWBrepostos,
conseguimos sequenciar pequenos fragmentos de afNAssos deE. australis
(Tabela 4) e comecar a montar as sequéncias refer@megido D-Loop de 11 amostras
(Figura 5).

Tabela 3. PCRs convencionais e Nested-PCR, parlifiaaq@io do aDNA.

Método de extragao PCR Amplificacdbes Nested-PCR Amplificacbes Sequenciamentos

Dextran Blue 25 0 20 9 11 amostras
Acetato de Sédio 10 0 13 1 0
Fenol-cloroférmio 5 0 3 1 0
Fenol-cloroférmio

adaptado 3 0 2 0 0

Kit [QIAGEN®] 23 0 4 0 0

Tabela 4. Fragmentos de aDNA de ossoE.daustralisrecuperados durante a técnica de clonagem.

Cdédigo da amostra N° de fragmentos sequenciados Pares de bases recuperados
CMA 23 2 18 e 21 pb
CMA 46 1 59 pb

EAARG 34 1 42 pb
EAARG 35 2 20e 19 pb
EAARG 40 2 21e22pb
EAARG 43 3 19,21e21pb
EAARG 45 2 7e9pb
EAARG 47 2 18 e 25 pb
SCBR 15 2 22 e21pb
SCBR 17 1 18 pb
SCBR 18 2 19 e 19 pb
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Figura 5. Alinhamento dos fragmentos de aDNA recag@s a partir de ossos Heautralis(5-15), junto
com sequéncias da regido D-Loop do mtDNA (1-4)addtyss do banco de dados GenBank (Acesso
GQ389690.1; GQ389689.1; GQ389687.1; EU290588.1).pOstos apresentados na figura indicam
regies ndo recuperadas do aDNA.

Quando se trata de amostras antigas, a degradac@atdrial genético € uma
realidade e especialmente em 0ssos porosos coamasiras d&. autralisque foram
utilizadas no trabalhdA descalcificagédo prévia das amostras foi impaetgpois com a
adicdo do EDTA os ions de calcio foram parcialmeatg#ados. Vale salientar que o
EDTA como agente quelante de cations divalentedbéampode quelar o Mggl
fundamental para atividade da enzilvaay Polimerase. Para evitar que o EDTA seja um
inibidor de PCR, é fundamental a retirada totatemente por meio de vérias lavagens
com agua ultrapura. Durante nosso estudo, o quécaug minimizar os efeitos das
contaminacdes com DNA exdgeno foi a limpeza e clddaom o local de trabalho e
esterilizacdo dos materiais. Os paregpdmers utilizados na técnica de Nested-PCR,
por serem especificos para a espEciaustralis,também podem ter reduzido o nimero
de amplificagbes de DNA exdgeno.

Pode-se observar que a trituragdo mecanica, macecagn nitrogénio liquido e
o longo tempo de lise celular durante a extrac@isndamental para bons resultados.
Aliado a tal preparagdo, o método de extracdo cerirBn Blue € o recomendado para
o tipo de material que foi manipulado. A recupeoag@ uma maior quantidade de DNA
pode ser atribuida ao alto peso molecular do Dexiae, uma vez que o aDNA
fragmentado pode ter dificuldade de precipitac@vjdb ao seu tamanho em pares de
bases, ficando muitas vezes no sobrenadante, padeé descartada durante o
procedimento de extragao.
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Finalmente, ressaltamos que a amplificacdo de peguefragmentos,
caracteristica geral de aDNA, devem estar assaiadécnica de clonagem. Somente
assim foi possivel reconstruir uma sequéncia defaBidis longa sem que haja davida

da autenticidade dos resultados obtidos.

ANEXOS:

Anexo 1 Lista deprimers desenhados no presente estudo para regido D-loop d

MtDNA da espéci&ubalaena australis

1- DLPF22- 5’-CCACCATCAGCACCCAAAGC-3’

2- DLPR186- 5-AGGACCAGTATTGGCCATGT-3

3- DLPF169-5’ATGGCCAATACTGGTCCTGA-3

4- DLPR371-5-GATCTAATGGAGGCGGCCATA-3’
5- DLPF177-5-TTTCACTACGGGAAGTTAAAGCTCG-3’
6- DLPR473-5-GAACGAATGGGCGATTCTAA-3

7- DLPF360- 5’-GATCCCTCTTCTCGCACC-3’

8- DLPF337-5-GGGATCCCTCTTCTCGCACC-3
9- DLPR427-5'- ATGGCCCTGAAGTAAGAACCAG-3
10-DLPF164- 5'-CGGGAAGTTAAAGCTCGTAT-3'
11-DLPR289-5’-ATCTAATGGAGCGGCCATA-3

Anexo 2 Lista dos diversos mix de reagentes utilizadas panplificacdo do aDNA
pela PCR.

1- Mix PCR: Para a realizacdo da PCR foram adicionados 122&R Master Mix
2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 U/ ihgDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM
MgCl, 0,4 de cada dNTPs), 24® de primer DLP5, 2,5ul de DLP10, 6,511 de
agua ultrapura e ll de DNA. Volume final de 24l.

2- Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania)0f0U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg&£D,4 de cada dNTPs), 2,8 de
primer DLP5, 2,5ul de primer DLP10, 2,5ul de agua ultrapura e de DNA.
Volume final de 25ul.
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3- Mix PCR: Para realizacdo da PCR 24 PCR Master Mix 2x (Fermentas,
Lithuania) (0,05 U/ ulTaqDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg£D,4 de
cada dNTPs), gl de MgCl,, 2,5ul de primer DLP5, 2,5ul de primer DLP10, 9
ul de agua ultrapura e de DNA. Volume final de 5@l.

4- Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania)0f0U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg&£D,4 de cada dNTPSs), 2,8 de
primer DLP5, 2,5ul de primer DLP10, 1,5l de agua ultrapura e @ de DNA.
Volume final de 25ul.

5- Mix PCR: 24 ul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 pl/
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg&£D,4 de cada dNTPS), 2,8 de
primer DLP5 e DLP10, 2 de agua ultrapura, @ de MgCh e 10ul de DNA.
Volume total 5Qul.

