Universidade do Estado do Rio de Janeiro

SeR
%i: Uﬁa . Centro Biomédico
Fai &
o%srﬂl.fm ®° Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

)

Dafne Adriana Abreu dos Anjos

Identificagcao molecular de remanescentes 6sseos de cetaceos do
periodo de exploracao baleeira da Antartica

Rio de Janeiro
2024



Dafne Adriana Abreu dos Anjos

Identificagao molecular de remanescentes 6sseos de cetaceos do periodo de

exploragao baleeira da Antartica

Dissertacao apresentada, como requisito parcial
para obtengao do titulo de Mestre, ao Mestrado
Profissional em Saude, Medicina Laboratorial e
Tecnologia Forense, da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro

Orientador: Prof. Dr. Cesar Rogerio Leal do Amaral

Coorientador: Prof. Dr. Elizeu Fagundes de Carvalho

Rio de Janeiro
2024



CATALOGAGAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

A599 Anjos, Dafne Adriana Abreu dos.
Identificagdo molecular de remanescentes 6sseos de cetaceos do periodo
de exploragao baleeira da Antartica / Dafne Adriana Abreu dos Anjos. — 2024.
100f.

Orientador: Prof. Dr. Cesar Rogerio Leal do Amaral

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes. Programa de Poés-Graduagdo em
Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense.

1. Cetaceos — Teses. 2. Almirantado, Baia do (Antartica) — Teses. 3. Antartica,
Peninsula - Teses. 4. Evolugéo bioldgica. |. Amaral, Cesar Rogerio Leal do. Il.
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes. ll. Titulo.

CDU 599.51/.53 (995.1)

Bibliotecaria: Ana Rachel Fonseca de Oliveira
CRB7/6382

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reprodugado total ou parcial desta

dissertagéo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Dafne Adriana Abreu dos Anjos

Identificagao molecular de remanescentes 6sseos de cetaceos do periodo de

exploragao baleeira da Antartica

Dissertagao apresentada, como requisito parcial
para obtengao do titulo de Mestre, ao Mestrado
Profissional em Saude, Medicina Laboratorial e
Tecnologia Forense, da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro

Aprovada em 19 de julho de 2024.

Banca Examinadora:
Prof. Dr. Cesar Rogerio Leal do Amaral (Orientador)

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.2 Dra. Dayse Aparecida da Silva

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes — UERJ

Dr. Salvatore Siciliano

Fundacao Oswaldo Cruz

Rio de Janeiro
2024



DEDICATORIA

As pessoas que mais me apoiaram, Olibia, Jodo, Wendy e Cesar.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, Olibia, Jodo e Wendy, por todo o suporte, amor e valores
ensinados no lar, abdicando de tudo que foi necessario para me proporcionar
educacdo e me apoiar incessantemente a seguir meus sonhos, com toda a paciéncia
que demandei. Sdo minha base e n&o estaria onde cheguei sem vocés.

A familia Amaral, por me acolherem com tanto carinho e cuidado, me dando
todo o suporte. Espero muito um dia conseguir retribuir minha gratidédo a vocés que
me deram uma casa onde morar e hoje moram no meu coragao.

Ao Dr. Cesar Amaral, pela orientagao ao longo de todo o processo desde o final
da minha graduagao, por apoiar meus sonhos académicos e possibilitar que eu os
alcancasse. Pela experiéncia pessoal e profissional transmitida, pela amizade, pelos
conselhos pacientes e momentos unicos. Esse trabalho ndo seria possivel sem vocé
como meu professor, orientador e grande parceiro.

Ao Dr. Elizeu Fagundes, meu coorientador, pela colaboragdo e acesso a
plataforma genémica durante este trabalho.

A todos do NGA, em especial aos meus colegas Anna Donato e Rodrigo
Goldenberg, por me acolherem gentilmente desde a minha chegada no laboratdrio,
pela experiéncia compartilhada, parceria, ensinamentos e companhia descontraida.
Também por todas as sugestdes e revisdes durante a realizagao deste trabalho.

A todos do LARAMG, por toda a ajuda e espago durante o primeiro ano do meu
mestrado, em especial ao Dr. Heitor Evangelista pela Bolsa DTI-C que me
proporcionou condi¢gdes de me manter durante o inicio do mestrado.

A todos do LDD, por toda a ajuda durante os testes de extragdo e o
sequenciamento, em especial a professora Dayse pelos conselhos no inicio do meu
mestrado e o compartilhamento de insumos.

Ao professor Paulo Camara e ao projeto Bryoantar, por me proporcionarem a
oportunidade de participar da OPERANTAR XL ao final da minha graduacéo, onde
todo este trabalho foi arquitetado e tomou forma.

Aos o6rgaos de fomento CNPq pela bolsa DTI-C de dez meses, e FAPERJ pela
bolsa Qualitec.



De tudo ficarao trés coisas: a certeza de estar sempre comecgando, a certeza
de que é preciso continuar e a certeza de ser interrompido antes de terminar.
Fazer da queda um passo de danca, do medo uma escada, do sonho uma

ponte, da procura um encontro.

Fernando Sabino



RESUMO

ANJOS, Dafne Adriana Abreu dos. Identificagao molecular de remanescentes
6sseos de cetaceos do periodo de exploragao baleeira da Antartica. 2024. 100f.
Dissertacédo (Mestrado Profissional em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia
Forense) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

No inicio do século XX, houve intensa atividade baleeira na Antartica, cujos
vestigios séo representados na atualidade em forma de ruinas e numerosos ossos de
baleia espalhados pelas Shetlands do Sul. Nesses anos, centenas de milhares de
baleias foram capturadas, especialmente rorquais. Apesar desses vestigios historicos
se encontrarem expostos durante longos anos a elementos degradantes, o ambiente
antartico proporciona condi¢cbes favoraveis a preservagao desses 0ssos, com ciclos
de congelamento e temperaturas baixas durante todo o ano. Desse modo, esses
fragmentos ainda podem apresentar DNA viavel para identificagdo molecular das
espécies. O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso do sequenciamento
Sanger e da metodologia SpInDel, que se baseia na analise de pequenas regides de
insercao e delecao (InDel), com foco na identificagdo das espécies, por meio da
analise de regides do DNA mitocondrial, de antigos fragmentos 6sseos datados do
periodo baleeiro moderno, encontradas ao longo da Baia do Almirantado. Utilizando
as metodologias propostas, o estudo realiza a primeira identificagdo molecular dos
0ssos de baleia depositados na Baia do Almirantado e tem como produto de inovagao
o Kit de ldentificacdo Molecular de Cetaceos Antarticos, baseado em apenas trés
regides de inser¢cao e delegdo com cerca de 300 pb dentro da regidao 16S e t-RNAs
adjacentes. Nossos resultados corroboram os registros histéricos de caga nas
proximidades da regido, de modo que puderam ser identificadas duas espécies de
baleias conhecidamente alvejadas durante o periodo baleeiro.

Palavras-chave: Antartica, Baia do Almirantado, identificagdo molecular; SpinDel;

cetaceos.



ABSTRACT

ANJOS, Dafne Adriana Abreu dos. Molecular identification of cetacean bone
remains from the Antarctic whaling period. 2024. 100f. Dissertacao (Mestrado
Profissional em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) - Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2024.

At the beginning of the 20th century, intense whaling activity took place in
Antarctica, whose remains are represented today in the form of ruins and numerous
whale bones scattered across the rocky beaches of the South Shetlands. In those
years, hundreds of thousands of whales were captured, especially rorquals. Although
these historical remains were found exposed for long years to degrading elements, the
Antarctic environment provides conditions favorable for the preservation of these bone
fragments, with freezing cycles and low temperatures throughout the year. This way,
they can still present viable DNA for species’ identification based on molecular
analyses. The present study aimed to evaluate the use of Sanger sequencing and the
SpInDel methodology, which is based on the analysis of small insertion and deletion
regions (InDel), with a focus on identifying species, through the analysis of regions of
mitochondrial DNA, of ancient bone fragments dating from the modern whaling period,
found throughout Admiralty Bay. Using the proposed methodology, the study performs
the first molecular identification of whale bones deposited in Admiralty Bay and it has
as innovation product the Antarctic Cetacean Molecular Identification Kit, based on just
three insertion regions and deletion of approximately 300 bp within the 16S region and
adjacent t-RNAs. Our results corroborate historical hunting records in the vicinity of the
region, so that two species of whales known to have been shot during the whaling
period could be identified.

Keywords: Antarctica, Admiralty Bay, Molecular Identification, SpInDel, Cetaceans.
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INTRODUGAO

O periodo baleeiro na Antartica, do século XIX ao XX, impactou intensamente
as populagdes de baleias distribuidas no oceano austral, reduzindo algumas espécies
até a beira de sua extingdo (THOMAS et al. 2016). Os vestigios desse periodo podem
ainda hoje ser encontrados em diversas regides antarticas e subantarticas, com os
numerosos 0ssos de baleia abandonados nas praias e proximos as antigas estagoes
de processamento. Por décadas, os epicentros da caga foram as ilhas Gedérgia do Sul
e Shetlands do Sul (BASBERG & HACQUEBORD 2023). Um dos pontos de
concentracao e deposicao desses 0ssos € a Baia do Almirantado, na llha Rei George,
apesar de ndo serem encontradas ruinas de instalagdes baleeiras na regido. Embora
componham a paisagem ha mais de um século, pouco se sabe sobre a origem desses
0ss0s, além de seus numeros e idades aproximadas.

Nesta introdugao sao apresentados diferentes temas pertinentes ao estudo,
divididos em seis partes. Na primeira parte é tracado um panorama sobre o continente
Antartico, suas especificidades e regime; Na segunda parte séo explanados detalhes
sobre o local de estudo, aprofundado das Shetlands do Sul, a llha Rei George, e
finalmente a Baia do Almirantado; Na terceira parte sdo apresentadas as espécies-
alvo, ou seja, os cetaceos antarticos de interesse comercial durante o periodo
baleeiro, cujos ossos sao o objeto de estudo; Na quarta parte € apresentado um
levantamento do periodo baleeiro na Antartica, sobretudo na Baia do Almirantado, e
os impactos atuais dessas interacdes antropicas com as espécies apresentadas; Na
quinta parte, sdo apresentados os desafios na identificagao dos vestigios do periodo
baleeiro; Na sexta parte, é discorrido o uso de ferramentas moleculares na
identificacdo forense em amostras antigas e degradadas, apresentando o método
SplinDel; E por fim, a sétima e ultima parte compreende a motivacao e caracterizacao

do problema, que levaram ao desenvolvimento do presente trabalho.
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Um panorama sobre Antartica

A Antartica € o continente mais ao sul e isolado do planeta, conhecido por suas
condigdes naturais extremas, incluindo o clima frio, seco e com ventos intensos,
detento as temperaturas mais baixas ja registradas em ambiente terrestre, -89°C
proximo ao Pdlo Sul (KRAUSE & FLOOD 1997; TURNER et al. 2021). Sua porgéao
continental de cerca de 14 milhdes de quildmetros quadrados, compreende cerca de
10% da superficie terrestre, aumentando durante o inverno com o congelamento do
oceano austral e a formacao de extensas plataformas de gelo (FOX et al. 1994). De
toda a superficie Antartica, apenas 1-3% dessa area encontra-se livre de gelo
(YERGEAU et al. 2007), de modo que a porgao de agua retida nas geleiras equivale
a 70% de toda a agua doce do planeta (FOX et al. 1994). Além da maior reserva de
agua doce do mundo, estima-se que a regido seja rica em minérios de interesse
comercial, como ouro, prata e niquel, além de petrdleo, dada a sua origem geologica
(VIEIRA 2006) quando, no passado, esteve unida a outros, formando o
supercontinente Gondwana, possuindo uma origem similar a do continente africano,
sulamericano, india e Australia, onde esses recursos também s3o conhecidos (DE
TREVISAN 2004).

O continente antartico é cercado pelo Oceano Austral. O Oceano Austral é a
sub-regido oceéanica que marca a fronteira entre as aguas frias polares e as aguas
temperadas mais ao norte. E delimitado pela plataforma continental costeira da prépria
Antartica e pela convergéncia antartica ou zona frontal polar sul, onde a temperatura
da agua pode variar em até 10°C em questdo de apenas alguns quildmetros de
distancia. Essa variagao de temperatura se deve ao encontro de diferentes massas
de ar, frias e quentes, e € denominada frente polar. Os resultados desses limites de
temperatura podem ser determinantes para a distribuicdo de algumas espécies, que
toleram melhor ou se beneficiam dos recursos disponiveis em temperaturas mais
baixas. E o que, por exemplo, define a distribuicdo da maioria dos mamiferos marinhos

tropicais e temperados, incluindo suas rotas de migragao anuais (BOYD 2009; Figura

1),
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Figura 1 - Mapa do continente antartico e a zona de convergéncia antartica

Fonte: BOYD 2009

Os ricos e diversos servigos ecossistémicos antarticos incluem a modulagéo do
clima global, a protegao da biodiversidade nativa, migratoria e do habitat, que fornece
condicbes Uunicas de reproducdo e sobrevivéncia para diversas espécies
(PERTIERRA 2021). Sua superficie coberta de gelo atua no resfriamento do planeta,
uma vez que sua grande area branca reflete a radiacao solar, o que reduz a retengao
de calor sobretudo no hemisfério sul (MAYEWSKI et al. 2009). A biodiversidade local
é restrita e caracterizada pelas diferentes adaptag¢des ao clima rigoroso e recursos de
dificil acesso. Sendo majoritariamente criptogamica, a flora nativa contém centenas
de espécies endémicas e cosmopolitas de musgos, hepaticas e liquens, enquanto
abriga apenas duas espécies nativas de plantas com flor (OCHYRA et al. 2008;

COLESIE et al. 2023). A fauna de vertebrados é caracteristica e inclui aves marinhas
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como pinguins e albatrozes, mamiferos marinhos como focas, elefantes-marinhos,
lobos-marinhos, além de espécies de baleias e golfinhos (LOWEN 2011).

Ao longo do tempo, a Antartica despertou interesse de varias nagoes,
envolvendo questdes econbmicas, politicas e ambientais (O’'REILLY & SALAZAR
2017). A disputa pela regido resultou em diversas reclamacdes territoriais e tentativas
de ocupacado, baseadas em diferentes teorias na tentativa de justificar a posse e
acesso aos recursos do continente (SIMOES 2017). A fim de resolver tais disputas
territoriais e outras questdes geopoliticas, o Tratado Antartico foi proposto durante o
Ano Geofisico Internacional e assinado em 1959 (BULKELEY 2010). A luz do tratado,
entende-se como Antartica tudo que se encontra ao sul do paralelo 60°S, incluindo o
continente, os arquipélagos das llhas Balleny, llha Peter I, llha Scott, Ilhas Orkney do
Sul e llhas Shetlands do Sul, além das plataformas de gelo. O tratado determina a
Antartica como um territério livre de reivindicagdes territoriais, regula as atividades
desenvolvidas na regido, e junto ao Protocolo de Madri/Protocolo de Preservagao
Ambiental, determina o status de “Reserva Natural Internacional dedicada a Ciéncia e
a Paz” até 2048 (TIN et al. 2009; CAMARA & MELO 2018). Desse modo, sdo vetadas
quaisquer atividades de cunho militar ou extrativista, limitando o uso do territorio
antartico para fins pacificos, turisticos e principalmente cientificos, almejando a
cooperacgao internacional. Sob esse regime, para integrar o tratado como membro
consultivo faz-se necessario que a nagao desenvolva pesquisa cientifica na Antartica.
Status que o Brasil atingiu em 1983, cumprindo as condi¢des com a criagcdo do
Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR), junto aos outros 28 membros

consultivos.

A llha Rei George e a Baia do Almirantado

Localizado ao norte da Peninsula Antartica, as llhas Shetlands do Sul sdo um
arquipélago de origem vulcanica composto por 12 ilhas maiores e numerosas ilhas
menores, que juntas totalizam uma area de 3.687 km? (BARTON 1965). Ao Norte, faz
fronteira na Passagem de Drake e ao sul separa-se da Peninsula Antartica pelo
Estreito de Bransfield. Desde sua descoberta em 1819, a regi&do integra a rota mais

abrigada para embarcagdes vindas da América do Sul, sendo um dos motivos de ser
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uma das areas mais visitadas da Antartica, e também utilizada por algumas espécies
de mamiferos marinhos (BASSOI et al. 2020; BARTON 1965; RAKUSA-
SUSZCZEWSKI 1998; STEEL et al. 2017). O encontro desses dois elementos resultou
na instalagcao de estacdes de caga e processamento de baleias e focas, que foram
sediadas nas ilhas desse arquipélago nos anos de intensa exploragdo na Antartica
(ISLAND 2001; KITTEL 2001). Atualmente o local comporta estagdes de pesquisa e
abrigos de varios paises, incluindo Argentina, Bulgaria, Chile, China, Coréia do Sul,
Espanha, Estados Unidos, Equador, Poldnia, Russia e Uruguai, além do Brasil, com
a Estagdo Antartica Comandante Ferraz (EACF), que assim como a maioria das
outras, localiza-se na llha Rei George (ISLAND 2001) (Figura 2).

