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Resumen

Basados en la existencia de un polimorfismo en general modesto, varios estudios sugieren
que la seleccion balanceadora en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase
I, es mas débil en los mamiferos marinos que en los terrestres. En este trabajo
investigamos esta seleccion diferencial del exon 2 del gen DQB del MHC entre los taxones
Cetacea, Artiodactyla y Primates contrastando indicadores de evolucion molecular como
presencia de polimorfismos transespecificos, patrones de longitud de ramas filogenéticas
por posicion de codon, tasas de sustituciones no sinénimas y sindénimas asi como la
acumulacién de sitios variables en las muestras de alelos analizadas. Estos indicadores se
compararon entre el DQB y el gen mitocondrial del citocromo b como una referencia de
expectativas de neutralidad y de diferencias entre relojes moleculares debidas a la historia
de vida y la demografia histérica. Asi mismo, se analizaron los perfiles de hidropatia y la
estructura secundaria resultante de cada secuencia de DQB en el estudio. Todos los
indicadores de evolucion molecular mostraron que la seleccion balanceadora sobre el DQB
es mas variable y en general mas débil en los cetaceos. En nuestro muestreo, los zifidos, el
cachalote, los monoddntidos y la marsopa sin aleta formaron un grupo con bajo
polimorfismo del DQB mientras que los misticetos mostraron una alta variacion del DQB
similar a la de mamiferos terrestres, asi como una alta presencia de polimorfismos
transespecificos. Distintos delfines aparecieron en ambos grupos. Una mayor variacion en
la seleccidn sobre el DQB de los cetaceos puede relacionarse a una mayor estocasticidad en
su demografia histérica y por lo tanto, a una mayor complejidad de la ecologia general y los
procesos de enfermedad de estos animales. En cuanto al analisis de la estructura secundaria
del DQB, aunque no se observa un patrén distintivo entre los perfiles de hidropatia entre
mamiferos marinos y terrestres, existe una mayor variacion en los marinos. La
conservacion de la estructura secundaria del DQB observada en todos los mamiferos
analizados sugiere que, a pesar de que algunas especies presenten menores niveles de

polimorfismo, la funcionalidad en el PBR parece mantenerse.
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Abstract

On the basis of a general low polymorphism, several studies suggest that balancing
selection in the class Il major histocompatibility complex (MHC) is weaker in marine
mammals as compared with terrestrial mammals. We investigated such differential
selection among Cetacea, Artiodactyla, and Primates at exon 2 of MHC-DQB gene by
contrasting indicators of molecular evolution such as occurrence of transpecific
polymorphisms, patterns of phylogenetic branch lengths by codon position, rates of non-
synonymous and synonymous substitutions as well as accumulation of variable sites on the
sampling of alleles. These indicators were compared between the DQB and the
mitochondrial cytochrome b gene (cytb) as a reference of neutral expectations and
differences between molecular clocks resulting from life history and historical demography.
Also, DQB hydropathy profiles and secondary structure were analyzed for all sequences in
the study. All indicators of molecular evolution showed that the influence of balancing
selection on the DQB is more variable and overall weaker for cetaceans. In our sampling,
ziphiids, the sperm whale, monodontids and the finless porpoise formed a group with lower
DQB polymorphism, while mysticetes exhibited a higher DQB variation similar to that of
terrestrial mammals as well as higher occurrence of transpecific polymorphisms. Different
dolphins appeared in the two groups. Larger variation of selection on the cetacean DQB
could be related to greater stochasticity in their historical demography and thus, to a greater
complexity of the general ecology and disease processes of these animals. Regarding the
secondary structure analysis of the DQB, although no distinctive patterns were observed
between marine and terrestrial mammals’ hydropathy profiles, marine mammals showed
more variation. The conservation of the DQB secondary structure in all mammals analyzed
suggests that; in spite some species have lower levels of polymorphism, PBR functionality

seems to be maintained.
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Capitulo 1

Biologia del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad y de los procesos de
enfermedad y mortalidad de los mamiferos




1.1 Introduccidn

La constante evolucién del sistema inmune ha permitido el desarrollo de defensas
adecuadas contra agentes invasores, que se encuentran cambiando continuamente. La
respuesta inmune adaptativa involucra a varias células, dentro de las cuales destacan las
células presentadoras de antigeno (CPA) vy las céelulas T, que controlan las acciones contra
un amplio espectro de dichos agentes, Las CPA presentan moléculas del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) de manera que las células T las
reconozcan como antigeno y puedan llevar a cabo la respuesta inmune (Cemerski y Shaw,
2006). Los genes clase | y Il del MHC presentan los loci codificantes conocidos mas
polimdrficos que se han reportado en el grupo de los vertebrados, en algunos casos con mas
de 200 alelos reportados para algunas especies (Potts y Wakeland, 1990).