6- Mix PCR: 13 ul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 pl/
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg£0,4 de cada dNTPs), @ de
primer DLPF22, 2ul de primer DLPR186, 2ul de agua ultrapura eubde DNA.
Volume de 24ql.

7- Mix PCR: 13 ul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 pl/
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg£0,4 de cada dNTPs), @ de
primer DLPF169, 2ul de primer DLPR371, 2ul de agua ultrapura e @ de
DNA. Volume final de 25ul.

8- Mix PCR: 2 ul de Primer DLPF22, 2ul de primer DLPR186, 2ul de MgCb,
0,5ul de dNTP, 0,25l de TaqgDNA Polymerase , 2,pl de Buffer 10x., 9,75l
de 4gua ultrapura e de DNA. Volume final de 24ql.

9- Mix PCR: 12,5 pul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania)0f0U/ pul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£l0,4 de cada dNTPs), @& de
primer DLPF169, 2ul de primer DLPR371, 2ul de MgCh, 2,5 ul de agua
ultrapura e 41l de DNA. Volume final de 24l.

10-Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuani@)0% U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£0,4 de cada dNTPs), @& de
primer DLPF22, 2ul de primer DLPR186, 2ul de MgCh e 8 ul de DNA.
Volume total de 2.

11-Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuani@)0% U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£l 0,4 de cada dNTPs),
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2 ul deprimers DLPF177 e DIpR473, 1,5ulde MgCl0,6 ul de betaina,
13,4 ul de 4gua ultrapura e 8 pl de DNA. Volumalfite 40ul.

12-Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuani@)0% U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£l 0,4 de cada dNTPs),
2 1l deprimers DLPF360 e DIpR473, 2 ul darimersDIpF337 e DIpR427, 1,5
ul de MgCs, 0,6 pl de betaina, 7,4 ul de agua ultrapura @l@ produto de
PCR. Volume final de 40 pl.

13- Mix PCR: 12,5 ul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania)0f0U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£,4 de cada dNTPs), 1 ul de
primer DLPF169, 1 pl derimer DLPR371, 1 pl de BSA (albumina de soro
bovino), 1 ul MgC}, 0,5 pl de agua ultrapura e 8 ul de DNA. Volurmalfide
25ul.

14-Mix PCR: 12,5 pul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania)0f0U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£,4 de cada dNTPs), 1 ul de
primer DLPF169, 1 pl derimer DLPR371, 1 ul de DMSO (dimetil sulfoxido),
1 pl MgCh, 0,5 ul de agua ultrapura e 8 pl de DNA. Volunmalfide 25 pl.

15- Mix PCR: 12,5 ul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania)0f0U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£0,4 de cada dNTPs), 2 ul de
primer DLPF337, 2 pl degrimer DLPR427, 0,5 ul de betaina e 8 pl de DNA.
Volume final de 25 pl.

16-Mix PCR: 12,5 ul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania)0f0U/ ul
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg&£D,4 de cada dNTPs), 1,5 ul de
primer DLPF337, 1,5 pl derimer DLPR427, 0,5 ul de betaina, 1 ul de Mg€l
8 1l de DNA. Volume final de 25 pl.

17- Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuani@)0% U/ pl
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£0,4 de cada dNTPs), 2 ul de
primer DLPF337, 2 ul d@rimer DLPR427, 2 ul d@rimer DLPF164, 2 ul de
primer DLPR289, 0,4 ul de betaina, 2,2 pl de Mg@R,9 de agua ultrapura e 4
pl de DNA. Volume final de 40 pl.

18- Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuani@)0% U/ pl
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£0,4 de cada dNTPs), 1 ul de
primer DLPF337, 1ul derimer DLPR427, 1ul derimer DLPF164, 1ul de
primer DLPR289, 0,6 ul de betaina, 2,2ul de MgQl3,7ul de agua ultrapura e
7 1l de DNA. Volume final de 40 pl.
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19-Mix PCR: 12,5 ul PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuan{@)05 U/ pl
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£0,4 de cada dNTPs), 2 ul de
primer s DLPF337, 2 pl derimer DLPR427, 5 pl de Buffer, 0,2 pl enzima
otimizadora PWO DNA polymerase, 24,3 ul de agueapitra e 4 pl de DNA.
Volume final de 50 pl.

20- Mix PCR: 12,5 pl PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuani@)0% U/ pl
TagDNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mgg£0,4 de cada dNTPs), 2 ul de
primer DLPF337, 2 pl derimer DLPR427, 2 ul d@rimer DLPF164, 2 ul de
primer DLPR289, 5 ul de Buffer, 0.2 pl enzima otimizad&®&/O, 16,3 ul de
agua ultrapura e 8 ul de DNA. Volume final de 50 pl
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CAPITULO 2

Andlise da diversidade genética da baleia-franca-atral, Eubalaena australis
(Desmoulins, 1822) (Mysticeti, Cetartiodactyla) duasinte e pds caca no Atlantico
Sul Ocidental.

1 INTRODUCAO

A baleia-franca-australEQbalaena australis foi alvo de grande exploracéo
comercial durante os séculos XVII a XX no HemigféBul (IWC, 2001). Sua
populacao, que foi estimada entre 55.000 e 70:@di0iduos no periodo pré-caca (IWC
2001), foi drasticamente reduzida nestes 400 am@xploracédo e segundo Tormosbv
al. (1998) no ano de 1920 a populagéo era compostapenas 300 individuos. Estima-
se gue durante este periodo foram capturadas apdamente 48.000 baleias-franca
no Oceano Atlantico, 37.200 no Oceano Pacifico.6Q2no Oceano indico (Dawbin
1986; Du Pasquier 1986; Best 1987).

Avaliacdes recentes, feitas através de modelos imEméta populacional e
reconstrugdo historica, indicam que a populagédo dmmlnde E. australis é de
aproximadamente 12.000 individuos (IWC, 2012). Apede apresentar sinais de
recuperacdo, segundo Frankhamal (2008) quando uma espécie sofre um declinio
drastico no nimero populacional, decorrente dedatestocasticos ou da atividade da
cacga, pode gerar altos niveis de endogamia, baigactlade reprodutiva e perda de
variabilidade genética, comprometendo seu potemadaptativo (Allendorf & Luikart,
2007; Frankhanet al, 2008). Em adicdo, dados moleculares sugeremagespécie
sofreu um grande declinio populacional durantenalfido Pleistoceno e inicio do
Holoceno, (22 e 6 mil anos atrds) (Oliveetial, 2011). Portanto, além da reducéo
numerica registrada durante cerca de 400 anos maragE. australispreteritamente
teve seu tamanho efetivo afetado.