Figura 2 - Mapa da llha Rei George e suas estacdes, com destaque para a Baia do

Almirantado e a Estacédo Antartica Comandante Ferraz
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Sendo a maior do arquipélago ao qual pertence, a llha Rei George ( 61° 50’ -
62°15 S /57°30" - 59° 00’ O) chamou a atengado de diversas expedigdes ao longo do
tempo (BARTON 1965; BIRKENMAJER 1980; RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1998).
Apesar de mais de 90% da superficie da ilha ser coberta por gelo, foram as condi¢cdes
mais amenas em comparagao as regides mais proximas ao polo e sua area acessivel,
livre de gelo, que atrairam caga, pesquisa e turismo para a ilha (BIRKENMAJER
1980). Além disso, também pela protecdo que suas enseadas fornecem, a regiao
passou a ser considerada adequada para a instalagdo de bases cientificas
permanentes e como ponto de abrigo para embarcagdes, incluindo navios baleeiros
no passado (BARTON 1965; KITTEL 2001). Desse modo, a regido € marcada por forte
atividade cientifica na atualidade, porém sua historia foi marcada pela caga intensa as
focas e baleias, o que é evidenciado pelos diversos tipos de artefatos arqueoldgicos
oriundos do periodo baleeiro, que ainda hoje compdem as paisagens da ilha. Ossos
de baleia, ruinas de embarcagdes naufragadas e diversos objetos datados do periodo
baleeiro sdo encontrados dispersos pela costa da ilha, em especial em sua maior
enseada, a Baia do Almirantado (BIRKENMAJER 1980; KITTEL 2001). Apesar disso,
nao ha nenhum registro de instalagdo ou ruina de qualquer estagéo de processamento
de focas, que foram cacadas até a extingdo local, ou de baleias (RAKUSA-
SUSZCZEWSKI 1998).

Atraidos pela abundancia de krill (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1980), a regiao
abriga col6nias de espécies como pinguins (DANTAS et al. 2014), focas e elefantes
marinhos (Mirounga leonina) (FUDALA & BIALIK 2020), além de baleias que podem
ser avistadas durante o verdo, quando algumas espécies se movem para latitudes
mais altas em busca de alimento (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1980; STEEL et al. 2017)

e também no inverno (Figura 3).
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Figura 3 - Cetaceos avistados na Baia do Almirantado durante a OPERACAO
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Fonte: Rodrigo Goldenberg, 2023.

Trés estagdes de pesquisa estao instaladas na Baia do Almirantado: a estagao
peruana Machu Picchu; a estagdo polonesa Arctowski; e a estagcdo brasileira
Comandante Ferraz (Figura 2). E nas proximidades delas que se concentra a maior
guantidade de restos 6sseos de baleias, além das outras numerosas pecgas 0sseas
espalhadas ao longo das praias rochosas da baia (KITTEL 2001). Por ser
regularmente frequentada por diversos grupos de pesquisa, a geologia
(BIRKENMAJER 1980), a histéria (KITTEL 2001; RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1998), os
fatores abidticos (CATALDO et al. 2023) e a diversidade das comunidades bioldgicas
(SICINSKI 2011; VICTORIA et al. 2013) do local sdo relativamente bem conhecidos e
estudados. Apesar disso, lacunas no conhecimento sobre a Baia do Almirantado ainda
persistem, como por exemplo a auséncia de observacgoes, relatdrios ou comunicados
formais, atuais ou pretéritos, sobre a presenga de baleias na regido, apesar de serem

comumente observadas na regido.

Cetaceos da Peninsula Antartica

Cetacea é um grupo de mamiferos marinhos de vida exclusivamente aquatica,
ao contrario de pinipedes como focas e ledes-marinhos, que sido parcialmente
terrestres (JEFFERSON et al. 2011; BERTA et al. 2015). Atualmente séo conhecidas
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mais de 90 espécies de baleias, golfinhos e botos espalhadas em todos os oceanos,
incluindo a baleia-bicuda-de-Baird (Berardius bairdii) e a baleia-bicuda-de-Ramari
(Mesoplodon eueu) as duas ultimas espécies recém-descobertas (CARWADINE
2020; CARROLL et al. 2021). Para a sobrevivéncia em ambiente aquatico, os
cetaceos apresentam uma série de adaptagdes corporais que permitem a natacao,
isolamento térmico através de espessas camadas de gordura, e comunicagdo por
sons de alta frequéncia, sendo utilizados também para ecolocalizagdo (BERTA et al.
2015). Dois subgrupos sao separados dentro da infra-ordem Cetacea, de acordo com
os habitos alimentares e seus aparelhos bucais: Mysticeti e Odontoceti. O grupo
monofilético Mysticeti inclui as espécies conhecidas como baleias verdadeiras ou
baleias de barbatana, assim chamadas devido ao seu aparelho bucal filtrador
homénimo, utilizado para se alimentar de copépodes, krill e cardumes de peixe
(CHURCHILL et al. 2011). Enquanto o grupo Odontoceti ou “baleias dentadas”, possui
as baleias bicudas, baleias piloto, botos, toninhas, cachalotes, falsas orcas, golfinhos,
orcas-pigmeus e cachalotes-pigmeus, cuja alimentacao € baseada principalmente em
moluscos e peixes, além das orcas (Orcinus orca), que possuem dieta mais diversa,
incluindo aves, outros mamiferos marinhos, como focas, lebes-marinhos e outras
também outras baleias (BRUYN et al. 2013; CARWADINE 2020; PITMAN et al. 2011).

Das baleias verdadeiras ou de barbatana, duas familias tém representantes na
Peninsula Antartica, sendo a maior parte das espécies pertencente a familia
Balaenopteridae, os rorquais, a qual inclui a baleia-azul (Balaenoptera musculus),
jubarte (Megaptera novaeangliae), fin (Balaenoptera physalus), sei (Balaenoptera
borealis) e minke-antartica (Balaenoptera bonaerensis) e minke-ana (Balaenoptera
acutorostrata). Enquanto da familia Balaenidae, a unica espécie encontrada na
Antartica é a baleia franca do sul (Eubalaena australis) (LEAPER & MILLER 2011;
Figura 4).
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Figura 4 - Principais espécies de cetaceos encontrados na Peninsula Antartica

Legenda: A. Baleia azul (Balaenoptera musculus); B. Baleia Fin (Balaenoptera physalus); C. Cachalote
(Physeter macrocephalus); D. Jubarte (Megaptera novaeangliae); E. Baleia Sei (Balaenoptera
borealis); F. Baleia Franca do Sul (Eubalaena australis); G. Minke (Balaenoptera
bonaerensis); H. Orca (Orcinus orca).

Fonte: Adaptado de FRIEDLAENDER & MODEST 2018

Dentre os Odontocetos, poucas familias sdo encontradas regularmente tdo ao
sul, incluindo Physeteridae, as cachalotes (Physeter macrocephalus); Ziphiidae, de
dificil identificacdo devido a semelhanga morfolégica e raras aparicbes de baleias
bicudas, como a baleia-nariz-de-garrafa-do-sul (Hyperoodon planifrons), a Baleia-
bicuda-de-arnoux (Berardius arnuxii), a baleia-bicuda-de-cuvier (Ziphius cavirostris), a
baleia-bicuda-de-layard (Mesoplodon layardii); e Delphinidae, que apesar de ser uma
familia muito diversa, no Oceano Antartico sdo encontrados apenas as orcas (Orcinus
orca) e em ocasides excepcionais, o golfinho-cruzado (Lagenorhynchus cruciger)
(BOYD 2009; GARRIGUE et al. 2009; PITMAN & ENSOR 2003; PITMAN et al. 2011).

Boyd (2009) define como “baleias antarticas” as populagbes que habitam o
Oceano Austral (sobretudo a frente polar) e dependem criticamente dele em parte de
seu ciclo de vida, reprodugao e alimentagcdo. Algumas baleias que ocorrem na
Peninsula Antartica possuem habitos migratorios, realizando ao longo do ano a maior
migragédo sazonal de um mamifero (ROBBINS et al. 2011). Distribuindo-se ao longo
do ano entre areas de alimentagdo em altas latitudes envolvendo aguas antarticas
como rota e campos de alimentacdo durante o verdo; e durante o inverno,

movimentam-se para areas de reprodug¢ao em baixas latitudes, onde se reproduzem
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a temperaturas e condigdes de desenvolvimento mais amenas para os filhotes (BOYD
2009; CORKERON & CONNOR 1999). A variagao da temperatura oceanica durante
o ano € um fator determinante para a presenca e migracao de baleias para a Antartica,
diretamente relacionado a disponibilidade da principal fonte de alimento na regiéo, o
krill antartico (Euphausia superba). O derretimento do gelo marinho durante o verao
expde grandes quantidades de krill que se acumularam abaixo das plataformas em
mares congelados, liberando um estoque de alimento que compde a base da cadeia
alimentar antartica (FLORES et al. 2012; MCBRIDE et al. 2021).

Tendo como principal fonte de alimento enormes quantidades de Krill, baleias
sdo bioacumuladoras e por isso, considerados sentinelas do ambiente marinho,
desempenhando um papel importante na dispersao de nutrientes ao longo de seu
processo migratorio, e por isso, protegidos por por lei (ONG 1998). Sendo o krill sua
principal fonte de alimento, as mudangas climaticas globais influenciam as populagdes
polares, com o derretimento de gelo marinho, acidificagado da agua e alteragéo da base
alimentar e presas (TULLOCH et al. 2019). Além disso, a influéncia antropica também
oferece ameacas diretas a essas espécies (LEAPER & MILLER 2011; TIN et al. 2009).
Na atualidade, as ameacgas mais significativas sdo as colisbes acidentais com
embarcag¢des e emaranhamento em redes de pesca (Bycatch), especialmente para
espécies menores, como a baleia-minke (REEVES et al. 2013), apesar de nao haver
muitos registros de incidentes na Antartica (LEAPER & MILLER 2011). Ha também a
perturbagao sonora de origem antropica, gerando traumas auditivos e desorientacao
ao mascarar a vocalizagéo, que podem resultar em estresse fisiolégico e até mesmo
encalhes (REEVES et al. 2014).

Nem sempre as perturbagdes acidentais foram as principais ameacas
enfrentadas por essas espécies. Além da agao antropica indireta e acidental, as
atividades humanas ja foram principal ameaca a essas populagdes, durante o periodo
no qual a caga era permitida e mesmo apés a proibicdo, com a caga ilegal (THOMAS
et al. 2016). A partir do inicio da caga comercial de baleias, varios estoques antarticos
passaram a estar sob estresse populacional, levando a quase extingdo de diversas
espécies de baleias (TRATHAN & REID 2009; TIN et al. 2009). Algumas populag¢des
tém mostrado sinais de recuperacao desde o final do periodo de exploracéo baleeira,
enquanto outras permanecem esgotadas, com numeros muito baixos e podem ser
vulneraveis a extingao (CLAPHAM et al. 1999). Uma das espécies com maior sucesso

na recuperagao populacional € a baleia-jubarte do hemisfério sul, que tém
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apresentado franca recuperacao e atualmente sao listadas pela IWC como espécie
menos preocupante (REILLY et al. 2008; FLEMING & JACKSON 2011; STEEL et al.
2017; THOMAS et al. 2016). Ao passo que outras espécies apresentam uma
recuperacdo bem mais lenta e conturbada, como a baleia-azul antartica (BRANCH
2004, 2007; LEAPER & MILLER 2011), a baleia-franca-do-sul (JACKSON et al. 2020)
e a cachalote (WHITEHEAD & SHIN 2022) (Figura 5). Estas tiveram sua recuperagao
fortemente prejudicada pelas atividades ilegais desenvolvidas pela Unido Soviética,
entre 1948 e 1972, que retraiu a recuperagao destas espécies ao remover grande

parte da populagao reprodutiva (TORMSOV et al. 1998; IVASHCHENKO & CLAPHAM
2014).

Figura 5 - Capturas histéricas de baleias ao redor do continente Antartico
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Legenda: (a) Mapa de capturas na regido circumpolar com destaque para as areas de intensa atividade
baleeira (em vermelho); (b) Gréafico que relaciona o total de capturas por espécie ao longo
do tempo, entre 1890 e 2015.

Fonte: Adaptado de TULLOCH et al. 2019.

Apesar de ser signataria da IWC para a regulamentacao da caca a baleia em
1946, a ex-Unido Soviética conduziu uma campanha de 30 anos de operacdes
baleeiras ilegais (IVASHCHENKO & CLAPHAM 2014). Os baleeiros da entdo Unido
Soviética ignoraram as restrigdes e limites de captura, espécies protegidas, areas
operacionais e outras regras definidas em varios momentos pela Comissdo. No

mesmo ano de assinatura do regulamento, os baleeiros soviéticos expandiram suas
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atividades até a Antartica, onde passaram a registrar quase 30% de todas as capturas
realizadas na regido, declarando apenas 18% (BULKELEY 2011; TONNESSEN &
JOHNSEN 1982; ALLISON 2011). Em 1972, um conjunto de observadores
internacionais foi introduzido para regular as atividades baleeiras e com isso as
capturas cessaram. Ainda assim, algumas falsificacbes dos dados de captura
continuaram em algumas frotas soviéticas, omitindo e adulterando numeros dos
espeécimes capturados, ao incluir como cachalotes e jubartes machos de grande porte
as capturas de multiplas fémeas pequenas (MIKHALEV et al. 2009; IVASHCHENKO
etal. 2011). O total de capturas na Antartica foi de aproximadamente 338.336 baleias,
das quais apenas 185.778 foram relatados (IVASHCHENKO et al. 2011). Os estoques
antarticos mais prejudicados pelas atividades nao declaradas foram as cachalotes,
seguida pela baleia sei, jubarte, fin e minke (IVASHCHENKO & CLAPHAM 2014)
(Tabela 1).

Tabela 1 — Capturas totais estimadas das frotas baleeiras soviéticas na Antartica entre
1946 e 1986, por espécie de acordo com a contabilidade mais recente da
IWC, de 21 de maio de 2012

Espécies Capturas reportadas Estimativa do numero real Relagao entre capturas
de capturas reportadas/estimativa
do numero real

Azul 3.651 13.035 3,57
Fin 52.931 44.960 -1,16
Cachalote 74.834 116.147 1,55
Jubarte 2.710 48.721 17,9
Sei 33.001 59.327 1,79
Minke 17.079 49.905 2,92
Bryde 19 1.468 77,2
Franca 4 3.368 842
Outras 1.539 1.405 -1,09
Total I 185.768 I 338.336 I 1,82 I

Fonte: Adaptado de lvashchenko & Clapham 2014



25

Atividade baleeira na Baia do Almirantado e vestigios na atualidade

As intensas atividades baleeiras no hemisfério sul rapidamente exauriram as
populacdes de diferentes espécies de baleias, que ainda hoje se encontram em
processo de recuperagao (CLAPHAM et al. 1999). Sem qualquer regulamentacéao, as
capturas eram limitadas apenas pela capacidade logistica dos navios e pela distancia
das estagdes de processamento, conforme a abundancia de animais na regiao
(KITTEL 2001). Do inicio das atividades até o comego do século XX, as baleias-jubarte
(Megaptera novaeangliae) eram as mais cagcadas e foram as primeiras a terem suas
populagdes exauridas (TRATHAN & REID 2009). Na segunda metade do século XIX,
as baleias-francas também se tornaram escassas no hemisfério sul e a caga de
rorquais (Balenopterideos) comegou a dominar o Oceano Austral (JACKSON et al.
2008). Com a implementagéo de avangos tecnoldgicos, a captura de animais maiores
e mais velozes passou a ser possivel. Assim, baleias-azuis (Balaenoptera musculus),
fin (Balaenoptera physalus) e sei (Balaenoptera borealis) passaram a ser as espécies
mais cagadas, uma vez que as jubarte apresentavam uma queda populacional brusca
apoés anos de caca, além do fato de que animais maiores rendiam maior volume de
Oleo e carne por captura (TONNESSEN & JOHNSEN 1982; CLAPHAM & BAKER
2018).

O surgimento e uso do motor a vapor nas embarcagbes foi um ponto
determinante nessa transicao, pois tornou possivel acompanhar a velocidade dessas
espécies que, combinado ao uso de arpdes explosivos, passou a ser um método de
abate eficaz para animais de porte grande como os rorquais. Além dos avangos
tecnolégicos da época, o refinamento de técnicas de caca em si também também teve
sua parte na mudanca de espécies exploradas. Animais maiores apresentavam um
arraste dispendioso até as unidades de processamento, com risco de perda da
carcaca, uma vez que afundavam com o peso. Como solugcdo, os baleeiros
desenvolveram a técnica de injegcao de ar comprimido na cabeca apds o abate, a fim
de evitar que afundassem e se perdessem (CAMPBELL 1992; TERESINSKI 1947).
Contudo, a area de caca ainda era limitada pela distribuicdo dos animais, havendo a
necessidade de uma estagcao de processamento proxima, em terra firme, nos polos
baleeiros como as llhas Deception e Gedrgia do Sul (DIBBERN 2010; JACKSON et

al. 2020). A caga pelagica tornou-se possivel a partir de 1912, apds o surgimento dos
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navios-fabrica em meados de 1905 (TONNESSEN 1970), que suplantaram a
necessidade de processamento longe da costa (TRATHAN & REID 2009).

Pouco se sabe sobre a presenca de cetaceos na Baia do Almirantado durante
o periodo baleeiro na Antartica. Apesar de ndo haver qualquer registro ou vestigio de
instalagdes baleeiras no local, nem da regido ser extensivamente frequentada por
alguma espécie de baleia, a ocorréncia dessas atividades é evidente diante da
quantidade de remanescentes 6sseos encontrados nas praias. Kittel (2001) discute a
disposicao de cerca de 175 fragmentos 6sseos e das diversas reliquias arqueoldgicas
encontradas na Baia do Almirantado, relacionando-as com atividades e técnicas de
caca utilizadas durante os anos de caca comercial. As varias ossadas encontradas
nas praias sugerem que 0s animais poderiam ter sido arrastados para a costa e la
processados, 0 que nao seria possivel sem instalacbes apropriadas para o
processamento das carcagas (KITTEL 2001). Além disso, levando em consideragao a
posicao de deposi¢ao dos cranios, que € mais comumente observada apoiada no lado
dorsal e com sua parte traseira voltada para o mar, seria uma posi¢gao inadequada
para o processamento em terra, ja que o arraste era feito pelo pedunculo caudal
(KITTEL 2001).