Debido a que las moléculas del MHC acttian como estructuras presentadoras de antigenos,
el repertorio particular de moléculas de MHC de un individuo determina el repertorio de
antigenos al cual los linfocitos T pueden responder (Goldsby et al. 2003). Por esta razon, se
dice que el MHC determina en parte la respuesta inmune de un individuo hacia antigenos
de organismos infecciosos, y por tanto, se ha asociado a la susceptibilidad a enfermedades y
en el desarrollo autoinmune (Potts y Wakeland, 1990; Edwards y Hedrick, 1998; Goldsby
et al. 2003). EIl MHC ha sido estudiado principalmente en humanos (Homo sapiens;
complejo — HLA) y en ratones (Mus musculus; complejo H — 2) (Goldsby et al. 2003), sin
embargo, el creciente interés por este complejo a raiz de las implicaciones que este puede
tener sobre la viabilidad de algunas poblaciones silvestres (O'Brien et al. 1985), ha
estimulado un aumento en el nimeros de trabajos sobre especies silvestres (Bernatchez y
Landry, 2003).
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1.2 EI Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)

Las moléculas del MHC son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Los
componentes principales extracelulares de estas moléculas son dos: un “peddnculo”
(dominio de la inmunoglobulina) que ancla la molécula a la membrana de la célula, y un
receptor, con forma de canastilla, llamado la regién de union del péptido (PBR — peptide
binding region) (Edwards y Hedrick, 1998). Las moléculas de clase | consisten en una larga
cadena de una glicoproteina con 3 dominios extracelulares, un segmento transmembranal, y
una B2 — microglobulina, la cual es una proteina con un solo domino. Las moléculas de
clase Il estdn compuestas por dos glicoproteinas asociadas no — covalentemente, las
cadenas a y P, codificadas por diferentes genes (Figura 1) (Goldsby et al. 2003). La
regulacion transcripcional de las moléculas clase | y Il se encuentra relacionada, directa o

indirectamente, con la funciones defensivas del sistema inmune (Roitt y Delves, 2001).

Las moléculas de las clases | y Il presentan antigenos a las células T. Las moléculas de la
clase | presentan antigenos procesados enddégenamente a células T CD8 y son expresadas
por la mayoria de las células somaticas. Las moléculas de la clase Il presentan antigenos
procesados exdgenamente a células T CD4 y son presentadas unicamente por células B,

macrofagos, y células dendriticas (Goldsby et al. 2003).

El MHC de clase 1 y Il se encuentra separado en diferentes regiones o loci (Figura 2), la
nomenclatura que se utiliza para definir los loci del MHC en especies silvestres es
generalmente la misma del complejo HLA, donde las moléculas de clase | se dividen en B,
C, y A; mientras que las moléculas de clase Il se dividen en DP, DQ y DR, donde cada
region se divide a su vez en cadenas o y B (Roitt y Delves, 2001). Las proteinas de cada
region de las clases I y 11, son codificadas por exones separados. El juego de alelos de cada
loci forma un haplotipo especifico, parte del cual es transmitido por cada uno de los padres.
En poblaciones con apareamiento aleatorio, la descendencia puede ser heterdciga en
muchos loci con la expresion de los alelos de ambos padres (codominancia) (Goldsby et al.
2003).

Pagina | 5



“}:
%

ST

-

Fig. 1 Estructura de la molécula MHC clase Il. La molécula de MHC clase 11 est4d compuesta por dos cadenas
polipeptidicas diferentes (alfa y beta) las cuales estan asociadas de manera no covalente. Los extremos alfa 1
y beta 1 del extremo amino terminal de las moléculas de clase Il interaccionan y forman la hendidura de union
al péptido, estructuralmente similar a la de clase 1. En las moléculas de clase 11, los extremos de la hendidura

de unién al péptido estan abiertos, de manera que pueden unirse péptidos de 10 a 20 residuos.