Para compreender melhor a variabilidade genétiésteexe nas populagdes,
muitos estudos tém utilizado a regido D-Loop outrmd@dora do DNA mitocondrial
(mtDNA) para analisar DNA antigo (aDNA) de uma espeDesta forma, amostras

mineralizadas como 0ssos e tecidos estdo forneceolonacdes essenciais para a
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reconstrucdo histérica de uma populacdo (Fedtal, 2012). A analise do aDNA
permite uma compara¢do de dados atuais com antgoslo possivel compreender
diversos parametros populacionais como a perda afiabilidade genética, fluxo
génico, tamanho efetivo da populacdo e divergépopulacional (Hoelzel, 1994
Roman & Palumbi, 20Q3

Apesar da variabilidade genética da populacdo teiabianca-austral ja ser
conhecida e investigada nos quatro “stocks” refreos da espécie no Hemisfério Sul:
costa da Africa do Sul, Austrélia, regides subdicts da Nova Zelandia e América do
Sul: Argentina e Brasil (Bakeat al, 1999; Maliket al, 2000; Patenaudet al., 2007,
Carrollet al, 2011; Ottet al, 2011), ndo ha informacdes sobre a variabilidpeetica
da espécie durante o periodo de caca no AtlantitdSidental. Neste contexto, este
estudo teve como objetivo: I. caracterizar genptarste segmentos da regiao D-loop a
partir de ossos de espécimesdaustraliscoletados na Peninsula Valdés na Argentina
e em Santa Catarina no Brasil e, Il. comparar geé&eias nucleotidicas dessa regiao
mitocondrial recuperadas nas amostras de aDNA sopopulacdes atuais descritas por
Valenzueleet al, (2009) e Carrokt al, (2011).

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de ossos dubalaena australign=75) foram previamente coletadas
pelo Dr. Enrique Alberto Crespo daboratorio de Mamiferos MarinoLAMAMA)
do Centro Nacional PatagonicCENPAT), pela Dra. Larissa Rosa de Oliveira do
Laboratério de Ecologia de Mamiferos (LEM) da Unsidade do Vale do Rio dos
Sinos (UNISINOS) e pelo Dr. Paulo A. C. Flores den€o Mamiferos Aquaticos do
Instituto Chico Mendes de Santa Catarina (CMA-ICB)Bhas duas principais areas de
reproducéo da espécie no Oceano Atlantico Sul @ttePeninsula Valdés (BD’S;
64°30'W), Argentina (n=35) e Santa Catarina, Brasi#4@) (entre 2%880'S; 4%41'W e
25°56'S; 4828'W) (Anexo 1). Na Peninsula Valdés ndo houvestegs de atividade de
caca a baleia-franca, portanto as amostras foréetadas a partir de encalhes na regiao
entre as décadas de 1960 e 1970. Ja em Santan@asariamostras foram coletadas em
sitios de caca existentes em diversas cidadestddd;s£omo Florianopolis, Garopaba,
Imbituba e Governador Celso Ramos.

A extracdo do aDNA ocorreu com a utilizacdo do megeDextran Blue e o

protocolo foi baseado no método descrito por Kalgtaal (2000). Foram triturados
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360 mg de po6 de osso de baleia-franca-australagoaddas em um microtubo de 1,5
ml, contendo 1 ml de tampéao de lise (0,1 M EDTA @B), 0,5% Sarcosina-Na) e 25
ul de proteinase K (20 mg/ml). As amostras foraoulimdas a 37 °C entre 48 a 72
horas. Apés o periodo de lise celular, as amog&tram centrifugadas por 10 minutos a
14000 rpm. Em um novo tubo de 1,5 ml, foram ad&ttws 350 pl do sobrenadante da
solugéo, 3,5 ul de Dextran Blue (1 pg/ pl), 70@eletanol absoluto gelado (100%) e
350 ul de acetato de amonio 4 M. Para a precgmtdg aDNA, o tubo permaneceu a -
20 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi remowdwm precipitado foi submetido a
banho seco por 20 minutos a 70 °C, para eliminaesi&luos do alcool. O aDNA foi
suspendido em 20 ul de agua ultrapura e armazenadcC.

A amplificacdo da regido D-loop do mtDNA ocorretaaés da técnica de Nested-
PCR. Ogrimersespecificos utilizados foram criados a partir dequ&ncias
nucleotidicas da referida regido de espécimesEdealaena australisdepositadas
no GenBank e utilizando-se os programas Primer&ga\b.1(Tabela 1).

O Nested-PCR foi realizado em duas etapas de acaghio. A primeira PCR
ocorreu com um volume final de 40 ul, destes, 312,5de PCR Master Mix 2x
(Fermentas, Lithuania) (0,05 U/ fiag DNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg&£0,4
de cada dNTPs), 2 ul ¢geimers DLPF177 e DLPR473 (ambos na concentracdo 10
uM), 1,5 ul de MgdGl (2,5 mM), 0,6 ul de betaina (5 M), 13,4 ul de agltiapura e 8
ul de DNA. ApoOs a mistura, os reagentes foram lesab termociclador e submetidos
ao seguinte ciclo de temperatura: 95 °C por 5 ros)udeguidos de mais 1 minuto e 30
segundos a 94 °C, 48 °C por 1 minuto e 20 segu@%C por 40 segundos, seguidos
de mais 5 minutos a 72 °C e finalizando com 8 °G. &nplicons gerados de
aproximadamente 300 pb serviram como molde paréxanpa PCR.