Contudo, assim como o motor a vapor, o surgimento das primeiras fabricas
flutuantes marcou o inicio das atividades na Baia do Almirantado, com a chegada do
navio-fabrica noruegués, Admiralen, e outros navios baleeiros em 1905 (ADIE &
BASBERG 2009; CAMPBELL 1992; HACQUEBORD 1992; RAKUSA-SUSZCZEWSKI
1998; TONNESSEN 1970) (Figura 6). A partir de entdo, a maior parte dos
processamentos de baleias capturadas nas proximidades da llha Rei George passou
a ser ligado a Baia do Almirantado (KITTEL 2000), até a imposi¢cao de protegao contra
a caca durante a década de 1960, pela International Whaling Commission (IWC)
(TONNESSEN & JOHNSEN 1982; CLAPHAM & BAKER 2018). No entanto, ndo ha
dados informativos quanto as espécies de baleias processadas na regido. Quando a
Baia do Almirantado passou a ser um ponto importante para o processamento dos
individuos abatidos, as baleias azuis ja eram os alvos mais comuns, no entanto, ndo
ha qualquer registro de presenga dessa espécie no presente ou passado nas
enseadas locais. Por essa razéo, os vestigios encontrados na regido podem ser uma
fonte unica de informagdes histéricas sobre o periodo baleeiro na Baia do
Almirantado, e bioldgicas, como a diversidade de espécies local, padrdes de migragéo

e variagao genética das populagdes de baleias do hemisfério sul pré e pos bottleneck
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causado pela superexploragcao (JACKSON et al. 2008; LINDQVIST 2009). Nesse
contexto, compreender quais espécies compdem a gama de ossadas encontrada na
Baia do Almirantado seria de grande valor para entender sobre a historia baleeira na

regiao e o padrao de recuperagao das espécies a ela relacionadas.

Figura 6 - Navio-fabrica Admiralen, aportado em Seattle

Fonte: Adie & Basberg, 2009.

Desafios na identificagao dos vestigios de cetaceos

Os vestigios do periodo baleeiro encontram-se expostos as intempéries
naturais desde o momento da sua deposicido até a atualidade, fazendo com que a
maior parte das pecas 6sseas tenham sido quebradas ou parcialmente soterradas.
Além da degradagéao natural, os ossos de baleias eram manipulados e processados,
sendo utilizados como combustivel para fogueiras ou feitos de objetos diversos, como

bancos ou degraus (VIEIRA 2020), assim como o proprio processo de obtengao do
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oleo incluia a fervura dos ossos (TONNESSEN & JOHNSEN 1982). Por essa razao,
nem sempre € possivel realizar a identificagcdo morfoldgica de ossadas deformadas
ou reduzidas a pequenos fragmentos. Porém, para realizar a identificacdo de espécies
nesse tipo de material é possivel recorrer as analises moleculares.

Trabalhos envolvendo extragdo e analises de DNA antigo (aDNA) tém se
tornado cada vez mais comuns (WILLERSLEV & COOPER 2005; LINDQVIST et al.
2009; WELLMAN et al. 2017; ORLANDO et al. 2021; REN et al. 2022). Como
moléculas organicas, uma vez fora do organismo nao se espera que 0s acidos
nucleicos mantenham sua integridade por muito tempo, sendo rapidamente
degradados em condi¢cdes ambientais (WILLERSLEV et al. 2004). De modo que a
integridade do aDNA esta intimamente ligada ao tipo de ambiente de deposig¢ao das
amostras e suas diversas condigbes. Ossos antigos e encharcados por longos
periodos de tempo apresentam grandes desafios para analises moleculares, visto que
quanto mais longo o tempo de submersao da pecga 6ssea, maior a perda de compostos
organicos (CARTOZZO et al. 2018). Entretanto, as moléculas de DNA apresentam um
maior tempo de sobrevivéncia em ambientes frios como a Antartica, onde passam
grande parte do tempo congeladas, permanecendo preservadas a baixas
temperaturas (WILLERSLEV et al. 2004). Ainda assim, as taxas de sucesso na
obtencédo de DNA desse tipo de amostra sdo imprevisiveis, com um reduzido numero
de cdpias, de integridade limitada a poucas centenas de pares de base apds o periodo
de exposigdo ambiental (BORGE et al. 2007; SMITH et al. 2001; LAMBERT et al.
2002; WILLERSLEYV et al. 2004). Isso faz com que a agao de contaminantes torne-se
ainda mais nociva a amostra durante todos os processos, sobretudo na etapa de
extracdo,a que o DNA de microrganismos e até mesmo de quem manipula a amostra
pode ser muito mais abundante que o da amostra, em caso de contaminagado. Por
essa razao, analises moleculares envolvendo material antigo exige rigor especial,
desde a manipulacdo da amostra a escolha de ferramentas/técnicas moleculares a
serem utilizadas (COURT 2021; POINAR & COOPER 2000).
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Identificagao molecular de cetaceos

Dentro das analises moleculares, o DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido
amplamente utilizado para diversos fins. Seu numero de copias por célula é
consideravelmente maior em comparacédo ao DNA nuclear, aumentando a chance de
obter-se uma molécula viavel de DNA em amostras degradadas/envelhecidas, através
dos processos de extragdo (HANDT et al. 1994; WIESNER et al. 1992). Fitas leves e
pesadas constituem a maior parte da molécula de mtDNA, de acordo com a
distribuicdo de nucleotideos em cada area, que consiste em 37 genes codificantes de
RNAs ribossomais e transportadores relacionados a produg¢ao de adenosina trifosfato,
citocromos, entre outros; e regides nao codificantes, como o D-loop (COURT 2021).
Juntamente ao cytB e ao gene que codifica a subunidade | da citocromo ¢ oxidase
(CQl), sdo as mais utilizadas como marcadores mitocondriais em estudos de
diagndstico molecular relacionados a cetaceos, seguidos pelo 16S-rRNA, utilizado
principalmente na identificacdo de materiais esperadamente degradados (ALTER &
PALUMBI 2009; DALEBOUT et al. 2004; LINDQVIST et al. 2009). Apesar de algumas
espécies apresentarem dificuldades na identificacdo baseada apenas em regides
barcoding, quando utilizados corretamente, o uso de marcadores mitocondriais pode
ser uma ferramenta molecular valiosa na identificacdo de cetaceos (HOOKER et al.
2019; SILVA et al. 2021).

Além do uso de marcadores mitocondriais na identificacdo de amostras
degradadas, nas ultimas décadas a técnica forense SplnDel tem sido utilizada para
identificar espécies com base em polimorfismos de insercdo e delecdo (InDels)
(ALVES et al. 2017; AMARAL et al. 2015, 2017; CARNEIRO et al. 2012; SKUZA et
al. 2020). Esse tipo de analise permite identificar espécies com base no padrao
numeérico gerado a partir do comprimento de fragmentos contendo polimorfismos raros
do tipo InDel, dentro de regides hipervariaveis do DNA (PEREIRA et al. 2010) (Figura
7).
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Figura 7 - Esquema das analises SplInDel, representando as regides hipervariaveis e
o comprimento das regides considerando as variagdes associadas as

insercoes e delecdes dentro dela
Regido

conservada Regido L -
‘\/ e Insergap:’delegao
/— - o indel

A B C \,/ D
Species 1 i — — - a2 — - -
Species 2 = - = == v =l = = - . -
Species 3 === v = - -- - - — —
AB BC CcD
Alinhamento
da sequéncia
AB BC CcD Padrédo numérico
- 0 barcode
Espécie 1
Espécie 2
Espécie 3

Legenda: llustragdo do alinhamento de sequéncia para trés espécies hipotéticas. Quatro regides
conservadas (caixas verdes) definem ftrés dominios hipervariaveis (linhas marrons
pontilhadas). Cada espécie € identificada por um ndamero perfil resultante da combinagao de
comprimentos em regides hipervariaveis.

Fonte: adaptado de Pereira et al. 2010.

Seu uso em regides maiores, em DNA mais integro, permite também realizar
a identificacdo sem a necessidade de sequenciamento. Com o0 uso de primers em
multiplex das regides onde se localizam os InDels, a diferenga do padrao de tamanhos
das regides € visivelmente distinguivel num gel de agarose ou poliacrilamida,

permitindo assim a identificacdo da espécie.

Motivacao e caracterizagao do problema

Diante do grande numero de ossos de baleia encontrados na Baia do
Almirantado, sobretudo na Peninsula Keller, a auséncia de trabalhos de identificagao
de espécies deixa uma lacuna na compreensao da historia e da ecologia do local. Se
por um lado a identificagdo morfoldgica desse material pode ser inviavel, métodos
moleculares surgem como uma ferramenta para a identificacdo destes vestigios
degradados. Mesmo assim, apds o longo periodo de deposigao, foram realizados

trabalhos de inventario desses ossos (KITTEL 2001), porém nunca de identificagdo
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molecular, como Lindqvist e colaboradores (2009) realizaram e na Geodrgia do Sul, um
dos epicentros da exploragao baleeira.

Desse modo, o presente trabalho almeja realizar a primeira identificagao
molecular desses ossos do periodo baleeiro no século XX, comparando os resultados
obtidos com a literatura sobre o histérico da caca na localidade, a fim de discutir a
relacao dessas atividades entre as espécies encontradas nas amostras e as que ainda

sao encontradas ainda hoje habitando a Baia do Almirantado e areas proximas.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Este projeto de pesquisa tem como objetivo geral investigar a possibilidade da
utilizacao de técnicas moleculares para a identificagdo de fragmentos 6sseos do
periodo de exploracdo baleeira da Antartica, ainda encontrados depositados nas

praias da Baia do Almirantado, llha Rei George, Antartica.

1.2 Objetivos especificos

Como obijetivos especificos, o presente trabalho contempla:

a) Coletar amostras de fragmentos 6sseos de cetaceos depositados na
Peninsula Keller, Baia do Almirantado, préximos a Estacdo Antartica
Brasileira Comandante Ferraz;

b) Realizar a extracao de DNA, quantificacdo do material extraido e, quando
possivel, a identificacdo molecular do material baseado em técnicas de
identificagdo molecular de espécies;

c) Comparar os resultados obtidos com os dados histéricos e registros do

periodo baleeiro na regiéo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem

Durante o verao austral de 2021-2022, foram realizadas coletas ao longo da
Peninsula Keller, em Punta Ullman, Geleira Wanda e Ponta Stenhouse, na Ilha Rei
George, Antartica, sob o apoio do Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR). A
escolha dos sitios de deposigdo das ossadas seguiu o trabalho de Kittel (2001). Os
locais de amostra sao encontrados no mapa da Baia do Almirantado, confeccionado
com o software QGIS 3.22.8 (Figura 8).

Figura 8 — Mapa da Baia do Almirantado, pontos de coleta plotados em vermelho
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Fonte: autora, 2023.
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As amostras consistram em substrato contendo fragmentos GOsseos
relacionados a 38 pecgas craniais de cetaceos depositadas nas praias durante o
periodo baleeiro, isto €, com cerca de 100 anos desde sua deposig¢ao (Figura 9). Além
dos occipitais, material de costelas e vértebras também foi coletado, a fim de comparar
a preservacao do DNA em diferentes tipos de ossos. Para realizar as coletas, foram
utilizadas pinga com ponta achatada, broca metalica e martelo geoldgico, higienizados
em campo entre as coletas com hipoclorito 2% e alcool 70%. De cada peca foi

coletado em triplicata, contendo material suficiente para preencher um tubo de 1,5uL

Figura 9 - Coletas na Peninsula Keller

a

Legenda: a. Baleia de Jacques Cousteau, ainda congelada no inicio do verdo; b. Coleta ao longo da
Peninsula Keller (amostra B25); c. Perfil do material fragmentado, coletado junto a solo; d.
Amostra B13, céndilo occipital taxonomicamente indistinguivel.

Fonte: Cesar Amaral, 2022.
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2.2 Processamento inicial das amostras

O processamento inicial das amostras foi realizado no Laboratério de Biologia
Molecular da EACF, desde o isolamento dos fragmentos, a extracdo e quantificagao
do DNA obtido. Os fragmentos 6sseos foram isolados do sedimento e reduzidos,
macerando ou perfurando os fragmentos para acessar as partes mais internas do osso
(Figura 10). Para os processos de extragao, aliquotas de 350 mg de cada amostra
foram submetidas a dois métodos de extragédo: o kit de extragdo e purificacdo por

coluna ExtractMe Total Kit DNA/RNA blirt®; e extragao organica por fenol/cloroférmio.

Figura 10 - Amostra de sedimento contendo fragmentos 6sseos

Legenda: Destacados em vermelho, fragmentos de osso alvejados para o isolamento.
Fonte: autora, 2022.
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2.2.1 Extracdo e purificacdo com kit ExtractMe Total Kit DNA/RNA blirt ®

No método de extracdo e purificacdo por coluna, as aliquotas das amostras
foram submersas em 600 pL de tampao de lise RLys Buffer e inicialmente vortexados
por 1 min, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Apds alguns testes, foi
optado por estender o tempo de incubacédo no tampao e manter a uma temperatura
mais elevada, adequada para a agao de lise. Desse modo, a etapa inicial de digestao
foi alterada, removendo a agitagdo no vortex e mantendo a amostra no tampao ao
longo da noite (overnight) a 56 °C, em mesa agitadora Eppendorf® ThermoMixer® C

(Figura 11). Apds isso, seguiu-se o protocolo sem alteragbes nas etapas posteriores.

Figura 11 - Amostras apés o periodo de incubagao

Fonte: autora, 2022.

O produto da lise foi entado centrifugado e o sobrenadante, transferido para um
novo tubo, onde seriam adicionados 600 yL de etanol 70% e misturados. A mistura
obtida foi transferida em duas rodadas para a coluna de purificagdo junto a um tubo
coletor, esvaziado entre as centrifugag¢des e trocado no final da segunda rodada. Com
o material genético e os residuos concentrados no filtro, duas etapas de limpeza foram
realizadas: a primeira adicionando 700 pyL de tamp&do RW1, apds a centrifugagéo o
filtrado foi descartado e o tubo coletor foi reutilizado para a segunda etapa, na qual
foram realizadas duas rodadas adicionando 500 pL de tampao RW2. O tampao RW2
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contém alcool, o que poderia reduzir a eficiéncia na eluicdo do DNA ao fim do processo
de extragdo, portanto, foi realizada uma centrifugagdo sem adigdo de reagente para
remover residuos do tampao de lavagem. Por fim, a coluna de purificagado foi
encaixada num tubo de 1,5 mL e o DNA contido no filtro foi ressuspendido e eluido
em 50 uL de tampao REB. O DNA obtido nesse processo foi quantificado em
espectrofotdbmetro Multiskan SkyHigh Microplate®. Todos esses processos foram
realizados em até 48h apos a coleta, tendo as amostras permanecido congeladas até

o inicio do processo de extragao, no laboratério de biologia molecular da EACF.

2.2.2 Extracdo organica por Fenol/Cloroférmio

Além do kit descrito acima, foi testado o protocolo de extracdo de DNA através
da extragcado organica com Fenol/Cloroférmio. Para tal, amostras foram selecionadas
de acordo com os resultados obtidos através dos primeiros testes de extragdo com
kit. Nesse processo, as aliquotas das amostras foram eluidas em mistura de 500 pL
de tampao de lise, 15 uL de Proteinase Ke 15 de DTT pL, e assim incubadas ao longo
da noite, também em mesa agitadora a 56 °C. Apds a incubagao, as amostras foram
centrifugadas e, em capela, adicionados 450 uL de fenol-cloroférmio. As amostras
foram vertidas para misturar o lisado e os reagentes. Apds a centrifugagao, das duas
fases bem definidas e formadas, apenas a fase superior foi coletada (~450 uL) e
transferida para um novo tubo de 1,5uL, descartando a fase restante. No novo tubo
com o lisado, 800 pL de etanol absoluto e 60 yL de NaCl 5M foram adicionados e a
mistura, mantida no congelador por 1 hora. Apés outra centrifugagao de 15 minutos,
com a formagao de um pellet no fundo, o sobrenadante era descartado, mantendo o
tubo em descanso para a evaporagao de residuos de alcool e residuos que poderiam
interferir na pureza da amostra. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 50 uL de agua
RNAse free.

Esse segundo processo, por sua vez, foi realizado no Nucleo de Genética
Molecular Ambiental e Astrobiologia (NGA - UERJ) e no Laboratério de Diagndsticos

por DNA (LDD - UERJ), assim como as demais analises moleculares. O DNA obtido
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através da extragcédo orgénica foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop 2000

(ThermoFisher Scientific®).

2.3 Marcadores moleculares

Em estudos moleculares envolvendo cetaceos, diversos marcadores s&o
comumente utilizados na distingdo de espécies, tais como o COI, o 16S rRNA, o cytB
e 0 D-Loop. Neste estudo, foram selecionados dois marcadores mitocondriais
amplamente utilizados na identificagdo molecular de espécies de cetaceos: a regiao
barcoding do gene COI (6475:7126), que compreende as primeiras 650 pares de base
(pb) do gene que codifica a subunidade | da citocromo C oxidase; e o RNA ribossomal
16S (2974:3546).