Los sitios PBR son altamente polimorficos (Roitt y Delves, 2001) y se han identificado
cientos de variantes alélicas para las clases | y Il en los humanos, sin embargo se debe
apuntar que un individuo s6lo expresa una pequefia parte de dicha variabilidad, hasta 6
alelos de la clase I y 12 alelos de la clase Il. La union entre el péptido y la molécula de
MHC se considera promiscua, ya que una molécula de MHC se puede unir a numerosos
péptidos y algunos péptidos se pueden unir a varias moléculas de MHC. Los ligandos
peptidicos son sostenidos por una larga y extendida cadena que corre a lo largo de un surco,
las moléculas de clase | presentan un surco cerrado en ambos extremos, por lo que
reconocen ligandos de 8 a 10 aminoacidos; mientras las moléculas de clase Il presentan un
surco abierto que les permite reconocer ligandos de 13 a 18 aminoéacidos. La variacion a lo
largo de la cadena polipeptidica del MHC no se encuentra distribuida aleatoriamente, sino

que se encuentra agrupada en algunas zonas de poca longitud, por lo general en los
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dominios al y a2 de la clase I; y en los dominios al y B2 de la clase II, estas zonas
coinciden con los PBR, por lo tanto el exon dos del gen DQB de las moléculas de clase 11
del MHC es considerado como un PBR. La localizacion de tantos amino acidos
polimorficos dentro de los sitios de unién a los antigenos procesados sugiere fuertemente
que la diferencias alélicas contribuyen a las diferencias observadas en la capacidad de las
moléculas de MHC a interactuar con un péptido antigénico especifico (Goldsby et al.
2003). Los loci de la cadena beta de los alelos de la clase 11 del MHC, son extremadamente
polimorficos, lo que les confiere una caracteristica Unica a este conjunto de moléculas
(Lundberg y McDevitt, 1992).

DP DO DM DO DQ DR

Human - S

o poba o o P B Bappa BBB B«
A E
Mouse — 45— B
p o o o BB B BB a Bpoadbp
H B D
Rat 41— B |
B a o o B B B o B P
Pig —Lfl o P
B @ a p i BB o pBBpa
Cat i H——H-—1 HE HH--
B o o o P p BBoaPBPphoag
DI DY
cow JHHHEHH—1 | H H i —
p B o o B B B a PBP o
Btlocus Y-locus
Chicken —f— —HHH
a B B u B B B

Fig. 2 Genes ort6logos clase Il en mamiferos. En general, los genes clase Il DP, DO, DM, DQ, y DR se
conservan entre los mamiferos, pero el nimero de genes alfa y beta en estos loci es altamente variable debido
a duplicaciones locales intraespecificas. Los genes son representados por cajas negras; los pseudogenes estan
en gris. Las letras que se muestran arriba de algunos grupos indican la nomenclatura especifica para ciertas

especies, por ejemplo, A representa al H2-A y E representa al H2-E. Tomado de Kumanovics et al. (2003).
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Por lo hasta lo que ahora se conoce en los mamiferos placentados, los genes del MHC clase
Il DP, DN, DM, DO, DQ, y DR codifican glicoproteinas de unién a péptidos. Los genes
DP, DM, DQ y DR usualmente codifican para una cadena alfa y una cadena beta. En
algunos artiodactilos, los genes DP se sustituyen por los genes DI y DY (Figura 2). El
arreglo general de los genes del MHC clase Il se conserva entre los grupos de mamiferos
aunque en algunas especies algunos genes se han perdido y el nimero de genes alfa y beta
es variable (Beck y Trowsdale 1999; Takahashi et al. 2000; Goldsby et al. 2003;

Kumanovics et al. 2003).