A segunda amplificacdo do aDNA ocorreu com um nurtendo 12,5 pl de
PCR Master Mix 2x (Fermentas, Lithuania) (0,05 U/TagDNA polimerase, 10x
buffer, 4 mM MgC} 0,4 pl de cada dNTPs), 2 pl dosmers DIpF360 e DIpR473, 2
ul dosprimers DIpF337 e DIpR427 (ambos psimersna concentragcéo de 10 uM), 1,5
ul de MgCh (2,5 mM), 0,6 pl de betaina (5 M), 7,4 ul de agi@pura e 10 pl de
produto da primeira amplificacdo. A solucéo foidda ao termociclador com o mesmo
programa de temperatura que a primeira PCR. O aBiNplificado (aproximadamente
90 e 100-pb) foi corado com GelRed e visualizadauemtransiluminador UV com gel

de agarose a 1,5%.
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Tabela 1. Pares geimersgerados neste estudo e utilizados na técnica set®CR.

Tamanho da

Primer senso Primer anti-senso amplificagao
DLPF177- 5’-TTTCACTACGGGAAGTTAAAGCTCG-3° DLPR473-5-GAACGAATGGGCGATTCTAA-3’ 296 PB
DLPF360- 5'-GATCCCTCTTCTCGCACC-3’ DLPR473-5’-GAACGAATGGGCGATTCTAA-3’ 115PB
DLPF337-5-GGGATCCCTCTTCTCGCACC-3 DLPR427-5'-ATGGCCCTGAAGTAAGAACCAG-3’ 91 PB

O material genético amplificado foi submetido antéa de clonagem. Para
insercao da cauda poli-A no amplicon foi utilizagim mix contendo 2 pl de dATP
(ImM), 1 ul de tampéo 10x, 1 pl daqpolimerase 5U (Ludwing), 0,3 pl de MgQb0
mM), 1,7 pl agua ultrapura e 4 ul de produto det®&e®CR, totalizando uma reacao de
10 pl. A reagéo ficou 20 minutos a 72 °C no termlador. A ligacdo do fragmento de
DNA com o vetor de clonagem ocorreu com a adi¢cdd dede Buffer 2x, 1 ul de vetor
pGem-T Easy (Promega, Madison, USA), 1 pl de enZithaDNA ligase e 3 pul de
produto de Nested-PCR (com cauda poli-A). A soldg@u incubada no termociclador
por 1 hora a 22 °C e overnight a 4 °C.

A transformacéo das bactérias foi realizada conguwdaéermico, apds a mistura
de 10 pl da ligacdo (aDNA e vetor plasmidial) e pl0de células competentes
Escherichia coli linhagem Top 10. Para a recuperacao das célulad,de meio SOC
foi adicionado a mistura e incubado por 1 h 30 emmuma incubadora com “shaker” a
37 °C e 150 rpm. Em seguida, 100 ul do cultivo eeion5OC foram aplicados em
placa de Petri contendo o LB solido e um mix dd 8quIPTG (200 mg/ml), 35 ul de
X-Gal (20 mg/ml) e 30 ul de ampicilina (50 mg/nQom o crescimento das colbnias,
clones foram selecionados para a amplificacdo PER com oprimersdo vetor (T7-
5-TAATACGACTCACTATAGGG- 3’ e SP6- 5-ATTTAGGTGACATATAG- 3)).

As reagOes da PCR ocorreram com adicdo de 12,5CRl Master Mix 2x
(Fermentas, Lithuania) (0,05 U/ fiag DNA polimerase, 10x buffer, 4 mM Mg£0,4
pul de cada ANTPs), 1 ul d@imer T7, 1 pl deprimer SP6 (a 10 uM) (Promega,
Madison, USA) 1 ul de Mg@G| 7,5 ul de agua ultrapura e 2 ul da colonia dduddh
agua estéril. As condi¢bes de amplificacdo foraesndturagdo inicial de 94 °C por 5
minutos; 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 50 °C pgbsdgundos, 72 °C por 1 minuto e 30
segundos, seguido por mais um ciclo de 5 minutesmesmas condicdes.

A amplificacédo dos produtos da PCR foi verificatia gel de agarose 1,5% e a
purificacdo seguiu o protocolo com Enzimas — FastARermosensitive Alkaline
Phosphatase, Thermo Scientific, USA) e EXO (Exczas¢ |, Thermo Scientific,
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USA). Os clones amplificados foram enviados parAdeancing through Genomics
MACROGEN na Coréia do Sul para o sequenciamento.

Os eletroferogramas das sequéncias foram analisados o auxilio do
programa Chromas Lite v.2.4 (Technelysium, 2012)sAquéncias das leituras de cada
clonagem foram cortadas das sequéncias do vetar,cbeno, as sequéncias de baixa
gualidade utilizando-se os programas preGap4 (@ets®) e Trev (versédo 1.9) e, em
seguida montadasdquence assembplysando o programa GAP4 (versao 4.11.2), do
pacote de Staden (http://staden.sourceforge.n&adén et al, 2000). Apds as
montagens, as sequéncias dos aDNA foram alinhadasprograma ClustalW
(Thompsonet al, 1997), juntamente com um conjunto de sequéndzasegiao D-
Loop do mtDNA deEubalaena australislepositadas no GenBank (Valenzuelaal,
2009; Carrollet al, 2011). Para a construcao da sequéncia consae$eriolo conjunto
de dados foi alinhado no MUSCLE (Multiple SequenCemparison by Log-
Expectation -_http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muB¢laitiizando as premissas do

default. Cabe salientar que os alinhamentos sdo cruciais, @@s0 0 mesmo nao seja
confiavel, as homologias implicitamente propostas melacbes entre as bases do
conjunto de dados também ndo serdo e, consequerienes relacbes entre as
sequéncias alinhadas néo representaram o realboredlawento filogenético (Phillipst
al., 2000). O problema ainda é maior quando o conjdetalados é representado por
sequéncias nao codificantes e fragmentadas. Aag#do das diferentes ferramentas
acima destacadas, a inspecao manualmente via BieEdL.3 (Hall, 1999), somente
das sequéncias clonadas e processadas no pacstadaém, foram estratégia utilizadas
com intuito de maximizar a qualidade e confiabiie@os alinhamentos.