As regides alvo foram entdo amplificadas através da técnica de reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers para para o gene COIl (5'-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3'/5'-
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’) (WARD et al. 2005) e para 16S rRNA (5’-
CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3/5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’)
(MILINKOVITCH 1994; PALUMBI 1991, 1996). Além de fragmentos menores do 16S
(~300 pb) para a SplnDel, utilizando os primers flanqueadores das regides de

interesse, confeccionados pela autora (Mais detalhes em 3.8).

2.4 Amplificagao por reagao de polimerizagcao em cadeia (PCR)

As amostras extraidas foram aliquotadas e, quando necessario, diluidas para a
concentracao de trabalho a 5 ng/uL. Das aliquotas de trabalho, foram utilizados para
a reacao de PCR: 2 pL do DNA obtido, adicionado a um mix de 5 yL de Tag do PCR
Master Mix Kit (Qiagen®), 1 uL de cada primer [10 uM] e 1 yL de agua RNAse free,
tendo como volume final 10 yL por amostra.

A termociclagem foi realizada utilizando uma Eppendorf Mastercycler personal
e uma GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®), no NGA - UERJ. O
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protocolo de termociclagem para o 16S e o COI seguiu: 2 minutos a 95°C, 35 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 40 segundos a 52°C e 1 minuto a 72°C, com uma etapa de
extensao final de 10 minutos a 72°C. Os produtos das rea¢des de PCR foram corados
com corante ndo mutagénico Safer (KASVI®) e separados por eletroforese em gel de
agarose 2%, imerso em tampao Tris-Acetato-EDTA, sob tensdo média de 110V por
30 minutos, para controle de qualidade e tipagem do multiplex. A visualizagao foi feita
em transiluminador blueBox® Pro. Como controle positivo das amplificagdes foi

utilizado tecido epitelial de baleia jubarte.

2.5 Purificagao e sequenciamento

Os produtos amplificados foram purificados através da enzima ExoSAP-IT®
(USB Corporation), em incubagao por 15 minutos a 37°C e 15 minutos a 80°C, onde
foram utilizados 5 pL do produto da amplificagéo e 2 pL da enzima.

ApOs a primeira etapa de purificagéo, foi realizado o sequenciamento Sanger
das amostras para cada fita da dupla, senso e antisenso. A reac¢ao de sequenciamento
utiizou 1 pL de BigDye® Terminator Sequencing Ready Reaction Kit v3.0
(AppliedBiosystems), 1 yL de tampao BigDye, 1 uL do primer [10 yM] e 3,5 uL do
produto purificado. A termociclagem da reacado de sequenciamento seguiu 25 ciclos
de 10 segundos a 95°C, 5 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C.

Apds o sequenciamento, na segunda etapa de purificagdo para remover os
nucleotideos nao utilizados e que poderiam influenciar na visualizagdao da sequéncia,
foi utilizada a resina Sephadex® G-50. Preparada com 750 uL de Sephadex® G-50
(solugcdo de 10g em 150mL de agua Milli-Q) aplicados em coluna de purificagéo
acoplada em tubo de 1,5 mL e centrifugada a 8000 rpm por 90 segundos para
desidratagao (Centrifuga Centrimicro 242 — FANEM®). Apds a centrifugagao, o filtrado
foi descartado e foi repetida a centrifugacao, concluindo assim a etapa de formagao
da coluna. Entao, a coluna formada foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL onde
10 uL do produto do sequenciamento seria adicionado bem no centro da mesma,
sendo novamente centrifugadas a 8000 rpm por 180 segundos.

O produto final purificado de 6,5 pL foi adicionado a 10 yL de formamida (Hi-Di

Formamide®, Applied Biosystems), para catalisar a reagao, e estes foram aplicados
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na placa de sequenciamento de 96 pocos. A leitura foi realizada por eletroforese
capilar em condi¢cdes desnaturantes, utilizando o sequenciador automatico ABI Prism

3500® (AppliedBiosystems), preenchido com polimero POP-7® (AppliedBiosystems).

2.6 Anadlises das sequéncias

Os resultados da eletroforese capilar foram analisados através do software
Sequencing Analysis 3.7 (AppliedBiosystems) para a determinag¢ao da qualidade das
sequéncias obtidas. As sequéncias foram editadas e alinhadas pelos parametros
padrées de MUSCLE, no software GENEIOUS v6.1 (KEARSE et al. 2012; EDGAR
2004). Para a identificagcao preliminar, as sequéncias consenso foram alinhadas com
as sequéncias referéncia de espécies relacionadas, recuperadas do banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank, usando a
ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al. 1997). Posteriormente, um banco de dados foi
construido utilizando sequéncias obtidas do NCBI GenBank das espécies de cetaceos
encontradas na Peninsula Antartica (Balaenoptera acutorostrata, Balaenoptera
borealis, Balaenoptera musculus, Balaenoptera physalus, Eubalaena australis,
Megaptera novaeangliae, Physeter macrocephalus e Orcinus orca), juntamente as

sequéncias geradas, que foram depositadas no mesmo banco de dados (Tabela 2).

Tabela 2 — Numeros de acesso das sequéncias publicadas anteriormente no Genbank

e utilizadas nas analises

Espécie N° de acesso Espécie N° de acesso

I Balaenoptera acutorostrata MT410935 Balaenoptera physalus KV572860

I Balaenoptera acutorostrata AP006468 Eubalaena australis OP205178 I
I Balaenoptera acutorostrata NC00527 Eubalaena australis OP205179 I
I Balaenoptera borealis MF409248 Eubalaena australis 0OP205180 I
I Balaenoptera borealis MF409249 Eubalaena australis AP006473 I
I Balaenoptera borealis AP006470 Megaptera novaeangliae u13117 I
I Balaenoptera musculus ON257891 Megaptera novaeangliae MF409246 I
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Espécie N° de acesso Espécie N° de acesso

I Balaenoptera acutorostrata MT410935 Balaenoptera physalus KV572860

I Balaenoptera acutorostrata AP006468 Eubalaena australis OP205178 I
I Balaenoptera musculus ON257892 Megaptera novaeangliae PP475430 I
I Balaenoptera musculus ON257894 Megaptera novaeangliae AP006467 I
I Balaenoptera musculus ON257896 Physeter macrocephalus KU891393 I
I Balaenoptera musculus ON257900 Physeter macrocephalus KU891394 I
I Balaenoptera musculus ON257903 Physeter macrocephalus MT410874 I
I Balaenoptera musculus ON257908 Physeter macrocephalus U13119 I
I Balaenoptera musculus ON257909 Physeter macrocephalus NC002503 I
I Balaenoptera musculus ON257910 Orcinus orca GU187211 I
I Balaenoptera physalus uU13103 Orcinus orca GuU187215 I
I Balaenoptera physalus KC572854 Orcinus orca Gu187217 I
I Balaenoptera physalus KC572857 Orcinus orca GuU187218 I
I Balaenoptera physalus KC572858 Orcinus orca GuU187219 I
I Balaenoptera physalus KC572859 I

2.7 Identificagdo de espécies

As arvores filogenéticas foram construidas com base no banco de dados
construido analisadas utilizando o software MEGA X 10.2.6 (KUMAR et al. 2018). O
método de Neighbor-Joining foi empregado para inferir a identificacdo das espécies
(SAITOU & NEI 1987). O suporte dos nés foi avaliado através da técnica de bootstrap
(x 1000 réplicas) (FELSENSTEIN 1985). As distancias evolutivas foram calculadas
usando o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura 2-parameters (K2P - KIMURA
1980) e estdo apresentadas em numero de substituigdes de bases por local. Todas
as posi¢gdes ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias. Analises
evolutivas foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al. 2018).

A identificagdo molecular foi verificada utilizando o método de Maxima
Verossimilhanca e modelo de substituicdo nucleotidica General Time Reversible (GTR
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- NEI & KUMAR 2000), realizada no MEGA X (KUMAR et al. 2018) utilizando o critério
AKAIKE. O grau de suporte foi avaliado utilizando o teste bootstrap (x1000
réplicas)(FELSENSTEIN 1985) Uma distribuicio Gama discreta foi usada para
modelar diferencas de taxas evolutivas entre locais (5 categorias (+G, parametro =
0,2930)). O modelo de variagdo da taxa permitiu que alguns sitios fossem
evolutivamente invariaveis ([+1], 41,84% sitios) (GTR+G+l). Todas as posi¢oes

contendo lacunas e dados faltantes foram eliminadas.

2.8 SpinDel

A maioria dos métodos de identificagdo molecular de espécies utiliza diferengas
presentes nas sequéncias pareadas, ou seja, entre as sequéncias de consulta e de
referéncia (DNA barcoding). O método de identificacdo de espécies por InDels permite
a diferenciacao pela determinacdo do comprimento de sequéncias hipervariaveis,
contento multiplas inser¢cbes e delegcdes. Essas regides encontram-se intercaladas
com regides altamente conservadas, que apresentam nenhuma ou baixa variabilidade
(PEREIRA et al. 2010). Com base nessas caracteristicas, foram selecionadas regides
hipervariaveis de interesse, para a avaliacdo da possibilidade de identificagao
molecular das amostras através do método SpinDel, regides conservadas, para o
design de primers flanqueadores.

Para a analise SpInDel in silicio, foram selecionadas e testadas trés regides
curtas, contentoras de polimorfismos tipo Indel, utilizando o software SplnDel
WorkBench v3 (CARNEIRO et al. 2012). As regides foram selecionadas no gene
mitocondrial 16S rRNA, com perfis de InDel suficientemente diferentes a fim de
distinguir as espécies de interesse (ANJOS et al. 2023a).

Para os testes com amostras, foi desenhado um trio de pares (B1, B2 e B3)
para amplificagdo em multiplex, com base nas regides anteriormente selecionadas
nas analises in silico. Os primers produzidos foram testados nas amostras B13 (Kit),
B23 (Fenol) e tendo como controle positivo, a amostra J1 (tecido de jubarte). O
protocolo de amplificacao seguido na reacdo multiplex foi o mesmo utilizado para o
singleplex de 16S ar/br, assim como a visualizagdo da qualidade de amplificagao foi

feita em gel de agarose 2%.
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A confeccdo do kit de primers utilizados em multiplex na identificagdo de
cetaceos antarticos, foi realizada com base nos alinhamentos de sequéncias de
mtDNA das espécies alvo, obtidas do banco de dados GenBank. A designacao das
regides flanqueadoras foi feita de acordo com as analises in silico supracitadas, no
SpInDel WorkBench v3. Para incluir a ultima regido de InDel no amplicon do final do
gene 16S, o inicio do tRNA-Leu foi utilizado como terminal. Desse modo, o multiplex
compreendeu trés regides de ~300 pb do 16S e seu tRNA adjacente, que codifica o
aminoacido Leucina. Os parametros dos primers foram analisados e ajustados
utilizando a ferramenta OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html), com os parametros ajustados
para: conteudo GC 40-60%; TmA 56°-64°C; tamanho 15-20 pb, evitando regides com
poli-A e poli-G.
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3 RESULTADOS

3.1 Extragao e Quantificagao do DNA

O processo de extracao utilizando o protocolo padrao do Kit ExtractMe Total
DNA/RNA® falhou em obter DNA das amostras dsseas, com concentracdo de acidos
nucleicos baixa ou nula. Pelo fato de se tratarem de amostras consideradas
desafiadoras, antigas e com longo tempo de exposi¢ao as duras condigdes ambientais
antarticas, foram realizados novos testes. Apds os resultados preliminares foi
realizada a alteracdo da metodologia de extracdo, conforme descrito na Secao 3.2.1,
através da qual, aumentando o periodo de digestdo, manipulando a temperatura e
agitacdo das amostras, foi possivel obter quantidades aceitaveis de DNA para todas
as amostras.

Foram observadas também as razdes de pureza 260/280 e 260/230, as quais
podem indicar a presenca de compostos interferentes na leitura, como proteinas
(comprimento de onda ~280 nm) e outros contaminantes como uréia e fenol
(comprimento de onda ~230 nm). Os resultados de pureza obtidos nas analises de
espectrofotometria para a razdo 260/280 mostraram-se satisfatérios, com valores
proximos a faixa aceitavel de ~1.8 nm. Entretanto, foram observadas alteragcées nos
valores para a razédo 260/230, os quais foram majoritariamente abaixo da faixa
considerada adequada, de 2.0~2.2 nm. A lista de amostras e os resultados obtidos
pelas analises de espectrofotometria das amostras extraidas pelo kit encontram-se na
Tabela 3.

Tabela 3 — Lista de amostras, concentracdo de DNA por amostra e razdes de pureza
obtidas em leitura por espectrofotometria dos resultados obtidos pela
extracdo por coluna
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Quantidade ng/pL 260/230 260/280
WA1 14,2 0,0495 2,08
ULM1 62,7 0,64 1,81
ULM2 34,6 0,447 1,95
SNT1 66,9 0,517 1,76
BO1_1 11.9 0,458 1,8
BO1_3 51,4 0,323 1,52
BO2 19,4 0,212 1,96
BO3 59,2 0,666 1,97
B03_3 25,1 0,18 1,79
BO4 17,6 0,171 2,06
BO5 7,5 0,61 2,36
BO6 21,8 0,488 1,75
BO7 454 0,423 2,02
BO8 774 0,969 1,95
B09 14,5 0,0898 1,96
B10 172 1,46 2,14
B11 5,58 0,119 2,9
B12 24,8 0,584 1,72
B13 7,88 0,0233 2,73
B14 108 1,02 2,17
B15 30,5 0,335 1,96
B16 13,2 0,0242 2,45
B17 76,1 0,381 1,04
B18 68,2 0,656 2,14
B19 16,4 0,0121 2,63
B20 29,9 0,0951 1,93
B21 51,3 0,052 2,24
B22 49,2 1,02 2,02
B23 10,8 0,119 1,78
B24 36,8 0,52 1,82
B25 65 0,445 1,58
B26 115 0,672 1,85
B27 4,23 0,162 0,936
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B28 42,7 0,617 1,85
B29 57,7 0,268 1,76
B30 34,5 0,527 1,77
B31 100 1,23 2,26
B32 27,9 0,55 1,9
B33 3,56 0,0377 1,37
B34 15,4 0,0223 2,16
B35 291 0,223 1,74
B36 231 0,16 1,85
B37 21,3 0,0336 1,84
B38 350 1,33 2,18

De maneira geral, o DNA obtido pelo método de extragdo orgéanica foi superior
em quantidade, porém, inferior em qualidade em relagdo ao método de extragao por
coluna. Das amostras empregadas no teste de extragdo organica, apenas uma péde
ter seu DNA amplificado. A quantificagdo do DNA extraido das amostras por Fenol-

clorofédrmio encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Lista de amostras, concentracdo de DNA por amostra e razdes de pureza
obtidas em leitura por espectrofotometria dos resultados obtidos pela

extracao por Fenol-cloroférmio

Amostra Quantidade ng/pL
B10-Fenol | 129
B11-Fenol 1356
B14-Fenol 420
B23-Fenol 1252
B26-Fenol 559

B34-Fenol 1648
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Além dos diferentes métodos de extragcdo, foram analisadas possiveis
diferencas entre os tipos de 0ssos que serviram de fonte de coleta do tecido. As pecas
testadas foram ossos cranianos (48,17 + 57,95), costelas (29,38 + 19,37) e vértebras
(19,92 + 18,04), os quais nao renderam diferenca significativa na quantidade de DNA
obtida dentre ossos diferentes de occipitais (p<0,05). Desse modo, as pegas cranianas
nao apenas apresentaram a vantagem de individualizagdo das amostras, como
asseguraram uma fonte de DNA com material genético de qualidade similar a outros
0Ss0s, porém em maior quantidade. A correlacdo de amostras com concentragao de
DNA por amostra e razbes de pureza obtidas em leitura por espectrofotometria dos

resultados obtidos de diferentes tipos de ossos podem ser encontrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Lista de amostras, concentragdo de DNA por amostra e razbes de pureza
obtidas em leitura por espectrofotometria dos resultados obtidos pela

extragdo por coluna em costelas e vértebras

Amostra Quantidade ng/puL 260/230 260/280
IBO1_5 (Costela) | 7,02 | 0,0168 | 2,21
B03_1 (Costela) 58,2 0,634 1,86
B06_4 (Costela) 341 0,377 2,14
B07_3 (Costela) 13,6 0,0986 1,88
B08_3 (Costela) 46,2 0,605 1,83
B09_5 (Costela) 17,2 0,107 1,85
B10_2 (Costela) 56,4 0,394 1,55
B10_2 (Costela) 40,1 0,336 1,85
B03_5 (Vértebra) 14,2 0,444 1,68
B06_3 (Vértebra) 5,0 0,0503 1,96
BO7_5 (Vértebra) 1,83 0,0490 1,36
B08_2 (Vértebra) 59,3 0,174 1,96
B09_4 (Vértebra) 27,3 0,397 1,55

BO1_1 (Vértebra) 40,1 0,336 1,85
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3.2 Identificagao de espécies

3.2.1 DNA Barcoding

Os testes de identificagdo com o COIl ndo foram bem-sucedidos, ndo sendo
possivel a amplificar o fragmento 650 pb. Com isso, testes com outros marcadores
moleculares foram realizados, € 0 16S rRNA foi escolhido para prosseguir com as
analises, por ser eficiente na distingao das espécies-alvo.