1.3 Sistematica breve de los mamiferos marinos

Los mamiferos marinos son un grupo polifilético (Figura 3) en donde cuatro clados de
mamiferos placentados desarrollaron adaptaciones para la vida en los océanos de manera
independiente. Los mamiferos marinos incluyen a los pinnipedos (lobos, focas y morsas),
cetaceos (ballenas y delfines), sirenios (manaties y dugongos) y los extintos desmostilios
(Rice, 2009).  Actualmente se reconocen alrededor de 126 especies de mamiferos marinos:
86 cetaceos, 36 pinnipedos, 4 sirenios. Algunos autores incluyen en este grupo, dos
especies de nutrias, el 0so polar e incluso el murciélagos pescador (Jefferson et al. 2008)
debido a que son organismos que su vida y alimento dependen enteramente del medio
marino. A continuacién se presenta una breve descripcion de cada uno de los grupos de

mamiferos marinos.

Cetaceos

El orden Cetacea tradicionalmente incluye tres subodrdenes: el extinto Archaeoceti y los
recientes Odontoceti (cetaceos con dientes) y Mysticeti (cetaceos con barbas). Se cree
comunmente que la evolucion de los cetaceos ancestrales a la vida terrestre a la acuética
ocurrio a partir de rapidas y drasticas adaptaciones. Las marcadas disimilitudes entre
odontocetos y misticetos hicieron dificil para los primero cetélogos establecer el orden
Cetacea como un grupo monofilético (Arnason et al. 2004), Sin embargo, estudios
morfolégicos y moleculares han permitido constatar el origen monofilético de los cetaceos,
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asi como revelar que los artiodactilos (mamiferos de dedos- pares con pezufias) son sus
parientes vivos mas cercanos (Irwin y Arnanson, 1994; Arnason y Gullberg, 1994).
Algunos autores colocan a los cetaceos dentro del mismo orden Artiodactyla como grupo
hermano de Hippopotamidae bajo un supraorden denominado Cetartiodactyla (Rice, 2009).
Esta relacion ha sido a su vez apoyada por otros estudios con genes nucleares (Gatesy,
1997) y estadisticamente por medio del analisis de genomas mitocondriales completos
(Ursing y Arnason, 1998). Analisis con estos genomas mitocondriales, sugieren que los
cetaceos actuales se originaron en un radiacion evolutiva hace 30 — 35 millones de afios
atras (Arnason et al. 2004), contando actualmente con 13 familias que incluyen: ballenas
francas, rorcuales, cachalotes, zifios, delfines (marinos y de rio), marsopas, entre otras
(Rice, 2009).

Pinnipedos

En el pasado, los pinnipedos se consideraban como un orden distinto a los carnivoros
terrestres (Carnivora), denominado Pinnipedia. Recientes analisis moleculares y
morfologicos indican que los pinnipedos son un grupo monofilético pertenecientes al
suborden Caniformia del orden Carnivora (Rice, 2009; Berta et al. 2006). La mayoria de los
autores considera como los parientes mas cercanos a este grupo a los carnivoros arctoides,
con la mayoria de la evidencia apoyando la union de los pinnipedos y de los Ursidos (0sos y
sus parientes extintos), aunque algunos estudios revelan que este grupo podria estar
emparentado con la familia Mustelidae (Berta et al, 2006). Este grupo consta de 36 especies
clasificadas dentro de tres familias: Otarioidea (lobos marinos y lobos finos), Odobenidae
(morsas) y Phocoidea (focas) (Rice, 2009).

Sirenios

Durante muchos afios, debido a su similar apariencia a los cetaceos, los sirenios fueron
considerados “cetaceos herbivoros”. Sin embrago, estudios modernos han revelado que los
sirenios, junto con los extintos Desmostylia, son miembros marinos del superorden
Tethytheria, el cual también abraca a los elefantes (orden Proboscidea) y algunos otros
grupos extintos (Berta et al. 2006). La monofilia de los sirenios es ampliamente aceptada y

el grupo de los elefantes se consideran sus parientes vivos mas cercanos (Rice, 2009).
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Fig. 3 Filogenia de mamiferos, mostrando la posicion de los tres 6rdenes de mamiferos marinos. Tomado de
(Benton, 2005)

1.4 Los mamiferos en el ambiente marino

Distribucion

Los mamiferos marinos han colonizado una vasta variedad de ambientes acuaticos que van
desde rios y areas costeras hasta las aguas abisales y del ecuador hasta los polos. Con
excepcion del oso polar (Ursus maritimus), el manati del Amazonas (Trichechus manatus
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manatus) y algunos misticetos, que pueden pasar largos periodos sin consumir alimento, los
mamiferos marinos necesitan comer a lo largo de todo el afio. Por lo tanto, su distribucion
se encuentra cercanamente relacionada con la de su comida. Algunas especies tienen
requerimientos muy especificos de su habitat, por ejemplo, en el caso de los pinnipedos y

nutrias que requieren de tierra firme o hielo para reproducirse.