A rede haplotipica foi gerada pelo métadedian-joining(Bandeltet al, 1999),
no Network 4.6 (Polzin & Daneshmand, 2003) a patts haplotipos definidos no
programa DnaSP v.5 (Librae al, 2009). A matriz de dados utilizada para a defiai
dos haplétipos foi gerada a partir do alinhamenttreeas sequéncias nucleotidicas
recuperadas de aDNA com as depositadas no GenBamn#tp 78 de baleias-franca da
Argentina (Valenzuelat al, 2009) e 13 sequéncias que correspondem a indvida
Nova Zelandia e Australia (Carrat al, 2011) (Anexo 2). Apés o alinhamento, foram
cortadas as regifegpstreame downstreamaos alinhamentos com os fragmentos
recuperados de aDNA. Noventa e seis pares de l§@6epb) foi o tamanho do
segmento correspondentes a regidao de alinhamentyde de D-Loop do mtDNA de

Eubalaena australisom os aDNA resultante deste corte. As bases nidiless, de
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cada um dos espécimes de aDNA, que ndo foram nexgsenos sequenciamentos,
foram substituidas pela informacdo “N” de posic@m mlefinida. Tal procedimento

possibilitou as inferéncias dos relacionamentodotigicos entre amostras de aDNA e
de espécimes atuais. Contudo, sabe-se que o ndieméis diminui a confiabilidade das

relacdes filogenéticas resultantes e, no caso iispedos haplétipos obtidos (Polzin &

Daneshmand, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Aproximadamente 20 fragmentos de aDNA da regidcobDpLdo mtDNA foram
recuperados de 11 amostrasEleaustralis(Tabela 2) destas, 5 amostras oriundas de
Santa Catarina- Brasil (CMA 23, CMA46, SCBR 15, $CR7 e SCBR 18) e 6
amostras oriundas da Peninsula Valdés-ArgentinadA2 34, EAARG 35, EAARG
40, EAARG 43, EAARG 45 e EAARG 47). Esses fragmentariaram de tamanho de
7 a 59-pb. A Figura 1 mostra a localizagcdo dosnfirgos recuperados de aDNA que
correspondem as posicdes 338 e dbStreamda regido D-Loop do mtDNA dE.
australis O alinhamento foi feito com 102 amostras, represelo espécimes coletadas
na Argentina (Valenzuelat al, 2009) (n-78), Nova Zelandia/Australia (Carrellal.,
2011) (n=102) e as amostras de aDNA recuperadds astido, demostraram serem
96,7% similares. A regido recuperada de aDNA ¢é megssem G+C (52, 6%) quando

comparada com toda a regido D-Loop que apresertargaais acima de 60% de A+T.

Tabela 2 Fragmentos de aDNA de ossosEleustralisrecuperados durante o estudo.

Cdédigo da amostra N° de fragmentos sequenciados Pares de bases recuperados
CMA 23 2 18 e 21 pb
CMA 46 1 59 pb

EAARG 34 1 42 pb
EAARG 35 2 20e 19 pb
EAARG 40 2 21e22pb
EAARG 43 3 19,21e21pb
EAARG 45 2 7e9pb
EAARG 47 2 18 e 25 pb
SCBR 15 2 22 e21pb
SCBR 17 1 18 pb
SCBR 18 2 19e 19 pb
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Ao analisar as sequéncias do aDNA recuperado moe@som dados atuais de
Valenzuelaet al (2009) e Carrolet al. (2011), o programa Network 4.6 (Polzin &
Daneshmand, 2003), gerou uma rede contendo 19tipaidFigura 2). Esta andlise
revelou que apenas trés haplétipos dos 19 amosirado compartilhados entre os
grupos de espécimes atuaiskleaustralisda Argentina e Nova Zelandia/ Australia (H-
_1,H 4,H _13).

3|50 360 3 380 300 400 40 &0 40 0 40 0

BTEGLAL o v e et e et e e e
!'.'CGCACCGOGECDATTAATCGTGGOGOTAOETATTTAATGOTETTTACAAGACATCTGOTTCTTMTTEAOGGCEATOTCAATI: j
CTCGCACCOGGCCCATCAATTRTROOGGTAGCTATTTAATBATCTTTACAAGACATCTRGTTCTTACTTCABRGCCATRCCART

BTBBEABE .+ oo oo e e e
BABBOEE - - - oo ATBTCAGTITAGA
CICGCMCOGOECEATCAATEGTGGOOOTAOETATTTAATOATETTTAEAAGAEATCTGOTTCTTACTTEAOGOCEATOTCAGT GA
CTCGCACCOOGCCCATCAATCRTROOGOTAGCTATTTAATBATCTTTACAABGACATCTBGTTCTTACTTCABBGCCATRTCAGT FTAGA
BABBOEE . - o oo ATTCTAATTTAGA
BTOBCACEG - -« o GA
BTEBEABEG -+ oo GA
T EBEADA: -« oo
BTEBLABEE - oo TBBTTCTTACTTCABGBBCCAT
2T
T

consenso GGGATCCCTCTTCTCOCACCOGGCCCATCAATCOTOGGOGTAGCTATTTAATGATCTTTACAAGACATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATOTCAGTTTAGAATLGCCCATTEGTTC

Figura 1. Alinhamento dos fragmentos de aDNA recaghes a partir de ossos Heautralis,da regido D-
Loop do mtDNA, com amostras de espécimes depositadoGenBank. O alinhamento e a sequéncia
consenso foram obtidos com a utilizacdo da ferréan@m line Muscle com os 102 espécimes e
demostrando somente 15. As setas sinalizam a paneeilltima base recuperada nos fragmentos de
aDNA, correspondente as posi¢cdes 338 e 453. Oop@#o bases ndo recuperadas. Os numeros
representam as amostras: (1) Peninsula Valdés-#mggEAARG 45); (2) Santa Catarina- Brasil (SCBR
17); (3) _Argentina (Genbank EU290538.1); (4) N&ealandia/Australia (Genbank JN097601.1); (5)
Santa Catarina- Brasil (SCBR 15); (6) Peninsulal¥slArgentina (EAARG 34); (7) Argentina (Genbank
EU290517.1); (8) Nova Zelandia/Australia (GenbaNk97602.1); (9) Santa Catarina- Brasil (CMA 46);
(10) Peninsula Valdés-Argentina (EAARG 40); (11)niRsula Valdés-Argentina (EAARG 35); (12)
Peninsula Valdés-Argentina (EAARG 47); (13) Penimsvaldés-Argentina (EAARG 43); (14) Santa
Catarina- Brasil (SCBR 18); (15) Santa CatarinasB{CMA 23).
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Figura 2. Rede haplotipica gerada pelo programavdikt 4.6 para os 102 espécimes Egbalaena
australis Os tamanhos dos circulos representam a frequépsidaplétipos. Os tragos representam em
passos mutacionais a distancia entre um haplétiputeo. O vetor médio esta representado pelo
triangulo. As cores dos haplétipos representam ssmectivas populacdes e datagdo: Preto= Amostras
atuais da Argentina; Cinza= Amostras atuais da NEmlandia/ Australia; Braco: aDNAs das amostras da
Argentina; Verde: aDNAs das amostras de Santa iGatar