Dentre as 38 amostras originais, foi possivel sequenciar e identificar com
sucesso quatro dos individuos amostrados, a nivel de espécie, através do
sequenciamento parcial da regido 16S rRNA. Os eletroferogramas obtidos foram
corrigidos e analisados (Figura 12). Para a identificagdo inicial, as sequéncias
consenso foram alinhadas com sequéncias similares obtidas do banco de dados do
NCBI Genbank, utilizando o algoritmo de sequéncias biolégicas primarias BLAST
(ALTSCHUL et al. 1997). As amostras B13, B31, B33 foram identificadas como de
baleia-azul (Balaenoptera musculus), com alto grau de confianga (99-100%); e a
amostra B23 foi identificada como uma como baleia-fin, com grau de certeza razoavel
(56-99%). As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank e receberam os
numeros de acesso PP790983 (B13), PP790984(B23), PP790985 (B31) e PP790986
(B33). As demais amostras nao puderam ser amplificadas ou apresentaram
contaminacgao por outros organismos. As analises pelos métodos de Neighbor-Joining
e Maxima Verossimilhanga envolveram as 43 sequéncias de nucleotideos, havendo
um total de 199 posigdes no conjunto de dados final. Em ambos os métodos, as
sequéncias B13, B31 e B33 agruparam com as sequéncias de Balaenoptera
musculus, obtidas do banco de dados, e a sequéncia B23 com as de Balaenoptera

physalus, com alto grau de suporte (Figuras 13 e 14).
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Figura 12 - Eletroferograma ilustrativo do sequenciamento da regido 16S, da amostra
B13, identificada como Balaenoptera musculus
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Figura 13 - Arvore de Neighbor-Joining (K2P) da regido parcial 16S rRNA (bootstrap
x1000) dos cetaceos Antarticos, com base nas sequéncias-referéncia do

Genbank e sequéncias obtidas (B13, B31, B23 e B3)
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Legenda: Andlises incluindo as sequéncias obtidas do banco de dados e as quatro sequéncias geradas
(indicadas pelas setas vermelhas). Os valores de suporte/bootstrap para os grupos estédo
representados nos nos internos.

Fonte: Cesar Amaral e Autora, 2024.
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Figura 14 - Arvore de maxima verossimilhanca (GTR+G+l) com base no 16S rRNA
das espécies de baleias antarticas, mostrando a relagdo evolutiva e
filogenia (LUDWIG et al. 2011)
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Legenda: Sequéncias geradas indicadas pelas setas vermelhas. Os valores de suporte/bootstrap para
0s grupos estado representados nos nés internos.
Fonte: Cesar Amaral e Autora, 2024.

3.2.2 SpinDel

Para as analises SplnDel, foi tracado o perfil de InDels na regido que
compreende o 16S - tRNALeu e com base nele foram confeccionados os primers
flanqueadores das regidoes de insercao e delegcdo do 16S rRNA e o inicio do tRNA-
Leu As regides selecionadas sao ilustradas na Figura 15; o perfil de InDels tragcado é
descrito e relacionado na Tabela 6; detalhes sobre a regido e tamanho do amplicon

encontram-se listadas na Tabela 7. Os primers desenvolvidos para a SpinDel, com
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base nas analises anteriores, foram testados e obtiveram sucesso na amplificagao do
DNA fragmentado presente nos 0ssos e na amostras de tecido (Figura 16). Com base
nestes resultados, mostrou-se possivel obter DNA mitocondrial a partir de fragmentos
degradados de ossos de baleia utilizando uma técnica forense apropriada para

analises moleculares, com métodos de extragao simples.

Figura 15 - Alinhamento do 16S e tRNA-Leu das sequéncias do banco de dados

: r Flzaa 4 S 5 6 |
C : | | | 1 1 | l | 1 | 1 | | 1
3 | |

Legenda: a. perfil de InDels do alinhamento das sequéncias de espécies antarticas obtidas do banco
de dados, com regides de InDel em vermelho e conservadas em verde; b. Perfil de conteudo
GC, com regides com maior conteiudo GC em verde e menor em vermelho; c. Regibdes
selecionadas como flanqueadoras, para os primers.

Fonte: ANJOS et al. 2023.
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Figura 16 - Gel de agarose com a escala alélica, o resultado da amplificagdo da
amostra B13 em singleplex de cada par de primer, em multiplex com os

trés pares de primers e o controle negativo

B1F-B1R B2F-B2R B3F-B3R MULTIPLEX

Legenda: PPM. Ladder; B1F-B1R. par de primers B1; B2F-B2R. par de primers B2; B3F-B3R. par de
primers B3; Multiplex. Amplificagdo em em multiplex com B1, B2 e B3; C-. controle negativo
da reacao.

Fonte: autora, 2022.
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Tabela 6 — Perfil SplnDel das mesmas regides em 16 rRNA e tRNAs de cada espécie.

As diferencas fornecidas pelos polimorfismos de insercdo e delecao

representam o padrao de comprimento unico (em pb).

Perfil SpinDel
Espécies B1-B2 | B3-B4 B5-B6
Balaenoptera acutorostrata 218 | 339 251
Balaenoptera bonaerensis 218 339 250
Balaenoptera borealis 218 340 250
Balaenoptera musculus 217 339 250
Balaenoptera physalus 218 338 250
Eubalaena australis 218 338 240
Megaptera novaeangliae 219 339 250
Orcinus orca 217 341 250
Physeter macrocephalus 217 344 251

Tabela 7 - Perfil dos primers incluindo alcance, sequéncia e tamanho do

amplicon dos primers desenhados e utilizados no multiplex.

Primer Alcance do primer Sequéncia do primer 5-3' Tamanho do Amplicon
B1F 256 - 272 TACCCGAAACCAGACGAGCTA 316bp
B1R 553 -572 CCRTHTCTAAAAAGCTGTACC
B2F 484 - 503 GGRTACAACCTTNACTAGAGAG 362bp
B2R 828 - 846 TTGTGTTTGCCGAGTTCCTTTTAC
B3F 1350 - 1367 ACCTCGATGTTGGATCAGGAC 326bp
B3R 1659 - 1676 GGATTTGAACCYCTGRGT
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4 DISCUSSAO

4.1 Recuperando DNA antigo dos ossos depositados nas praias da Peninsula

Keller, Ilha Rei George, Antartica

Obtivemos sucesso em recuperar DNA antigo dos ossos de baleias
depositados na Baia do Almirantado, utilizando ambos os métodos de extracao,
provando que mesmo apoés décadas de exposi¢cao as condi¢des ambientais antarticas,
ainda € possivel obter DNA viavel desses remanescentes 0sseos. Diante disso,
diferentes quesitos foram observados a fim de selecionar um método mais viavel e
adequado para o tipo de processamento em questao. Foram levados em conta a taxa
de sucesso observada durante os testes, as condicbes de trabalho e recursos
empregados durante o processamento e a qualidade do material obtido, observada
nas analises e etapas posteriores a extracao.

O uso do ExtractMe Total Kit DNA/RNA blirt® mostrou-se apropriado na
extragdo e purificagcdo dos acidos nucleicos presentes em amostras antigas e
degradadas, como as da Baia do Almirantado, obtendo DNA em concentracéo e
pureza razoaveis através de seu uso. Embora as relagbes 260/230 apresentadas nas
leituras por espectrofotometria tenham apresentado valores abaixo do considerado
aceitavel, esses valores podem nao representar de maneira confiavel a pureza das
amostras. Segundo o fabricante do kit, o reagente RW2 contém Guanidina-
Isotiocianato, o qual é responsavel por alterar as leituras na faixa de comprimento de
onda de 230 nm, por absorver o mesmo comprimento que geralmente € absorvido por
contaminantes indesejados, como o fenol (mais informagdes no boletim técnico T042
da Thermo Fisher Scientific sobre espectrofotbmetros NanoDrop). Contudo, a
absorbancia na faixa de 280 nm, indicadora da presencga de proteinas (ARMBRECHT
2013), permanece inalterada e sua razdo em relagéo ao comprimento de 260 nm, faixa
absorvida pelos acidos nucleicos, pode ser utilizada de maneira confiavel.

A extragdo organica, por sua vez, ndo promove alteragbes nas leituras para
quantificacado de DNA. O material obtido através desse método mostrou-se viavel para
as analises e sequenciamento de pelo menos uma das amostras testadas. Apesar

disso, na escolha dentre os métodos testados, o uso de fenol-cloroférmio nao
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apresenta fatores suficientemente favoraveis para preterir o uso do kit devido ao custo
e risco associado. O processo exige n&o apenas o uso de equipamentos de protegcao
pessoal, cabines de biossegurangca e protocolos para evitar contaminagcdo das
amostras, mas também aparelhagem laboratorial especifica, como uma capela de
exaustdo para o processamento com Fenol, e cuidados adicionais no descarte de todo
o residuo gerado, por se tratar de um agente carcinogénico. Por essa razao, apesar
dos resultados positivos obtidos através da extragcdo de DNA por fenol-cloroférmio, o
método néao foi selecionado como o mais adequado para este trabalho.

Sabe-se que ambientes frios/congelados como a Antartica oferecem condigdes
especificas e favoraveis para a preservagao de aDNA, de amostras ainda mais antigas
que os 0ssos da Baia do Almirantado (SMITH et al. 2001). As baixas temperaturas
durante todo o ano e o ciclo de congelamento durante o inverno, minimizam a
degradagéao dos acidos nucléicos encontrados nas amostras, de modo que é possivel
obter mtDNA de amostras tdo antigas (WILLERSLEV et al. 2004). Apesar disso, a
degradacao do material genético fora do organismo de origem é inevitavel, portanto,
0 manejo de qualquer material antigo exige uma abordagem especifica e cuidadosa
(CAVALCANTI et al. 2015, 2017). Desse modo, por se tratar um material antigo e
exposto as intempéries ambientais, os efeitos de agentes degradantes sobre os
vestigios 6sseos analisados implica na dificuldade na identificacdo dos ossos. Efeitos
praticos de agentes degradantes ambientais tém sido amplamente investigados,
incluindo exposicao a UV, elevados niveis de umidade, diferengas de temperaturas,
soterramento e submersdo em agua (PERRY et al. 1988; SCHWARTZ et al. 1991;
ALAEDDINI et al. 2010). Variagdes na abundancia e qualidade do DNA presente em
ossos podem ser observadas em amostras de acordo com o tipo de agente
degradante, em especial, amostras enterradas e submersas em agua (KRESTOFF et
al. 2021).

Diferencas estruturais dos ossos podem também podem influenciar a
preservagao do material genético. Ossos enriquecidos em 6leo, como é o caso o de
mamiferos marinhos polares, apresentam uma preservacdo melhor do material
genético (CARTOZZO et al. 2018). Assim como a espessura do osso também pode
ter efeito sobre a degradacédo do material genético, havendo uma heterogeneidade no
estado do DNA em diferentes profundidades de ossos expostos a condigdes
ambientais. Alaeddini e colaboradores (2010) afirmam que peg¢as maiores/mais

espessas possuem um gradiente de degradacgao através da espessura, de modo que
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quanto mais profundo, menos degradado. Desse modo, os resultados obtidos neste
trabalho corroboram o estudo de Alaeddini e colaboradores (2010), como foi
observado que amostras retiradas da parte rigida de occipitais renderam DNA em

maior quantidade comparativamente a vértebras e costelas.

4.2 Identificagdao Molecular dos espécimes analisados

Com grande numero de substituicdes na sua sequéncia, a evolugdo do gene
COl é considerada rapida o suficiente para permitir a discriminagdo de espécies
estreitamente relacionadas e de grupos filogeograficos intraespecificos (HEBERT et
al. 2003). Contudo, ainda ha sobreposicéo entre a diversidade intra e interespecifica
do COIl em taxons muito proximos e de divergéncia recente, o que pode implicar em
falhas na identificagdo de alguns grupos como, por exemplo, de cetaceos (VIRICEL &
ROSEL 2012; SILVA et al. 2021). O mesmo se aplica para o cytB, um dos marcadores
mais comumente utilizados em estudos moleculares e de identificacdo de baleias,
porém, também insuficiente para distinguir algumas espécies de baleias (VIRICEL &
ROSEL 2012). Para ambos os marcadores a identificacao de Eubalaena pode ser um
desafio, sobrepondo as espécies de Eubalaena entre si e a Megaptera novaeangliae.
Para esses taxons, a identificagdo de espécies nao € realizada de forma confiavel
usando os trés fragmentos de mtDNA usados mais frequentemente (COI, cytB, e D-
Loop) (VIRICEL & ROSEL 2012). A fim de assegurar a identificacdo correta, o uso
desses marcadores € recomendado em conjunto com outros fragmentos de mtDNA,
como em Ross et al. (2003).

A falha nos testes de amplificacdo do COI refletem o descompasso entre o
tamanho da regido-alvo e o comprimento do DNA, altamente fragmento encontrado
nos ossos antigos da Baia do Almirantado. Por essa razéo, juntamente a baixa
confiabilidade na identificagdo de algumas das espécies esperadas, o uso desse
marcador foi descartado ao longo do estudo. Apesar de ser uma regido menor (~400
pb) e considerada mais eficaz na identificagdo molecular de cetaceos, o cytB nao foi
escolhido durante a selegcdo de marcadores, por possuir desempenho similar ao do
COI (VIRICEL & ROSEL 2012).
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Genes mitocondriais como o0 16S e o 12S rRNA, sdo pouco utilizados na
identificacdo de espécies de cetaceos, sendo mais frequentemente usados para
estudos filogenéticos. Seu uso para analises taxondmicas pode ser considerado
limitado pela prevaléncia de InDels que complica o alinhamento de sequéncias
(DOYLE e GAUT 2000). Para investigar novas possibilidades na identificagdo de
cetaceos, com énfase na tipagem de DNA altamente degradado, o 16S rRNA foi
escolhido por se mostrar um marcador altamente eficaz para a identificagdo molecular
de espécies (MITANI et al. 2009). Expandindo possibilidades dentro da investigagao
de vestigios oriundos de cetaceos, nossos resultados corroboram a eficacia do uso
desse gene para realizar a identificagdo confiavel das espécies de baleia presentes
na Peninsula Antartica (ANJOS et al. 2023a). Podendo ser usado para a identificagdo
das espécies em questao e/ou complementar o uso de outros marcadores comumente
utilizados (SARRI et al. 2014) para clados que apresentem sobreposigcdo, como
baleias-francas e jubarte. O mesmo nao se aplica para algumas espécies de cetaceos,
porém nao incluidas neste estudo, como algumas espécies de Delphinidae e
Phocoenidae, que apresentam dificuldades na identificagcdo molecular relacionadas a
sua recente diversificagao e hibridizacdo (ANJOS et al. 2023b).

Varios fatores podem ser relacionados com a baixa taxa de sucesso na
amplificagdo do material extraido, embora o mais provavel seja a degradagéo por
agentes naturais. O tipo de processamento feito com os ossos das baleias cacadas
diminui a possibilidade de encontrar DNA integro: ossos escaldados (TUNNESSEN &
JOHNSEN 1982), quebrados e abandonados em condicbes ambientais pelos
préximos cem anos até o momento da sua coleta. O conjunto de fatores reforga a
baixa expectativa inicial de obter-se DNA do organismo (BAKER et al. 1996). Diante
desse desafio, o presente estudo € o primeiro a se propor e obter sucesso ao
identificar os ossos de baleia da Baia do Almirantado, reconhecendo duas diferentes

espécies de baleia que se encontram entre eles.

4.3 SpinDel

Se por um lado os InDel presentes no 16S rRNA sdo considerados um
problema na identificacdo de espécies (DOYLE e GAUT 2000), o uso da técnica de
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identificagdo molecular através de regides de Inser¢cdo e Dele¢cdo, com o SpinDel,
permitiu a diferenciacdo das espécies através da analise desse mesmo tipo de
polimorfismo presentes na regido. Os resultados obtidos sugerem ser possivel a
identificacdo através desse gene, o que pode agregar ao arcaboucgo de ferramentas
moleculares disponiveis para a identificagdo de aDNA para os cetaceos considerados
neste estudo.

Apesar de nao ser uma técnica tao difundida como o Barcoding, o SpinDel tem
se mostrado preciso na identificacdo de espécies (ALVES et al. 2017; AMARAL et al.
2015, 2017; CARNEIRO et al. 2012; SKUZA et al. 2020). O baixo numero de estudos
utilizando o SpInDel como uma técnica confidvel para identificacao de espécies pode
estar relacionado a fatores além da eficacia da técnica. A origem recente dessa
técnica desenvolvida por pesquisadores portugueses, o uso pouco intuitivo da
plataforma e o baixo esforgo de difusdo dentro do meio, sdo alguns dos fatores que
podem justificar o seu uso ser raro em estudos de identificagéo.

O multiplex confeccionado (Patente BR1020220219257) com primers de
tamanho reduzido (~600 pb) permite, conforme observado nas analises in silico, a
identificacdo molecular das espécies de baleias antarticas com sucesso. Além disso,
a amplificacdo do DNA no teste preliminar realizado com o multiplex desenvolvido
mostrou-se também bem sucedido. O tamanho dos fragmentos de DNA disponiveis
nas amostras degradadas tornava inviavel a amplificacdo de uma regidao alvo
completa com tamanho de 600-1000 pb (EICHMANN & PARSON 2008). Desse modo,
a identificagdo de espécies baseada em regides entre 100-300 pb de comprimento,
localizados nas regides de insercao e delegao do gene 16S rRNA apresenta-se como
uma possibilidade viavel para a identificagcdo desse material degradado.