Existen especies de mamiferos marinos que presentan distribucion cosmopolita, esto
significa que se encuentran en todo el mundo como la ballena jorobada (Megaptera
novaengliae) y la orca (Orcinus orca). Algunas especies aunque no se encuentren en todos
los océanos, se pueden considerar de distribucion amplia, ya que se encuentran en alguna
cuenca oceanica, como es el caso de algunas especies del género Stenella. Algunas otras
presentan distribucion circumpolar, que se refiere a la distribucion a altas latitudes en
alguno de los dos polos como el narval (Monodon monoceros), la beluga (Delphinapterus
leucas), la ballena franca del hemisferio sur (Eubalaena australis), la foca de Weddell
(Leptonychotes weddelli) y la foca elefante del hemisferio sur (Mirounga leonina). Algunas
especies tienen distribucion circumpolar estacionalmente como la orca, la ballena jorobada,
el rorcual de aleta (Balaenoptera physalus), y cachalotes machos (Physeter

macrocephalus).

Otras especies como la ballena de Bryde (Balaenoptera edeni), se encuentran en aguas
tropicales a ambos lados del ecuador, distribucion denominada pantropical. Asi mismo
todas las especies del orden Sirenia (manaties y dugongos) y las focas monje del género
Monachus presentan distribuciones tropicales restringidas a localidades costeras.

La distribucion costera suele incluir a las areas de aguas adyacentes a la costa sobre la
plataforma continental. Algunas de las especies que presentan esta distribucion pueden
llegar a ser tan especializadas que incluso se les puede llegar a considerar de distribucion
fluvial, como es el caso de los delfines de rio y los manaties. Algunas especies con
distribucion costera que presentan especializacion “anfibia” ya que pasan alguna parte de su

vida en tierra, como es el caso de los pinnipedos, nutrias y 0sos polares.
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Las especies que viven en mar abierto, ya sea por una temporada o por toda su vida, son
denominados como peldgicos. Los cachalotes y muchas especies de zifios como el de
Cuvier (Ziphius cavirostris), presentan este tipo de distribucion, sin embargo, también
muchas especies de pinnipedos como las focas elefante del género Mirounga pasan una
buena parte de su vida en mar abierto. Las especies pagofilicas (ama — hielo) que
comprenden muchas especies de pinnipedos como la foca de Weddell, asi como algunos
cetaceos como la beluga y el narval, se distribuyen exclusivamente en regiones de hielos

perpetuos (Reeves et al. 2002).

La alta diversidad de ambientes que ocupan los mamiferos marinos, aunado a la mezcla e
intercambio de estos ambientes, ya sea de manera estacional o por estadio de vida (especies
migratorias, anfibias, fluviales, etc.), forman una amplia gama de factores y presiones

ambientales que pueden estar alterando la evolucion de este grupo.

Alimentacion

Los mamiferos marinos tienen formas de alimentacion y dietas muy diversas con
variaciones considerables incluso dentro de una misma especie. Existen especies
herbivoras como los manaties, que se alimentan de pastos marinos que se encuentran cerca
de la costa. Los misticetos al desarrollar barbas en vez de dientes, se han tornado hacia la
alimentacion de tipo planctéfaga, consumiendo enormes cantidades de crustaceos llamados
krill en zonas de alta productividad. ElI consumo de organismos que se encuentran en el
necton es llevado a cabo principalmente por delfines, zifios, y pinnipedos que consumen
peces, calamares y otros organismos. A los mamiferos marinos que se alimentan
principalmente de moluscos, como las nutrias y morsas (Odobenus rosmarus) se les conoce
como malacofagos.. Finalmente las especies sarcofagas son aquellas que consumen carne
roja, de las cuales la orca es su representante mas destacado, y el oso polar y algunas
especies de focidos también basan su ingesta en este tipo de alimento (Reeves et al. 2002).
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1.5 La mortalidad en los mamiferos