O haplétipo H_1 foi registrado nas amostras conteéneas da Argentina e
Nova Zelandia/Australia e observado em um dos éseécanalisados de aDNA da
Peninsula Valdés- Argentina. Além disso, ele émdtgo mais frequente e os demais
derivam dele na rede, o que sugere sua condic@magstral em relagcdo aos demais
haplotipos registrados para as populagfes atuams, dbmo, até o momento, para o
aDNA. E importante salientar que as sequénciaspezadas neste estudo no foram
alinhadas e nem comparadas com as do estudo 2008), unico trabalho realizado
com a amostras de baleia-franca do Brasil até oentmem funcédo do tamanho e da
localizagéao do fragmento de mtDNA ser diferentaelastor.

Os resultados também revelam quatro novos haptteda ndo registrados
nas populacdes atuais, considerando os trabalh\daldezueleet al. (2009) e Carrolét
al. (2011). O haplétipo H_19, que representa o aDNAuth espécime da Argentina
teria surgido a partir de trés passos mutacionaihaplétipo mais frequente H_1,
enquanto o H_16, um aDNA de Santa Catarina, tengido a partir de oito passos
mutacionais do H_4 que foi encontrado tanto em &a®atuais da Argentina como da
Nova Zelandia/ Australia. Os haplotipos H_18 (aDAyentina) e H_17 (aDNA Santa
Catarina) teriam se derivado do haplétipo H_16.eCaddientar que este € um resultado

preliminar no qual os resultados e seus signifisadievem ser avaliados com muita
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cautela. Aléem dos relacionamentos entre os hapltigestacado inicialmente, salienta-
se que o numero de passos mutacionais entre oétipapl pode estar subestimado,
pois, estdo sendo considerados somente os peqitagosentos de DNA recuperados
nas amostras de aDNA.

Apesar da extracdo do material genético e sequanni@ de genes especificos
oriundos de amostras antigas como 0ss0s seremdpr@rgos rotineiros nos ultimos
anos, nossos resultados ratificam as dificuldadescrdas por diversos autores na
obtencéo de material genético integro de amostgasstas e degradadas. Rosenbatim
al. (1997) sugeriram que espécimes de Misticetoseteados em museus poderiam ser
utilizados em andlises genéticas para uma reca@astraistorica das populacbes de
grandes baleias. Durante este estudo, realizado anostras antigas de Eubalaena
glacialis, os autores apontaram a dificuldade de extracdo mifemacdo de material
genético conservado. O método de extracdo de aDhlxkado no trabalho de
Rosenbaunet al (1997) foi descrito por Sambroek al (1989) e para a amplificagao
de 545 pb da regido D-Loop do mtDNA os autoresigaeam utilizaprimersinternos,
devido ao alto nivel de degradacdo das amostraser@e por meio de fragmentos
menores (150 - 200 pb) e sobrepostos de aDNA cairtaey reconstruir a regiao de
interesse. Alteet al(2012) utilizaram amostras de 0ssos para investigéiversidade
genética das baleias cinzentgsdchrichtius robustysdo Pacifico Oriental comparando
dados de sequéncias de DNA antigos e atuais. [Buaestudo, a extracdo de aDNA
foi realizada com o kiDNA Qiaquick (QIAGENE para a amplificacdo de 383 pb da
regido D-Loop do mtDNA, foi necesséaria a juncdoogdetro fragmentos de aDNA
recuperados de aproximadamente 180 - 250 pb. @seautelatam também que 20%
dos produtos de amplificacdo foram clonados utilizase do kit ABI Topo com o
objetivo de descartar contaminacfes de DNA exdgesimatégia similar adotada no
presente trabalho.

Apesar das dificuldades documentadas, o estudo DNAade mamiferos
marinhos tem sido de extrema importancia para ceemgler parametros populacionais
e varios estudos tem documentado a alteracdo dabNidade genética de espécies
durante o periodo de exploracdo comercial (Hoelt8B9; Weberet al, 2004).
Infelizmente, assim como a maioria dos espécimigaa) as amostras utilizadas neste
estudo apresentaram-se pouco conservadas, com Qaaidade de aDNA. Por
diversas vezes os fragmentos recuperados eram peieenos ou ndo continham as

informacfes de interesse, o que dificultou muitotrabalho e reduziu o poder
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explicativo. Apesar dos esforcos e aperfeicoamenis metodologias, apenas 20
fragmentos de aDNA da regido D-Loop do mtDNA forngouperados de 11 amostras
deE. australis.Estes fragmentos apresentaram tamanhos que vargantae 7 a 59 pb,

0 que impossibilitou muitas inferéncias populacisnamportantes destacadas
inicialmente. Contudo, mesmo com poucos pares desbamplificadas foi possivel
verificar quatro novos haplétipos encontrados erpufagdes antigas, 0 que podem
sustentar a hipétese de uma maior diversidade figipko emE. australisquando a
mesma era livremente cacada. Tal hipétese deveosmiderada com cautela, neste
momento, frente todas as restricbes mencionadasasNextracoes e amplificacdo de
aDNA devem ser realizadas, com o intuito de recoimsima sequéncia da regido D-
Loop maior, pois a recuperacao de fragmentos rmagok e 0 aumento de espécimes

de aDNA devem ratificar ou nao tal hipotese.