O uso pratico do kit desenvolvido almeja a tipagem e visualizacdo das
diferencas de comprimento dos fragmentos de 16S rRNA das espécies alvo.
Permitindo amplificar regides muito menores do gene que, uma vez amplificadas,
podem ser analisadas. Através das analises SplnDel, foram identificadas e utilizadas
com sucesso regides que abrangem polimorfismos suficientes para distinguir as
espécies com base nas trés regides selecionadas, assim como ja foi realizado para
outros animais marinhos (ALVES et al. 2017; AMARAL et al. 2015, 2017). Além do
emprego na identificacdo de amostras antigas, o mesmo apresenta grande potencial
na identificacdo de amostras processadas e de dificil identificacdo, como produtos de
baleia comercializados em mercado clandestino (BAKER e PALUMBI 1996).
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Desse modo, os resultados do presente trabalho adicionam mais um degrau ao
conhecimento de marcadores moleculares empregados na identificacdo de cetaceos,
incluindo o 16S rRNA como uma das possiveis regidoes a serem utilizadas. Assim

como para o uso e aplicabilidade da técnica SpinDel.

4.4 Ildentificagdo molecular dos remanescentes 6sseos e sua relagao com o

histérico da atividade baleeira na regiao da Baia do Almirantado

Ao realizar com sucesso a identificagdo molecular dos remanescentes 0sseos
dos cetaceos da Baia do Almirantado, foi possivel inferir a presenga de baleias no
século passado e comparar os resultados obtidos com registros de observagao atuais.
Esse tipo de levantamento fomenta a compreensao sobre a distribuicio de espécies,
ao fornecer novos dados historicos da possivel ocorréncia dessas baleias nas
adjacéncias da Baia do Almirantado. Comparando aos levantamentos de captura
realizados durante os anos baleeiros na Antartica, é possivel elucidar o real impacto
dessas atividades sobre os estoques que frequentam ou frequentaram a regiao.

Os atuais restos 0sseos analisados representam apenas uma parcela das
baleias capturadas na regido da llha Rei George, ndo havendo registro de estacdes
baleeiras dentro da Baia do Almirantado, e diante do fato de que o processamento
das carcagas de baleia inicialmente sé era possivel com instalacbes/estacdes
costeiras. As baleias cujas carcagas sdo encontradas nas praias da baia sao parte
das capturas realizadas apds a primeira operagao de uma fabrica flutuante na regiao,
com o navio-fabrica noruegués Admiralen (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1998;
TONNESSEN e JOHNSEN 1982). Em especial, apds o surgimento das tecnologias
responsaveis por viabilizar a capturas de animais maiores, ja que as duas espécies
encontradas neste estudo sdo as maiores espécies da regidao, e consequentemente,
mais velozes e dificeis de capturar. Assim, o avango das tecnologias e técnicas de
caca, como as maquinas a vapor e os arpdes explosivos, estdo intimamente
relacionados com a presenga dos o0ssos desses grandes rorquais na Baia do
Almirantado. O desenvolvimento de técnicas para a manipulacdo das carcacgas
também pode estar relacionado a presenca desses ossos no local. A partir do

momento em que os baleeiros passaram a injetar ar comprimido apds o abate, os
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animais poderiam ser capturados a distédncias maiores das bases e navios de
processamento, evitando a perda da carcaga durante seu transporte de longa
distancia para regides mais abrigadas ou estagbes (KITTEL 2001). Além desse
método, a decapitagao das baleias antes da remocgao de carne e 6leo fazia com que
o cranio ainda estivesse cheio de ar, e assim fosse arrastado para as praias com mais
facilidade, ainda sim, muitas outras pecas ainda devem ter se depositado no fundo do
mar. Relacionando a deposigao desses 0ssos a caga na Baia do Almirantado, e nao
apenas a morte natural ou encalhe, apesar de nao haver esforgos de monitoramento
para levantar esse tipo de registro nesta area (BRANCH 2007a). Esses fatores
implicam na possibilidade de essas espécies nunca terem frequentado a Baia, sendo
apenas arrastados para o processamento em

As identificacdes realizadas sdo consistentes com a captura massiva de
rorquais na Antartica durante o periodo baleeiro (a partir de 1904) até sua proibigao
em 1982, e durante o periodo de caga ilegal realizada pela ex-Unido Soviética
(BRANCH 2007a; CLAPHAM 1999; THOMAS et al. 2016; TANNESSEN e JOHNSEN
1982). Estima-se que durante o século XX, mais de 360.000 baleias Azuis e 725.000
baleias-fin tenham sido capturadas no hemisfério sul, sobretudo na Antartica
(CLAPHAM e BAKER 1999). Porém, pouco se sabe sobre a distribuicdo e abundancia
dessas espécies nas proximidades da llha Rei George. Com a auséncia de
levantamentos recentes, com esforgos de detecgao visual e acustica, formou-se uma
lacuna na compreensido das populag¢des recentes na regido (BASSOI et al. 2020;
BRANCH 2007a).

Considerando as baleias-azuis, ndo havendo registros de abundancia, o que
se pode inferir através dos dados de captura revela sua completa extingdo na baia,
entretanto, esses dados ndo sao suficientemente precisos para determinar se
estiveram ou ndo presentes no local durante os anos baleeiros. E possivel que a
espécie tenha frequentado a regido no passado, tendo a baia como ponto de
descanso/alimentacdo, e hoje ja ndo mais; ou que os individuos fossem somente
processadas da Baia do Almirantado, sendo retirados de outros pontos.

Apesar da falta de registros histéricos de capturas realizadas na Baia do
Almirantado, na atualidade também n&o ha registros ou esforgos para obté-
los/disponibiliza-los para se constatar a recuperagao das populagdes nestas regides.
Mesmo diante da escassez de dados de observacao desta espécie nas Shetland do

Sul, a identificacdo da espécie dentre os remanescentes 6sseos oriundos do periodo
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baleeiro moderno reflete o impacto da exploracdo na sua abundéancia na localidade.
Apesar destas baleias estarem protegidas (CIPRIANO e PALUMBI 1999), Branch
(2004, 2007a, 2007b) estimou que a abundancia atual da espécie ainda seja inferior
a 1% da original, com cerca de 1.700 individuos (STACEY 2022). Ja as baleias-fin,
apesar de estarem entre as espécies mais exploradas, possuem populagdo atual de
cerca de 38.200 individuos (Stock presente na Antartica), sendo vistas e registradas
sazonalmente na peninsula Antartica (BURKHARDT e LANFREDI 2012; SIROVIC et
al. 2004, 2009). Estas baleias cosmopolitas foram cagadas na regido até que o nivel
de exploracdo excedeu em muito o rendimento sustentavel das populagdes,
resultando no colapso das préprias operagdes baleeiras.

Num esforco de monitoramento de espécies, Jackson et al. 2020 registra o
retorno das espécies mais afetadas pela exploragao baleeira na Geodrgia do Sul,
através da combinacido de diversos esfor¢cos de detecgdo. Esse tipo de estudo é
necessario para avaliar se ha ou ndo um retorno das baleias azuis a este hotspot
historico. Atualmente, pode-se dizer que as baleias Jubarte e Minke podem ser
avistadas na Baia do Almirantado durante o verao, porém, ndo ha estudo formal ou
levantamento dos registros feitos para monitorar as espécies da regido. Do mesmo
modo que ndo se sabe se as espécies que hoje sdo encontradas na baia retornaram
ao local apds o periodo baleeiro ou passaram a ocupar o local uma vez esvaziado das

especies que o visitavam no passado.
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CONCLUSOES

Amostras degradadas e envelhecidas sempre representam um desafio. No
presente estudo, provamos que é possivel obter DNA viavel para analises moleculares
e identificagdo de fragmentos Osseos dos anos baleeiros, com duas espécies
inventariadas e quatro amostras identificadas com sucesso, baseadas no
sequenciamento parcial da regiao 16S rRNA do mtDNA. Além disso, também foi
verificada a possibilidade da realizagdo da identificagdo molecular baseada em
regides de Insercdo e Delecdo através do método SpinDel. O kit de identificacdo
desenvolvido utilizando essas regides mostrou-se viavel em ensaios in silico,
resultando no depdsito da patente BR1020220219257.

Ainda sao necessarios mais estudos para se entender a influéncia do ambiente
antartico na preservacdo desse tipo de amostra, reunindo dados baseados em
material degradado de distintas fontes. Estes esfor¢os sao necessarios para fornecer
uma percepgao historica e temporal do que aconteceu e ainda acontece com as
populag¢des de organismos antarticos.

A presencga atual de baleias-azuis e fin na Baia do Almirantado ainda precisa
de mais observacdes e estudos para ser conclusiva. No entanto, € evidente que a sua
abundancia e distribuicao foi prejudicada em sua extensdo devido a caga, e isto é
apenas ilustrado pelo numero de 0ssos destas espécies e de varias outras nas costas
antarticas. Este estudo almeja representar ndo apenas um teste de método na
identificacdo de espécies, mas também um passo a mais para compreender a historia
da cacga as baleias na Antartica, em especial na Baia do Almirantado, area onde a
presenga brasileira no continente antartico é reforgcada pelas atividades de pesquisa
realizadas na Estacdo Antartica Comandante Ferraz, e também os impactos destas
atividades antropogénicas nas espécies cagadas no passado e sua influéncia nas

populagdes do presente.
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APENDICE - Producéo bibliografica durante o periodo do Mestrado

A producdo apresentada nas paginas seguintes € relacionada com o tema
especifico da presente dissertagdo, entre julho de 2022 e julho de 2024. Essa
producdo contempla nove artigos cientificos publicados e duas patentes, relacionados
com ciéncia Antartica, cetaceos e biodiversidade. Os temas incluidos sao:
identificacdo molecular de cetaceos, com énfase no uso de metodologias forenses,
incluindo os vestigios historicos da Baia do Almirantado; Aerobiologia e investigagdes
sobre populagdes de pinguins e micro-organismos antarticos com o uso de DNA
ambiental; mudancgas climaticas globais e taxonomia de criptdgamas, na Antartica; e

Astrobiologia.
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“Biologia Forense e Biodiversidade: Identificagdo molecular de remanescentes
6sseos do periodo de exploragao baleeira na Antartica.”

Artigo publicado - Anjos et al. 2022 - Evidéncia .

BIODIVERSIDADE:

IDENTIFICACAO MOLECULAR DE
REMANESCENTES OSSEOS DO PERIODO
DE EXPLORACAO BALEEIRA NA ANTARTICA

Dafne Adriana Abreu dos Anjos, Anna Luiza dos Santos Donato,
Rodrigo Goldenberg-Barbosa, Elizeu Fagundes de Carvalho,

Cesar Rogerio Leal do Amarali

Ao longo dos séoulos X1X & XX, atividades baleeiras foram desenvolvidas de maneira
desenfreada na Antartica, local inevitdvel nas rotas migratdrias de diversas espécies
de balelas, devido ao ciclo de congelamento do mar que permite a reproducio de
organismos plancténicos presentes na dieta da maloria desses mamiferas
marinhos. Essas atividades sabidamente impactaram as populagies de cetdceos
presantes no Oceano Austral, levando algumas populagbes & beira da extingdo, que
ainda hoje estdo erm processo de recuperagdo, devido ao elevado ndmero de
captura de individuos [1-2). Vestigios dessas atividades s3o encontrados em forma
de rulnas das antigas estagdes & embarcacdes baleeiras, & também por diversos
fragmentos Sssens pertencentss aos individuos cacados, ainda hoje depositadaos
nas pralas antdrticas [3].

Figura 1. Registro histdrioo da captura de um ndividuo durante o periodo balesiro na &ntdrbca.



A biclogia molecular forense apresenta-se como uma ferramenta importante na
compreensdo do impacto deste periodo de exploracdo na regido, possibilitando a

identificacdo especifica dos fragmentos dsseos, dificilmente distinguiveis
morfologicamente uma vez gue encontram-se degradados pelo tempo e
intempéries naturais as quails estiveram expostos desde sua deposicdo. O material

bicldgico depositado emn diversas pralas antdrticas encontra-se exposto a ciclos
anuais de congelamenta e descongelamento, o gue acaba favorecendo a

preserva¢do do material genético gquando comparamos aos processos de

decomposig3o de carcagas que ocorrem em ambiente tropical, com altas

ternperaturas e uma rapida taxa de desagregacdo do material bioldgico. Desta
maneira, & possivel obter material genético desses fragmentos para as analises

mobeculares mesmo apds um longo intervalo temiporal com exposic3o prolongada
ao tempo..

Figura X Esqueleto de baleia montado pela eguipe de laogues-fees Cousteaw com partes de
possivelmente diversos indiid uos, durante uma expedicio & Antdrtica em 1972, como memarial do
periodo baleeiro da Begida [4].

A degradacdo do material forense apresenta um desafio para as analises
mobeculares, uma vez que limita as regides do DNA a fragmentos menores. Dentre

as solugdes para esse tipo de caso e guestdes, desenwolveu-se a técnica de
identifica 3o molacular forense baseada em regides de insergdo e deleg 3o (InDels),

denominada SpinDel. Baseada em urm dos padr@es-ouro em analises moleculares
na drea forense, as andlises de fragmentos de insergdo e delegdo, esta analise

permite analisar DNA degradado e realizar a identificacdo de espécies animais com
base no padrdo numérico do comprimento de fragmentos de inserg3o e delegdo
[InDels), localizados em regifes varidvels do DNA [5].
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Figura 3. Esquema das andlises SoinDed, representando as regifes hiperaandwes, o comprimento de
regies codeiderando a6 varagies amodadas 35 suas insergbes ¢ delegdes [edtado de Pereira et al
2D

Mo caso apresentade neste estude, fragmentos de ossadas encontradas
depositadas na Bala do Mmirantado, liha Rei George, Antartica, foram coletados a0
longo do verdo de 2021 & 2022_ As amostras foram coletadas junto ao substrato e
preferencialmente associadas s pecas occipitais, objetivando garantir ao misimoe a
diferenciacio dos individuos amostrados. Em laboratério os fragmentos coletados
forarm submetidos & extracio de DNA com o wso do Kit Extracthe Total DNASRNA
seguindo da amplificacdo da regifo 165 rRMA do DNA mitocondrial pela tdcnica de
PCR, sendo posteriorments sequendciadas atravis de sequenciamanto Sanger com
o uso do sequenciador automdtico ABI3S00 (Applied Biosystems). As sequéncias
obtidas foram wtilizadas para o desenvaldiments do primers gue serfo utilizados
nas andlises de fragmentos InDel.

Figuwra 4. Exeimpbn de pefa detea remanescente do percdo balesino antdrtico deposiadas em
i vesa s pralas antdrticas ¢ de fragmento dsseo om etapa de preparacdolboratonal par a edracio
de materkal genétion.
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Figura 5. Mapa da distritaig3o dos fragmentos dsseos coetadis na Peninsula Kelier, Bha Rei George,
Antdtica

Diante de um levantamento do histérico de captura do periodo baleeiro na regido e
das papéies de baleiss presentes na Antdrtica, foram determinadas as proviveis
eipacias 3 derem encontradas @ & abundincia proporcional a elss. Sendo 2 Baleia
Jubarte 8 sspbcie maiscapturada noinicio da caca & posterianments, com inovacbes
tecnolgicas nos naviod e instrumentos de caga, baleias maiores @ mais velores
PAESSArAM & Ser 4% rmbis capturadas, como baleiss aruis = baleiss fin |6-8).

Corn base nisso, foi possivel utilizar bancos de dados publicos para obler sequénciad
de DNA mitocondrial das espécied selecionadas, realizar o alinhamento delas &
tracar o perfil de insercio & delecia, seguinda a retodologia SpinDel |9) para cada
urna das espécies. Foram selecionadas trés regides do gene mitocondrial 165 rANA
que possibilitararn distinguir, como sucesso, todas espécies de baleias antdrticas
pelos padrdes numéricos encontrados nas regides de insercio e delecio.
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A efichcia da metodologia de identificacio molecular forense por regibes de
insercio & delecio e, em especial, seu o &m Amostras expostas 3o tempa por
longos periodos e degradadas, come & o caso para as amostras contempladas no
presente estudo, abre noves harizontes para o estudo de vestigios de animais de
maneira geral. Os dados gerados podem ser confrontados corm as registros
histdricos & populacionais, possibilitande assim uma melher compreensio dos
impactos dessas atividades na vida marinha pretérita e atual,
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Probing the potential of InDel polymorphisms on the
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Abstract
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viriable rogisis of DA |8 I this wey, it Bamimes easble 1o
ainpdity At fEagoesnts o & longer rellable markes,
This artick: el s i probe te pobential el irserton—deletion
prod it s ok The el ar BTt of orloean & pecks
hagind o & peane] of slicted deoi regaons of e W55 rEMNA and
muuum;mnmuqmmmawmm e
il avalalde on puble dataluases,
Irdﬂ]n;inmhﬂnhuﬁmdmmhﬂm

o, Materials and Methods

The analzes wide made o silioo, based on sejiences of
wetatiare. Thiasisrnietad darah s nededes eloron: s
@ of 1hS FEMA Trom ning ehicen oot Adl of Cem wene
olaing] froim the (GenBank datshese repositesy (CenBank
Bl Pt I pareniioees  Bo kst acinirde e
NC_pozzrLl), Bolwnaptera  bomermsts [NC_oobge ),
Exlernypder borvais [NC_ooSgan 1], Folkeeoopdera oesodus
NC_poibona),  Boloenoptera phigabs  (NC_oogzi),
Bt cestraliz (NC_nmbiio ), Meaomdir i los
R _ooesgara])l, Ociris aree [NC_0645580], and Pligeter

By,

o

rretocd s (NC_nn25oks) The segiemsss woene eligned
using e Sefaill paramctees of MUSCLE fodnd o the softeane
Chtcasis w4 5.2 and InDel reglons wise dotermined with the
softwarn: Splodid Week Bench vs [0].