La mortalidad, ya sea por patdgenos o por otros agentes, juega un importante papel en los
patrones poblacionales de los mamiferos marinos, y puede ser causada, de acuerdo con

Geraci y Lounsbury (2009), por:

Fallas reproductivas

Estas se refieren a la muerte de individuos recién nacidos por abortos y nacimientos
prematuros, el riesgo que aumenta en madres primerizas y por los estados nutricional y de
salud deficiente de las madres. Los pinnipedos, osos polares y nutrias son altamente
susceptibles a este tipo de muerte por su dependencia de presas especificas y por la
incidencia de patdégenos como el morbillivirus que puede llegar a provocar abortos
espontaneos y una alta tasa de muertes de crias. Otras causas de mortalidad en neonatos son

defectos congénitos, abandono, depredacion, lesiones, perturbacion e inexperiencia.

Inanicion

Es una de las causas mas comunes de mortalidad en mamiferos marinos jovenes (Geraci et
al. 1999). Factores como la edad, la reserva de grasa, la tasa metabdlica, las demandas,
energéticas o la salud en general, determinan cuanto puede sobrevivir un animal sin
comida. Animales grandes, con bajas tasas metabolicas, como los misticetos (ballenas con
barbas), sobreviven mas tiempo que aquéllos con altas demandas energéticas, como las
nutrias marinas. Las crias recién nacidas dependen del estado nutricional de la madre, por
lo que la disponibilidad de alimento influye en el adecuado crecimiento de las crias. La
muerte por inanicion se debe a hipotermia, agotamiento, enfermedades causadas por

desnutricion, infeccion de parasitos o invasion de patdgenos oportunistas.

Efectos ambientales directos
La mortandad puede ser ocasionada por condiciones climaticas extremas, como largos
periodos de bajas temperaturas, que han ocasionado la muerte de muchos manaties (T.

manatus latirostris); por tormentas, que llegan a arrojar a los pinnipedos contra la costa; o
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bien por cambios en la cobertura de hielo, que pueden provocar el aprisionamiento de

algunos cetéceos.

Trauma

Las lesiones que tormentas, depredadores, encuentros agresivos o actividades humanas
ocasionan pueden conllevar a la muerte de algunos organismos. En algunas zonas de
reproduccion de pinnipedos, muchas crias mueren a causa de aplastamientos y lesiones por
el transito de individuos adultos. Una de las mayores causas de mortalidad en mamiferos
marinos, en general, fue y es la caza ballenera la cual ha reducido considerablemente los
tamafos poblacionales de la mayoria de las especies. Las lesiones a los manaties, producto
de colision con embarcaciones causan la muerte de muchos individuos al afio. El
enmallamiento de pinnipedos y cetadceos costeros en redes pesqueras son una causa

importante de mortalidad.

Depredacion
Otra causa de mortalidad en mamiferos marinos es la depredacion de pinnipedos y crias de
cetaceos por tiburones, otros cetaceos (orcas. O. orca) u otros pinnipedos (focas leopardo.

Hydrurga leptonyx).

Parasitos

Después del destete, practicamente todos los mamiferos marinos presentan algun tipo de
parasito. Existen parasitos dafinos que pueden llegar a causar la muerte de pinnipedos
como algunos gusanos (Uncinaria lucasi); y algunos nematodos del género Crasicauda y
treméatodos del género Nasitrema pueden afectar a algunos cetaceos. Estos efectos dafiinos

se pueden acentuar por efectos de estrés, desnutricion y lesion.

Desdrdenes metabolicos
Las alteraciones en la secrecion de la aldosterona por la corteza adrenal provocadas por
estrés, desnutricion o enfermedades pueden provocar la muerte por pérdida de apetito y

desorientacion.
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Tumores
Pueden ser provocados por desbalances hormonales, virus, defectos hereditarios o agentes
fisicos y quimicos. Las belugas (D. leucas) del Golfo de San Lorenzo, presentan una alta

incidencia de tumores debido a la gran cantidad de desechos de toxicos arrojados al mar.