CONCLUSAO GERAL

Tracar o perfil histérico das espécies que sofrenam grande declinio
populacional, seja por fatores estocasticos ouoexgdio comercial, como 0 caso da
Eubalaena australisé fundamental para o entendimento do status dasih espécie.
Somente com dados obtidos através da analise d& adNossivel compreender 0s
parametros populacionais atuais, através da cogf@mardas informacdes genéticas
temporais. O conhecimento sobre a genética de wpalggdo antes e apds eventos
como a caga torna possivel uma avaliagdo a respgegodanos causados por tal
atividade em uma determinada espécie. A endogarh&xes niveis de variabilidade
genética podem ser algumas das consequéncias.

Apensar da dificuldade ao trabalhar com o aDNA éspel afirmar que é
possivel recuperar material genético, contudo, -deveeconhecer previamente 0s
problemas envolvidos para estruturar os procedisemxperimentais adequados.
Quando se trata de aDNA é fundamental buscar ansgogédo das regides alvo
recuperando-se pequenos fragmentos em suas aagiifis por PCR, ou mesmo, em
sequenciamentos diretos de Ultima geracdo. Outntopmportante a ser salientado é
que mesmo com a disponibilidade de diversos prtiecde extracdo de acidos
nucleicos e amplificacfes via PCR para amostrasadadas, havera a necessidade de

ajustes, alteracdes considerando as amostras dizar@at No presente trabalho, a
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metodologia que se mostrou mais apropriada foi aamilizacdo do reagente Dextran
Blue para a recuperacdo de uma maior quantidadeNde nas extracdes e, para a
amplificacdo com produto suficiente, recomenda-9¢eated-PCR. A clonagem dos
fragmentos resultantes das amplificacdes € fundangmra garantir qualidade e
correspondéncia das bases nucleotidicas do refgede ou regido genbmica alvo
guando sequenciadas.

Mesmo frente as dificuldades expostas, foi possieeliperar fragmentos de
aDNA de 11 espécimes representado amostras de Satadna (Brasil) e Peninsula
Valdez (Argentina). Contudo, se reconhece que cendiitie espécimes e o tamanho dos
fragmentos s&o, ainda, restritivos para sugeriuantp a caca comercial no Sul do
Brasil afetou a variabilidade genética da populad@daleia- franca do Atlantico Sul
Ocidental. Porém, a existéncia de quatro novosotippk nas populacdes ancestrais e
nao descritos para as populacdes atuais da espéyee a existéncia de uma maior
diversidade genética durante o referido periodde Eao ressalta a importancia da
continuidade deste estudo para que se possa awli@mal diversidade genética
representada nos aDNA e o quao as populacbes ak&sbalaena australigoram

afetadas nestes intensos anos de acao antropica.
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ANEXOS

Anexo 1. Informacbes sobre locais de coletas das amostrasssies deEubalaena

australisque foram utilizadas nas técnicas de extracaopdifazacdo de aDNA.

Espécime Local de coleta Latitude (S) Longitude (W)
CMA1l Gov. Celso Ramos  27°18'56,88” 48°33'31,90”
CMA2 Canasvieiras 27°26'24,14" 48°27'53,33"
CMAS3 Canasvieiras 27°26'24,14" 48°27'53,33"
CMA4 Canasvieiras 27°26'24,14” 48°27'53,33"
CMAS5 -

CMA®b6 Jureré Internacional 27°26'38,84" 48°30'05,08"
CMA7 Jureré Internacional 27°26'38,84”" 48°30'05,08”
CMAS8 Jureré Internacional 27°26'38,84”" 48°30'05,08”
CMA9 Costéo- Ponta Grossa28°17'24,41" 48°45'48,52"
CMA10 Costéo- Ponta Grossa28°17'24,41" 48°45'48,52"
CMA11 Praia do Forte/ Daniel27°25'59,46" 48°31'10,15”
CMA12 Cachoeira Bom Jesus27°24'52,68" 48°25'25,60”
CMA14 Barra da Laguna 28°30’ 48°45’
CMA15 Barra da Laguna 28°30° 48°45’
CMA16 Barra da Laguna 28°30° 48°45’
CMAL7 Barra da Laguna 28°30’ 48°45’
CMA18 Barra da Laguna 28°30’ 48°45’
CMA19 Barra da Laguna 28°30° 48°45’
CMA21 Gov. Celso Ramos 27°18'56,88" 48°33'31,90”
CMA22 Gov. Celso Ramos 27°18'56,88" 48°33'31,90”
CMA23 Gov. Celso Ramos  27°18'56,88” 48°33'31,90”
CMA24 Gov. Celso Ramos  27°18'56,88” 48°33'31,90”
CMA25 Gov. Celso Ramos 27°18'56,88" 48°33'31,90”
CMA26 llha de Anhatomirim 27°25'37 48°33'54
CMA27 llha de Anhatomirim 27°25'37 48°33'54
CMA28 Caiera 27°24°05,98” 48°36'08,38”
CMA29 Canasvieiras 27°26'24,14" 48°27'53,33"
CMA30 Canasvieiras 27°26'24,14” 48°27'53,33"
CMA31 Canasvieiras 27°26'24,14" 48°27'53,33"
CMA32 Praia da Armacdao 27°42'14,91" 48°30'13,85"
CMA33 Praia da Armagdo  27°42'14,91” 48°30'13,85”
CMA34 Praia da Armagdo  27°42'14,91” 48°30'13,85"
CMA35 Praia da Armacdao 27°42'14,91" 48°30'13,85"
CMA36 Praia da Armagdo  27°42'14,91” 48°30'13,85”
CMA37 Praia da Armagdo  27°42'14,91” 48°30'13,85”
CMA38 Praia da Armacdao 27°42'14,91" 48°30'13,85"
CMA39 Praia da Armacdao 27°42'14,91" 48°30'13,85"
CMA40 Praia da Armagdo  27°42'14,91” 48°30'13,85”
CMA41 Praia da Armagdo  27°42'14,91” 48°30'13,85”
CMA42 Praia da Armacdao 27°42'14,91" 48°30'13,85"
CMA43 Praia da Armagdo  27°42'14,91” 48°30'13,85”
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CMA44
CMAA45
CMA46
CMA47
CMAA48
CMA49
CMA50
CMA51
CMAbB2
CMA53
CMAB4
CMAB5
Ea02
EalO4
EaO05
EaO6
EaO7
EaO8
Ea09
Eall
Eal2
Eal4d
Eal5
Eal6
Eal7
Eal8
Eal9
Ea20
Ea21
Ea22
Ea23
Ea24
Ea25
Ea26
Ea27
Ea28
Ea34
Ea35
Ea38
Ea39
Ea40
Ea43
Ea45
Ea46
Ead/
Ea-sc02
Ea-sc03
Ea-sc04
Ea-sc05
Ea-sc06
Ea-sc07
Ea-sc08
Ea-sc09
Ea-scl0
Ea-scll