3. Results

Basial on the obfaine] sogiemsss of the mitockandrial D9
from the selomed speeics, we periomeed their alignesent and
seleebed ircserlioi—deotion regie and traead the [nDed
peafile Tor cach of the spesies, following the SplaDel
mcthadobegy. Thes: Foglons of e 155 FRMA sl TRNA-Leu
maipechonedrial gencs were sclictinl that made & possible to
suceesslully disfingash all species of anelyeed wiales by the
niimerecsl paitems fodnd o thise insertion amd delsibon
eegions [Figure 1].

Fullewing the alignmt procediee, six reglois webe scbeeinl and
Cha Sp Dl jporoliles wiene gevseraiod for each one of Them for cach
spavies, as shown in Tabke 1 Suoesdal identification of cach
s i den i Figuse 2

b B

f? | ﬁ““ﬁ

-

Figusre 1 » Aligromen pesfoemied by Splelel Woek Bench v, with O eotiniaind prolibe, and the seboeted rogions elosen b destinguish

Eprsiis [l gray )

L1 ]

HEC DD S0 Halseropbers moses i

HC D570 Balaeruiira Dueales

HC DGFTT Llesgapiera rorimsangiae

HE IOEIE Balasnopiery prryssies

HZ DO | ol ol

HE 3% Aalseropiera borareran

L O DT Balsereplera aculeiosliala

HC D500 Plwseter Mo epiakis

HEC. D2 3388 D inus ica

Figusre 2 = UPRELA oo of inchadod referemss soquenees with CenBank sooesdon nomissrs shoiwiog, Che sucssesiol species ideniin-
eatioin hasind o the selected InDel megiore. Bootsirep sappaor valies are sepresential al inlerad nodes.
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Tahle 1= Splnlel peodikes of the thee regons (E1-Hz, B3-Hy,
it Bn-Ba5] i wh eBENA G 1RNA-Lii for d6ch spicies., The
olweryed diferenses of length ane dus 1o tThe peosense ol
insertion ared del ol oy e

B

Ez=kEs  Es=Hb

MLl anry-akaz
Lo nn i Heabapd
Bl _SHIERL S e T
ML LT

|

:
H4 B4 B EHEEERD
REHEHEREER
R R0 30 35-00- 08 A%

4. Discussion

Ceneth Benlilicalion of celiceans oflen preseils o challenge,
Sine sampling and oliainiog DA Teomn Those manine manaea b
enmmeenly ireolves bwplics working with sirending maberil,
aimbergsic, foeal malerial end aged bome e |, g-13). o
this sercee, the we of [nDels from 155 PRNA Gind (TRNA-Leu
rignng o distnguesh all colsceans peescend in this siudy showed
saleatartony roeailts, with oy Chnos peghsis boiing clougl io TEo:
& unbhque profile bor cach one of the nine sehicted Spoces
Questions shoet the weeof 865 rEMA and flanking regions seh
s Thie CRDEA-Lisa g huivee bt Beciissind aned s use Dues bl pesedy
hieein proved e be adequale for Studes o differonl marioe
madnmaks |5-7].

The foresess: ideniification of speies, such as for Bvesigaiing
illigal teade of prodess oo peolacbed speeies in narkets, has
hiwii grodwing in lsportanss and sidiad with meerly missalar
tissi [ug=r7] I this conbert, diferent siodbes bese boen
erureducted o retrieve fessible DB froom these Kinds of samples
113} The moed el appiaach for edaecan prodacts Wi
enmbinating fragoents of oyl B and CR and edjeecit TRNAS and
usiog it for solving Che problens of eovering small Cregmenis of
DA, Bair i muest neod b ez for moone digreded samphes |7,
15—=07) Sl eoding gends o the mockoidrial e msl mod
have eisvggh heteragensiny overall e b Palctidial GxisiFains
Tor Spladel snalysis (1R, ). Thies, Geding thal Tk in the 165
PEMA and IRNA-Lea gows eain Be uied in fobeiicies Do Che
idenlifeation of the seliched arlasen spivies may prove il a
suerrsslul sl hw-eosl pethod for pelsicving draguonbed DENA
Tevin pn-Lrivial sanpdea

Beeiil sbadics have peovad that ths methedeogy 1= appropiaale
Tor mgdeeskar sccays arsd Duve beek wand for ofber marine Spockes

idintifezation |20, 2i), bt iheee ae oo speclic aesas lof
e b this erca. In sddition, the alfordanes of this Eed of
idintifesation withoil noesding of sejicnsng, only prlerming
dloarophanss capillasy for determination of Pragment siee [,
i, 2], mus enebde newa peotoesds, Soroeding, mesiioriong, of
spities, eumnonly doie with DNA hareoding, Geeis the s
profdens for amplihving catine sogiors, with the diflesent
onicee rvalody slate of cach samphe (23], that must be solved with

SplnDd methodibngy.

Prabing the podential of 165 FENA and TRMA=Leu fok being ueed
b distingat all il nie selaeian Spoches O i hanion
fooe 1hee sDedy and evmeservalion for these spockes with the wse of
betntees Pttt sitd Giggradid sampbe These tieee hyvpsevi s b
Ialel regions of e 155 PRMA &nd 1ENA-La ginis i o
sl for flanking primers development and sve being teshbed
fior clfichenl ectaeinn spevies idenlifation B il phes ey
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Evaluation of insertion and deletion polymorphisms of
Brazilian Odontoceti

Dot Aalrana Al dhoss Aitjoce, Astitia Litiza o Sanbos Diouater, Rodetgn Goblinborg- Barbosie,
Elinsa Fugurdis dbe Carvallioe, Cesar Riggerio Leal do Amarl

Samlenie Ednoe(s): Cicar blansial Famheds Bonilla, Adne 1. van Wijnen

Abstract

Brazilian Deonioseti strandisgs provide sehsiantial information about distrbution, hebb, ard gentics of this suborder. Monewer,
makecular identification Is pequined and studiss in tis anea have boen developed to danly their disr@ation s phvkege, sinee

| il enificatiinn mry b inficsible in sons: digradal sanpbe. In this study, we pesfoned an do slioo amalvsis of D
i 465 PRICA oo 27 speics of tnotted whales, dolphins, and porgsisss present in Braclian waiers and e rmendy ioused steanded in
thes emions, Wi acconpliatied the spevies” bisstdidin hased on e saigei SplnDsd ol e all Ddonlisdi specis, wrpl P,

and for six species of ddphinids

Koy Oebosi nsatl, cofoceorns, Brogd, Splalel 868 rRMA, mrlng

Charion: Anjes D, Goldenbery-Bartwea B, Doaio ALS, Carvalles EF, and Ausarsl CRL. Bvaluation of serdon aed ddetion paly-
mrplilsmns of Braglsn Odontoceti Acodrrea Biedogiy 20051 hatps:ffdol angy s aogss AsadRialiang

1. Introduction

Ouiomossi ape widesprosd marine memueels pressd o all
v, chirscterisonl by having teeh, using eolakeation and
areiil bohurion, Thee groanp il iicies Besibin] whiiabes, ekt whalis,
spern whialis, Talse Kllor whslbes, dodphing, Killer wisikes, pugny
Kilker wluilis, poiedas, Sabcacm, and v dolphing Thene
ane alwiil 3 spedes, disribabed o wen Gl thal ane Ko
ot biw the Braglian esntnental sholf, @ rich snd Sverse anca
dow e mare [ 1=7L

Srranalinggs ane The main sotio: of iformtiog for soi Odedlnsi
apiiis, for which inforwabon on Jeisbilion el molesaler
Fosnbis B il misdng [8-13]) R sach samnphis, niddenificn-
T (5 & vupd o, S [T N R s e
nfacbebe on bodies i doep sages of decoipositie [ 1], Do thise
cires, gty anadvas can be poriormsed o amdem oF mactily the
lentifieation, akhough it ke s o diffienltiess. DA olaton
fron a degrsdod matefal with good enoigh qualiny toallow maokes
i assrys cin b proldernatic | 12-15] o soi Odorslonedd grougs
appeisas by b oo ety slmike for (R barendng a3, 5]

Tis biypiss this kind of problens, Spocic Bemilicaton Baeed on
Insemiong Deletion polvmaorphisns (SplnDel) eould be o useiul
tnl This forensie gokd-mandand alkews relabbe demtifcaion of
sariples with disgracbiad DA, becaad on sumesse peofikes oo
atird by [nDds that infuemes the kagth of dusen negisns in
pbyrnaorphee: shon sequenesss 17, 18] This et mey enable

the iemifieation of anivel semples [17- 5], sueh o e ne-
el oo araredind sircisses, withou meadng koog Tragments.

Lsirg databuie segeennss of 165 rRNA, we alnead o evaluale the
poteniEl of mertion and deleton polyimephoass in the
mderubar identifntion of Odomorotl spevics peesen (o Brasla
walors, We imlendad o coiable the identifation of degednd
sarphis with Splalid with few regions s posble, ollowing s
win] bl ahernatives o other poswesfel ook o bdemify
incivilials, soch o DA Berending g OO o ayrl |15, 05

2, Material and methods

Sequuenrs webe odslaiied omn the NOE] databecesGenBank of 365
PESA froan =7 spedes of Odontondi present in the Breasilisn

shioge. The five exeludod sporics [Higpermdon plonifrons, Mis-
opfucon fayertd, Lisodifjphis perond, Sotafo fuikorils, and
S guiaieitas) beve no availahbe soguenes of the tanget ne-
ghon in this dafaberse. The alignments wene periormed using the
adefult parsmeters of MUSCLE fvaud o the software Geneios
vafe el megins were dotermined, aned phylogenct: ioas
wepe gercratid hased on the InDel polyrrphiams wsing de-
fwsh parameiers of SplaDel WoekBench vy [20] Asalvaod
spiics el FEpadtive GenBank setession numbes of the ne-

trbiyind dedasos, ane givemn i folloe:

“Laborainry of Radiooosbogy and Ghobsal (hanges, Nuckis of Eovironmenisl Moloiler Geaeties smd Astrobiology, Depammen of
Biopdwsics ard Birereary, Destimuie of Bloksgy Roborto Adediiare Caomss, State University of Ko de Janding, Rio de dasdi B, Brazil
A0 Magraostics Laborabory, Depertoeen of Eoslogy, beatitnle of Badogy Bobero Acintsrs Gonws, Stale Universiny of Rio de
Jaseien, B de Jansing, B, Brasil.
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Oadde Delphinides Inin geolfresis (NC_noszmig, Sgia
bevisiogs  [NC_onsz7na),  Rogin  sima  [NC_nsiaog.a),
Mesoplodon desrsrs (NC_oawry.a), Meaplodon gragi
(NC_nrjAzoal. Meseder  mocredphalus  (80_ooesog z),
Flowoern  splapianis  (NC_osgrnoa]l, Phocwnn  diojurisn
(NC_osgrsat), Pesoporks Walmdle [NC_poszrra), ad
il coviros s (MC_arggs il

Loepevivchlpalis Bl S’ spju, and Turshjes Moot dido’t
viek] sullieient heterograey i 9AE PRI, InDets for diinguizh-
ireg Chaegin Troim coach ol

Tahlbe ¢ « Splnled peofihe for Odonbeeeti
=z 5=y (5=08 Ob=F

Dedphinidas: Cepdalorfiynebis oomsrersond (NC_nSofanc ), “"P'ﬁ"_’
Delphinis  calphis  [(NC_oghqisal,  Femsa  ainmeam 0ol =1 1 g k]
(NC_ageRaa], Glebissphalo mucrorbymncles [30_negg7a.2), Faxiu brovaorze
Gobicephals  Faalas  (NO_ngd4u],  Rampls g e ok - sty -
(O _mizniz i), Ligenodihis hoed (NC_ogrigi.a], Ononis
o (NC_06q53H.0), Peponocepdioks et (NC_minsBgl ), Faxro ams
Paatores  crmskdem  [NO_nagzTral,  Sneeelo  alfeisia NC ) wp =) Ky L1
NC_manGl),  Shedia (NC_peoalLIL  Shrmdia
eevrudooattin [NC_o2059.1), Stensll fomtels (N0_n60812.1), | Moepld dessrmstrs
Srenelli  Mdigirosris  (MO_0mEaolil Seio Deadareisin AN i) =g 1L ak b
(NC_ngarpi 1], ared Tirsiops runcefas | NC_0105011
Mpzmplocie g
. : ity
1. Results AN e ) gy iy n
These 1 et uarnber o speciis and the geoetic similarities among, Ty moemapheis
thens (15 18], we seuraied Ddphinges from other Brediian  H0oreesees oy 1 - L
Odonioeeti. I this wey, we perlormed e separated aligne- - .
waemis (o for Dedphinidse and snother for other Brasilian e j aph . sy -
Ddonioeeti) o detomiine sonsorved smd polysrphic rogionm
of interest for SplaDel analysis and tracing the Dl profile 18 ey diptrica
el species |20, 21 INC e s kT Ky ™
Four  pobvithephic egions were sebecbad widch ooukd he el
dicringeichid for all Odontoeeti spockes oul of Flosoenidoe: e 0 2 ki . "
(Tihvbiz 1 ). Phavessen spin {jiots ared oo digd i slassd i
o idifforsaien o the DDl paiberse of 18 rRMA, sharing the s ms: Hphecnymetne
peofike. For Dedphinadsc, &5 apocies wepe susoceafilly identifiod by L P2l wry 158 I -
bz Sl prrcdike, hased o five pobmondie regions (Table =k
Spivie rwchuiieiets, Prouchnie oross ke, Frpomesgdiols ahat,
Derinis o, v oo, il Cipdanioeiypoius e
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Molecular identification of whales remains
from the Keller Peninsula, Admiralty
Bay, King George Island, Antarctica

DAFNE ANOS, ANNA DONATO, RODRIGD GOLDENBERG-BAREDSA, ELIZEU
FAGUMDES DE CARVALHO E CESAR RL AMARAL

Abestract: &t the beginning af the 20th cemtury, intense whaling activity took place in the
Sowth Shetland Islands, which is represented today m the form of rems and rumenous
whale bones scattered along =eweral Antsrctic beaches Despite being exposed o
a harsh environment throughout the last decades, the present manusoript tried o
answer if these bone remains still have wiable DNE to allow speoes identification
using molecular methods. Several indwiduals were collected from the shares of Keller
Peninsula, Admirstty Bay, Antsrctica, and submitted to D68 estraction, amplification and
Sarger sequencing. The challenging identification of these bone fragments proved to be
still feasible. Mitochondrial DA was successfully extracted, amplified and sequenced.
4 datsbase with 43 sequences including previously published and newly determined
sequences were built and enabled the precise identification to species Lewel for some
of the callected samples, thenefore shedding light on the whales species that inhabited
the region and how their overexploitation seems to have affected modern day presenoe
of these speces within the study area.

Mey words: Antarctica, Whales, |dentification, Mobecular

INTRODUCTION

Throughout the 19th and 20th centuries, whaling
in the Southern Ocean led some cetacean
populations te the brink of extinetion, and
these populations are taday still in the process
of recovery and returning to their grounds
{Clapham et al 1999, Thomas et al. 2016, Jackson
et al. 2020). Hundreds of thousands of baleen
whales were caught around the Antaretic
Peninsula througheut the 'Modern Whaling'
years (17th to 19th century), when advances
of technolegy from Industrial revolution were
applied in whaling [Clapham & Baker 2018, Vighi
et al 2020). The place was considered an ideal
hunting hotspet, as it comprises feeding grounds
for several cetaceans (Friedlaender & Modest
2018, Bierlich et al. 2022), due to the abundance

of planktonic organisms present in the diet of
most of these marine mammals (Flores et al
2012, McBride et al. 2021). In the early years of
Antarctic whaling, Humpback whales were the
first and main targets of whalers, but it ehanged
from about 1914, with the implementation aof
more advanced hunting technologies, such
as the steam engine and explosive harpoons,
increased the capacity number and size of
captures, making Blue whales and Fin whales
became the most exploited species when
whaling activities became possible in the
Admiralty Bay (Tennessen & Johnsen 1982, Kittel
2001, Dapham 8% Baker 2018).

Remains fram this pericd can be found
in the South Shetland I1slands in the form of
whaling stations' ruing, rusting ships, minor
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objects of wood and metal; ol storage barrels
and littered whale bone remains still deposited
on several Antarctic shores (Hacguebord 1992,
Kittel 2001). The Admiralty Bay, King George
Island, is one of the most important areas for
research about the whaling peried in Antarctica
(Kittel 2001). Kittel {2001), Rakusa-Suszezewski &
Medzarek (2002) counted 158 to 175 whale skulls
still deposited in Admiralty Bay beaches, with
variable dispomibility due to eventual burying.
Almost half of them, 89 skulls, are located in
Keller Perinsula, near the 'Comandante Ferraz'
Brazilian Antarctic Station (Kittel 2001, Rakusa-
Suszczewski 1998). The abundance of these
bone fragments 5 related to its sheltered
waters, which provided an ideal base for floating
factories (Tannessen & johnsen 1982), where the
carcasses were flensed. In the present, these
bones may be an unigue source for retrieving
genetic information that would aid in the study
of histarical whale populations prior te human
exploitation in the Southern Ocean (Lindgvist
et al. 2009). However, morphological species
identification is not easy since most remains
are found disarticulated and affected by severe
weathenng, some of them represented only as
small bone fragments present in the soil (Kittel
2001, Szabo 2008), all exensively affected by the
nearby marine enirenment

In this sense, molecular methods may be a
key tool and have been used inthe identification
of different manne mammals, ncluding whale
rermains (Foote et al. 2012, Lindgvist et al. 2009,
Solazzo et al. 2017, Speller et al. 2016). However,
the process of DNA profiling bone samples 15
highly challenging due to several factors that
can either facilitate or impede successful
testing {Jakubowska et al. 2012, Campos et al
202, Andelinovic et al. 2005). Additionally, of
these remains came fram aguatic environments,
the associated difficulties for DHA typing grow
exponentially.