Varamientos

Se definen como la aparicién en tierra de animales acuaticos enfermos, débiles, o
simplemente perdidos. La mayoria de estos animales muere rapidamente. Algunos
varamientos individuales son producto de alguna enfermedad o ingestion de basura marina.
El grupo de los cetaceos es el grupo mas susceptible a este tipo de mortalidad. Los
varamientos masivos se ocurren cuando dos 0 mas animales aparecen en tierra al mismo
tiempo y en el mismo lugar. Estos eventos ocurren con mucha frecuencia en especies de
odontocetos con estructuras sociales complejas como los calderones (Globicephala spp),
los cachalotes (P. macrocephalus), pseudorcas (Pseudorca crassidens) y delfines de
costados blancos del Atlantico (Sagmatias acutus). Los animales generalmente mueren por
sofocamiento, insolacion, fatiga respiratoria, falta de circulacion sanguinea o colapso

vascular.

Biotoxinas
La ingestion de peces e invertebrados con altas concentraciones de toxinas acumuladas por
florecimientos de dinoflagelados y algas, como la marea roja (Gymnodinium brevis), ha

sido la causa de muertes masivas de toninas y manaties en el Golfo de México.

Alteracion del habitat.

El impacto que tienen las actividades antropogeénicas sobre el ambiente marino se debe de
tomar en cuenta cuando se evallan los riesgos a nivel inmunol6gico, como es el caso de la
nutria marina (E. lutris nereis) que comienza a presentar cada vez mas casos de encefalitis a
causa de infecciones por Toxoplasma gondii a causa de la creciente poblacion de gatos
portadores de la enfermedad (Miller et al. 2002), o del aumento en la cantidad de desechos
arrojados al océano que contengan quimicos inmunotdxicos que facilitan la aparicion de

enfermedades en niveles troficos altos, como es el caso de los mamiferos marinos (Ross et
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al. 1996; Ross, 2002). Los derrames petroleros han causado la muerte de muchos
mamiferos marinos ya sea por ingesta del crudo o por destruccion, aunado a la pérdida de la
capacidad de algunas especies de pinnipedos y nutrias para termo regular a través de su

pelaje.

Patogenos

Bacterias. Los cachorros de varias especies de pinnipedos son altamente susceptibles a
infecciones de Streptococcus spp y Corynebacterium spp., durante la época de muda. La
reciente invasion de cepas de Mycobacterium tuberculosis en poblaciones silvestres del
lobo marino de Nueva Zelanda, a partir de poblaciones de lobos en cautiverio, ha tenido

efectos severos sobre los tamafios poblacionales.

La mayoria de los patdgenos reportados para las orcas son de baja virulencia o presentan un
bajo riesgo de generar una epizootia, mientras que para el resto de los odontocetos, el
numero es un poco mayor (Gaydos et al. 2004). Por otra parte se ha informado que en los
mamiferos marinos existen dos cepas de bacterias Gram—negativas de origen terrestre del
género Brucella que los infectan, una se identificd como B. cetaceae que infecta cetaceos y
la otra se identificé como B. pinnipidiae que infecta a pinnipedos. Esta bacteria altera el
nivel reproductivo por medio de la esterilizacion de sus portadores, eliminando individuos

reproductivos de las poblaciones naturales (Cloeckaert et al. 2003).

Hongos. Son los patdgenos que tienen el menor efecto sobre los mamiferos marinos,
algunas cepas que causan infeccion pertenecen a los géneros Candida, Aspergillus,
Cocidioides, Blastomyces, Histoplasma, Fusarium, Nocardia y Loboa spp. Esta ultima
provoca infecciones lobomicéticas en toninas (Tursiops truncatus) y tucuxis (Sotalia
fluviatilis) asociadas a la gente que habita en zonas costeras de América central y del sur,

pero aun no se conoce su medio de transmision.
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Muertes masivas causadas por epizootias.