Praia da Armacdao
Praia da Armacdao
Praia da Armacéao
Praia da Armacéao
Praia da Armacdao
Pantano do Sul
Pantano do Sul
Pantano do Sul
Pantano do Sul
Caiera

Caiera

El Doradillo

El Doradilol

Playa Villarino
Punta Ninfas
Colecdo LAMAMA
Colecdo LAMAMA
Colecdo LAMAMA
Puerto Madryn
Golfo Nuevo

Pta Cormoranes
Playa Colombo

Playa Fracasso

Playa Colombo

Playa Fracasso

Playa Fracasso

27°42'14,91”
27°42'14,91”
27°42'14,91”
27°42'14,91”
27°42'14,91”
27°46’50,77”
27°46’50,77”
27°46'50,77”
27°46'50,77"

27°24°05,98”
27°24°05,98”
42°40°
42°40°
43°18'32,82”
42°59'12,31”
42°30°
42°30’
42°30’
42°45'15,83"
42°44’15,07"
46°25'27,12”

42°26'14,78”

42°26'14,78”

42°26'14,78"

Punta Alta- Argentina 38°52'33,82"

Bajo de Mazarredo
Bajo de Mazarredo

Golfo San Matias
Golfo San Matias
Playa Fracasso
San Antonio Este
Camarones
Puerto Madryn
Puerto Madryn
Garopaba
Garopaba
Garopaba
Garopaba
Garopaba
Garopaba
Garopaba
Garopaba
Garopaba
Garopaba

41°37'41,36"
41°37°41,36"
42°26'14,78"
40°49’

44°47°38,44"
42°45'15,83"
42°45'15,83"
28°01'25,83"
28°01'25,83"

48°30'13,85"
48°30'13,85"
48°30'13,85"
48°30'13,85"
48°30'13,85"
48°31'43,89”
48°31'43,89”
48°31'43,89”
48°31'43,89”

48°36'08,38”
48°36'08,38”
64°59’
64°59’
65°02'25,93”
64°20'29,15”
60°30’
60°30’
60°30’
65°02'57,51"
64°28'43,63"
67°31'24,06”

64°06'28,90”

64°06'28,90”

64°06’'28,90"

62°04'26,72"

64°31'35,92”
64°31'35,92"
64°06’'28,90"
64°45’

65°43'22,66”
65°02'57,51"
65°02'57,51”
48°36'51,36”
48°36’51,36"

28°01'25,83”
28°01'25,83”
28°01'25,83”
28°01'25,83”
28°01'25,83”

48°36’51,36"
48°36'51,36”
48°36’51,36"
48°36’51,36"
48°36'51,36"

28°01'25,83”
28°01'25,83”
28°01'25,83”

48°36'51,36”
48°36'51,36”
48°36'51,36”
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Ea-scl2 Garopaba 28°01'25,83" 48°36'51,36”
SCBR15 Garopaba 28°01'25,83” 48°36'51,36”
SCBR17 Garopaba 28°01'25,83” 48°36'51,36"
SCBR18 Garopaba 28°01'25,83” 48°36'51,36"

Anexo 2.Informagdes sobre as sequéncias da regido D-Lod@p\dfo mitochondrial da

espécieE. australis,obtidas a partir do banco de dados GenBank e ad#éiz neste

estudo.

Espécime Acesso GenBank Autor
Eubalaena australis EU290592.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290591.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290590.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290589.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290588.1 Valenzuelet al,2009
Eubalaena australis EU290587.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290586.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290585.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290584.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290583.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290582.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290581.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290580.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290579.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290578.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290577.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290576.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290575.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290574.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290573.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290572.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290571.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290570.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290569.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290568.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290567.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290566.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290565.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290564.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290563.1 Valenzuelet al,2009
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Eubalaena australis EU290562.1 Valenzuelet al,2009
Eubalaena australis EU290561.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290560.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290559.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290558.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290557.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290556.1 Valenzuelet al,2009
Eubalaena australis EU290555.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290554.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290553.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290552.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290551.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290550.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290549.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290548.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290547.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290546.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290545.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290544.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290543.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290542.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290541.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290540.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290539.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290538.1 Valenzuelet al,2009
Eubalaena australis EU290537.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290536.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290535.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290534.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290533.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290532.1 Valenzuelet al,2009
Eubalaena australis EU290531.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290530.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290529.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290528.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290527.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290526.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290525.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290524.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290523.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290522.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290521.1 Valenzuelet al, 2009
Eubalaena australis EU290520.1 Valenzuelet al,2009
Eubalaena australis EU290519.1 Valenzuelat al, 2009
Eubalaena australis EU290517.1 Valenzuela et al., 2009
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Eubalaena australis GQ389690.1 Dados néo publicados
Eubalaena australis GQ389689.1 Dados néo publicados
Eubalaena australis GQ389688.1 Dados néo publicados
Eubalaena australis JN097605.1 Carrokt al, 2011
Eubalaena australis JN097604.1 Carrobt al, 2011
Eubalaena australis JN097603.1 Carrokt al, 2011
Eubalaena australis JN097602.1 Carrokt al, 2011
Eubalaena australis JN097601.1 Carrobt al, 2011
Eubalaena australis JN097600.1 Carrokt al, 2011
Eubalaena australis JN097599.1 Carrobt al, 2011
Eubalaena australis JN097598.1 Carrokt al, 2011
Eubalaena australis JN097597.1 Carrobt al, 2011
Eubalaena australis JN097596.1 Carrobt al, 2011
Eubalaena australis JN097595.1 Carrokt al, 2011
Eubalaena australis JN097594.1 Carrobt al, 2011
Eubalaena australis JN097593.1 Carrokt al, 2011
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