ANTARCTIC WHALES MOLECULAR IDERTIFICATION

The exposure of bone specimens Lo fresh
wiater has been demonstrated to be significantly
damaging to the remaiming DNA (Crainic et al
2002, Courts & Madea 2011). The same is true for
seawater and there is limited research on DHA
profiling of remains submerged in seawater,
particularly when only bone samples are
available for analysis (Staiti et al. 2004, D'Errico
et al. 1998, Kapinska & Srcrerkowska 2006), and
to date, there 15 no universal method for DNA
profiling bone samples exposed to prolonged
seawater immersion, prompting ongoing efforts
to develop and enhance new methodelogies.

The present study aimed to investigate if
even after about a hundred years of exposure
on a harsh marine envirenment, eventually
submerged, eventually buried in sediments/
snow, there 15 still available DHA to accomplish
the first molecular identification of an old,
degraded, and heavily weathered whale bone
samples from Admiralty Bay, shedding Lght on
the whales species that inhabit the region and
the impact of their overexploitation alang the
medern whaling years in Antarctica

MATERIALS AND METHODS

For malecular analyses, bone fragments were
isolated from the remains deposited on the
shores of Eeller Peninsula, Admiralty Bay, King
Gearge Island, Antarctica (Figures 1 and 2). 38
samples were collected, a triplicate collection
wias carned from each skull bone, under the
license MMA 02000.000277/2021-09 and IBAMA
02001.013466/2019-38. In this work, we chose to
use only fragments related to skull remains as
reference because vertebrae and ribs could be
from the same individual. The collections were
carried out during the Antarctic summer af 2021
and 2022, Although bone pieces can be moved
along the time from their original deposition
locations by the sea waves and anthropogenic
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Figure 1. Samples.

localities (in red) on
the shares of Keller
Peninsula, Admiralty

Bay, King George
B ksland, Antarctica

10

prra

Ll

activity, the choice af the sites followed previous
studies of whale bones distribution {Kittel 2001)
and was limited by the available access at the
beginning of the austral summer. All sample
sites were plotted over the Admiralty Bay map
using QGIS 3228 software (QGI5 Development
Team, http: [/ ggis.osgeoarg) (Figure 1.

DMA extractions were done using the
ExtractMe RNA & DNA Kit [BLIRT S.A, Poland)
following the manufacturer's protocol, with
an additional time on the first step, where the
samples were incubated with the Lysis Buffer
overnight in an Eppendarf ThermoMixer C at
56°C, to increase the bane digestion (Arismendi
et al, 2004). DNA quantification was estimated
via spectrophotometny using a Multiskan SkyHigh
Microplate and a Nanodrop 2000 (ThermoFisher
scentific) spectrophotameters.

After extraction and quantification, the PCR
amplification step was made using the universal
165ar (5-COCCTOTTTATCAAAAACAT-3) and 165br
[5°-CCGGTCTOAACTCAGATCACGT-3') primers
(Milinkowitch et al. 1994, Palumbi et al. 1991,
Palumbi 1996). The protocal followed was of 2
min at 952C, 35 cycles af 30 sec at 942C, 40 sec
at 529C, and 1 min at 722C, with a final extension
step for 10 min at 7220 The PCR products were
purified using the enzyme ExoSAP-IT® (USE
Corporation) and Sanger sequencing method
was performed in the Laboratory of Diagnosis
by DMA (UER]- R]), using the BigDye Terminatar
W31 Cyele Sequencing kit (Applied Biosystems),
with 25 eycles of 10 sec at 952C, 5 sec at 509C
and & min at 602C. Sequencing products were
processed in an ABI 3500 capillary system
(Applied Biosystems). The results of the capillary
electraphoresis were visually checked, trimmed
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Figure 2. Details about sampling in field (a) Whale bone remains densely covered by snow ice during the first

manths of the Amntarctic winter; (b) Sampling sites at Keller Peninsuls; (c and d) heavily weathered bone remains.

and analyzed wsing Geneious we 82 [Drummend
et al. 20ma)

A database was built including 3% DNA sequen-
ces from Antarctic commonly

found whales were downloaded from GenBank
and added to the four newly generated
sequences and aligned in a single matrix using
MuscleThe database included the Antarctic
Peninsula occurring species of baleen whales
and large odontocetes, such as: Balagnoplérd
acutorostrata, Balaenoptera borealrs,
Balaenoptera musculus, Baldenoptera physalus,
Eubglagna awstralis, Megaptera rovagdnglhae,
Physeter macrocephalus, and Oreinus orca
(Table 1). All sequences were aligned using the
default parameters of MUSCLE on the software
Genelous v4B2 (Kearse et al 2012, Edgar 2004).

The species identification was inferred
using the Neighbor-joining methed [Saitou &
Mei 19287). The percentage of replicate trees in
which the associated taxa clustered together
in the bootstrap test (x 1000 replicates) are
shown next to the branches (Felsenstein 1985)
The tree is drawn to scale, with branch lengths
irt the same units as those of the evolutionary
distances used to infer the phylogenetic tree.
The evolutionary distances were computed
using the Kimura 2-parameter method [Kimura
1980) and are in the units of the number of base
substitutions per site. This analysis involved 43
nucleotide sequences, All ambiguous positions
were removed for each sequence pair. There
were a total of 199 positions in the final dataset.
Evelutionary analyses were conducted in MEGA
X iKumar et al. 2018}
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Table I GenBank accession numbers for the previously published sequences used in our analyses.

Species Aceession Species Aecession
Boloenaptern aculerastra MTE105935 Balgenaptend physalus KVSTZEGD
Boloenoptern aculerostrat APDDELEE Euhalaena australis OFII51TE
Boloenaptern aculerostrai MODO527 Euhalaena australis OF205179

Balgenapien bovealis MFG083458 Eubaloena australis OP20SIED
Balgenapien bovedlis MFS09259 Eubaloena australis APODGLTI
Baloenopiera bovealis APOOESTO Megapiera novaeanglice L7
Balgenaptens musculus ON257891 Megapteva novaeangliae MF&CF24E
Balgenaptens musculus ONZSTEa2 Megapteva novaeangliae PP&TS430
Balgenoptend musowlus OMNISTESG Megaptera novaeangliae APDOGLET
Balgenaptens musculus OMNISTESE Physeter macrocephalus KB 393
Balgenapdend musolus ON25M 0D Phy=seter macrocepholus KUIESTI%g
Balmenaptens muscirlus ONZ5T903 Physeter macrocepholus MT&MIEM
Balgenapteng muscilus OMN25T90E Physeter macrocepholus Uane
Balaenoptens musculus ONISTo09 Physeter macrocephalus MCODIS 0%
Balgenaplteng muscilus OMZ5T10 Orcinus oo GUIETT
Balpenopiern physalus LHIIDE Orcinus orco GLETZS
Balpenopiern physalus KLST2E54 Orcinus orco GLEFZI?
Balpenoptera physalus KCS72857 Droinus oo GLMETIE
Bailpenoptern physalus KC572858 OrCinUS ot GUMATZIG
Balpenoptern physalus KLST2ESE

The maolecular identification was verified
by wsing the Maximum Likelihcod method and
General Time Reversible model (Nei & Kumar
2000), chosen after the model selection carried
oul on MEGAX (Kumaret al. 2018) using the AKAIKE
criterion. Support for nodes was evaluated
using the Bootstrap test wath 1000 replicates
(Felsenstein 1985). The percentage of trees in
which the associated taxa clustered together is
shown next to the branches. Initial trees for the
heuristic search were abtained automatically
by applying Neighbor-loin and Biol) algonthms
1o a matrix of pairwize distances estimated
using the Maximum Composite Likelihood (MCL)

approach, and then selecting the topology with
superior log likelihood value. A discrete Gamma
distribution was used to model evolutionary
rate differences among sites (5 categones (+G,
parameter = 0.2930)). The rate variation medel
allowed for some sites to be evolutionarily
invariable ([+1L #1.84% sites). The tree is drawn
to scale, with branch lengths measured in the
number of substitutions per site. All positions
containing gaps and missing data were
eliminated. There were a total of 199 positions
in the final dataset. Evalutionary analyses
wiere conducted in MEGA X (Kurmar et al 2018).
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Maximum likeliheod verification results are
presented as Supplementary Material

RESULTS AND DISCUSSION

Molecular Identification

The mest usual approach fer molecular species
identification is by far the DNA Barcoding
method (Hebert et al. 2003). Used for vertebrates,
invertebrates, plants, fungii, the DNA Barcoding
based an cytechrome C axidase and alternatively
using the cytochrame b for mammals, may lead
to misidentification for some celaceans species,
including two target species of this study,
Eubalaena spp. and Megaplera novaeanglioe
(Viricel & Rosel 2012, Silva et al 2021). Anjos et al.
(2023 ) recently suggested based on i silico data
the 165 rRNA could be used as a reliable marker
for the molecular identification of Antarctic
cetaceans. However, although we apted for
the use of 165 rRNA in the present manuscript
mainly due to its mitachondrial inheritance and
the ease of obtaining high guality sequences,
a consensus on what molecular marker shauld
be used for cetaceans identification is still
under debate, with several studies use different
molecular markers for cetaceans identification
such as the COI, the D-Loop, the cytochrome b,
and the 165 (Falcao et al 2017, Silva et al. 207,
Dalebout et al 1998, Kamal et al. 202, Jayasankar
2020). Additionally, the high copy number that
characterize the mitochondrial markers made
them a first choice for degraded samples such
as the bone fragments herein analyzed.

We successfully ebtained genamic DA from
all bene fragments recovered and submitted
to extraction with acceptable quantity values
(Table S1). However, among the 34 samples
abtained from Admiralty Bay, only four of them
amplified the partial 165 rRNA region (samples
B13, B23, B31, and B33) while all the remaining
failed in amplification. Obtained sequences

ANTARCTIC WHALES MOLECULAR | ERTIFICATION

were deposited in the GenBank database under
the accession numbers PRFI0SES (B13), PPTI0984
(B23), PFTR0985 (B31), and PR90986 (B33). Amang
the new retrieved sequences we successfully
identified three of them as Balaenoptera
musculus, the Blue Whale (samples B13, B31,
B33), and the remaining one as Baloenoptera
physalus, the Fin Whale (sample B23) [Figure 3
and Figure 51), based on 165 rRNA.

All the material analyzed in the present
manuscript had been exposed on the shores
of Eeller Peninsula for decades, since they
may be related to whaling remains [Kittel
2001). Altheugh the Antarctic environment
provides specific conditions favorable for the
conservation of these samples, considering the
low temperatures during all the year and the
thawing cycle during the wanter, handling these
samples still demands a specific and careful
appreach (Cavaleanti et al. 2015, 207

The recavery of DMA from bones submerged |
partially submerged in saltwater presents a
complex challenge due to patential modifications
to the bone structure caused by enwvironmental
and biological factors (Bertalini et al. 2022). Salt
ions absorbed during submersion can increase
the bone's parosity, leading to the breakdown
of collagen fram the hydraxyapatite matric This
increased porasity and callagen degradation can
atcelerate DNA degradation, as the nucleic acid
loses protection and stability normally provided
by the inorganic matrix (Bertolini et al. 2022).
Additionally, microscopic maring organisms can
contribute to bone structure alteration through
marine rmicrobaring, which partially dissolves
the mineral portion of the bone (Bertolini et
al. 2022). It is common that research groups
warking with such challenging samples test
several extraction protocols and kits, such as
the Qlaamp DMA Investigator Kit, based on the
use of silica columns to remove PCR inhibitors
and the purified DNA is then eluted with an
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Figure 3. Neighbor-Joining tree (K2P) of Antarctic occurring whales based on partial 165 rRNA (bootstrap x1000)

and newly determined samples (red arnows).

elution buffer under alkaline conditiens and
low salt concentration. Modifications based on
this protocel are also common but the abtained
results are usually used far small fragment
profiling such as STR methods rather than
Sequencing.

The exposure effects of bone remains
to degrading environmental conditions have
been investigated including different agents,
such as UV expasition, high levels of humidity,
temperature, and prolonged burial {Perry
el al. 1988, Schwartz et al. 1991, Alaeddim et
al. 2010). In addition, the difference in bone
structure, such as those rich in ail, large rigid
banes or waterlogged, may cause differences
in DHA conservation state (Cartozzo et al. 2018,
Alaeddini et al 2010, Krestoff et al. 2031).

Although the cold climate in Antarctica may
aid the conservation of DNA in old bones, the
exposure to degrading agents could fragment
the mitechondrial regions commenly used for
species identification (¢f COI, 1685, 125, and
the cytochrome b gene] might not be simple
to sequence (Hebert et al. 2003, Milinkawiteh
et al. 1994, Mitani et al 2009, Speller et al.
2016, Willerslev et al. 2004, Vences et al 2005)
This seems to be the case for our challenging
samples regarding the difficulty observed for
amplification and sequencing.

Whaling activities in Admiralty Bay and its
relation to the bone fragments found in Keller
Peninsula

The present whale remains analyzed represent
only a portion of whales cawght near King
Gearge lsland, given that there is no register
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of whaling stations inside the Admiratty Bay
and the processing of whales infbally were
only possible with faclties provided by shore
statians. Until the first cperation of a factory
ship in the region, in 1306, with the Admirokan
(Rakusa-Suszerewshi 15998), availing that the bay
prosided ideal conditians for foating factories
(Tgrnes=en & johnsen 152). The capture of large
rorquals became possible with the advanoe of
techinologies and techinigues of whaling, ssch as
sieam engires and explosive harpoons. These
clemients improved the capacity o catch Lwger
ard faster rarquals, allied with the refinement
of whaling techniques, such as the injection
of compressed air in the head to inorease the
carcasse bwoyancy and awvaid losing the hunt
product simking after death (Vighi et al 2020}
The air compressicn and the decapitation before
fienzing could be the erwablers for big and homy
pieces being washed ashore, although many
others must be in the seabed.

The obtsined sample identifications ane
consistent with the massive capture of rarguals
in Anmtarctica during the whaling period, from
1904, until its prohibition in 1982, and the Sowiet
illegal hurt, until 1972 {Branch 2007a, Gapham
et al. 1999, Thamas et al 2076, Ténnessen &
lahinsen 19820 In addition, the absence of
Humpback is also measonshle, sinoe they were
ma longer the main targets when the whalers
seitied in Admiralty Bay (Ténnessen & johnsen
19&2, Kittel 2001, Clapham & Baker 20181 It is
estimabed that during the 30th centurg, a high
rumber of rorquals were caught, with ower
360,000 blee whales and 725000 fin whales, in
the sowthern hemisphere (Clapham & Baker
2001). These numbers may be underestimabed,
cansidering that a great number of cabches was
ineffickent, ending on the whale being ‘struck
bart Lost, or severely injured, and these whales
kilked in failure capiurings were not reporied
[Vighi et al. 20200

ANTARLTIC AWML ED MR LIRS EINTIFeCATal

Recent observation regisiers and acowstic
detection of Amtarctic Blue whales for the
region are lacking, making its distribution
ardd abumdance poarly understood {Bassoi et
al. 30M9, Branch 2007a), shil, the main feeding
grounds known for Antarctic Blue whales ane
in the circumpalar belt {Rice 19598). The scace
obsernation of these gisnt animals. near South
Shetland Islands and its presence in samples
probably reflects the impact of the exploitation
on their abundance in the regian. Despite these
whisles being under probection (Clapham et al.
1955, lvashchenko & Clapham 30Ms), Branch
12004, 2007a, 3007h) estimated that the speoes’
current abundance is sill less tham T4 of the
priginal, with about 1700 indniduals (Stacey
F032] However, studies o evaluate the retum
of Blue whales ta this historical hotspat ane still
needed, such & it have Been made for oiber
species and locations {lackson ot al. 2020).
Fegardless of being one of the most explorted
species, Fin whales” current abundance is
abpout 38,200 imndividuals im Antarctica and
they are commanky observed and regstered
seazanally in Antarctica peninsuls (Burikhardt
& Lanfredi 2012, Sirowic et al 2004, 3005). These
cosmapolitan whales, were hunied in the region
uritil the level of exploitation far exceeded the
sustainabie yield of the populations, resslting in
the collapse of whaling operations.

CONCLUSIONS

Degraded and aged samples have always been
a challenge for KA typing In the presemt
manuscript wae ssccessfully esdracted, amplified
and sequenced DA from bone frgments lefton
a mearty manne ervironment since the modem
whaling period in Antarctica. The speofic
identification of two species of Boimenopiera
18, muscuiws and 8. physalus) from hewly
weathered fragments itself is remarkable
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regarding the harsh environment faced by these
baene remains along the last decades The record
of these species do also support the historical
oceurrence of them in the Admiralty Bay or
nearby areas.

Blug and fin whales™ current presence in
Admiralty Bay still needs mare obserations and
studies Lo be conclusive. However, it is clear that
their abundance and distribution has reduced in
the whale world due to whaling, and also within
the Admiralty Bay, as illustrated in the num ber of
bones in Antarctic shores and herein confirmed
with the use of molecular techniques. Although
the degraded samples represent an obstacle
for DNA typing, methads using small fragments
such as STR-CE or those using massive parallel
sequencing (MPS) could be used to enhance
recovery of DNA fragments from these samples.

Finally, this study represents one more
step to understand the history of Antarctic
whaling on Admiralty Bay, showing that we
can still scientifically gather information from
the biological remains of this period, showing
how the impacts of these past anthropogenic
activities over the hunted whales species still
influence the present day distribution of these
species in the study area
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