Existe un buen numero de informes de muertes masivas de mamiferos marinos a causa de
algin brote epizootico como el caso de la Phoca vitulina en Europa (Harwood y Hall,
1990), y de T. manatus (Bossart et al. 1998). Otros casos de epizootias provocadas por el
morbilivirus canino, CVD son: la muerte de 5,000 — 10,000 Focas del Lago Baikal (Pusa
sibirica) (Grachev et al. 1989) en 1987 — 1988; 10,000 Focas del Mar Caspio (Pusa
caspica) en 2000 (Kennedy et al. 2000); y probablemente de cerca de 2,500 Focas
cangrejeras (Lobodon carcinophagus) en la Antartida en 1955 (Laws y Taylor, 1957;
Bengston et al. 1991).

Se han reportado eventos de mortalidad masiva en cetaceos provocada por un virus analogo
al CDV, especifico para especies de delfines Ilamado el morbilivirus de delfines (DMV =
Dolphin Morbillivirus) el cual ha desencadenado la muerte de varios miles de delfines
listados (Stenella coeruleoalba) en el Mar Mediterraneo de 1990 — 1992 (Domingo et al.
1990) que posteriormente se expandié e infectd a una poblacién Delfines comunes
(Delphinus delphis) del Mar Negro en 1994 (Birkun et al. 1999). Este virus ha sido
encontrado tambiéen en tejidos de Toninas (T. truncatus) provenientes del varamiento de
alrededor de 750 animales a lo largo de la costa este del los Estados Unidos entre 1987 —
1988 (Lipscomb et al. 1994).

Un cuarto tipo es el morbilivirus de las marsopas (PMV = Porpoise Morbillivirus) el cual
ha sido encontrado en Toninas muertas del Golfo de México en 1993 y en un varamiento de
Marsopa comun (Phocoena phocoena) en el Mar Irlandés en 1994 (Kennedy et al. 1988;
Taubenberger et al. 1996). Los virus DMV y PMV, son antigénicamente similares y
representan diferentes cadenas del morbillivirus cetaceo (CMV) el cual se ha reportado en
varamientos infectando algunos individuos en varias especies de cetaceos, sin embargo, sus
efectos en términos de la mortalidad de las poblaciones naturales no han sido bien

comprendidos (Reynolds 111 et al. 2005).

Las bacterias también pueden tener efectos dafiinos en las poblaciones naturales de

mamiferos marinos, la bacteria Leptospira pomona fue detectada desde 1970 en
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poblaciones del Lobo Marino de California (Zalophus califonianus) y desde entonces se
han reportado eventos de mortalidades masivas periddicas a lo largo de la costa norte de
California cada 4 afios (Vedros et al. 1971; Gulland et al. 1996). A pesar de esto, la
poblacion de lobos marinos de California ha mantenido un aumento de cerca del 10% anual
en su tamafo poblacional (Forney et al. 2000). Otro caso es una bacteria gram — negativa
pleiomdrfica que infecta a cachorros del Lobo marino de Nueva Zelanda (Phocartos
hookeri) y que maté a casi el 60% de la camada de 1998 reduciendo a su vez el 5% de la

camada del afio siguiente (Reynolds Il et al. 2005).

1.6 Mortalidad y MHC

La dependencia de la respuesta inmune de las moléculas de la clase Il del MHC refleja el
papel central que estas moléculas juegan al presentar antigenos a las células T. Los
multiples factores genéticos y ambientales tienen varios papeles en el desarrollo de una
enfermedad donde el MHC juega un papel importante mas no exclusivo, donde la
combinacion de varios genes son los que generan la respuesta inmune. Las diferencias
alélicas pueden tener efectos sobre la susceptibilidad a enfermedades de dos formas: por la
capacidad de la molécula de MHC de presentar un antigeno; o por la capacidad de las
células T de reconocer a las APC (Goldsby et al. 2003). EI genotipo del MHC puede tener
una influencia baja en la susceptibilidad hacia enfermedades especificas de individuos, pero
la suma de varias influencias modestas puede llevar hacia la seleccion de una clase
genotipica sobre otra. Diferencias aparentemente pequefias en el vigor ocasionadas por
enfermedades, pueden ser ampliadas a grandes diferencias en la adecuacidn generadas por
competencia intraespecifica (Potts y Wakeland, 1990).

Las enfermedades asociadas a alelos del MHC particulares incluyen los desordenes
autoinmunes, algunas enfermedades virales, desordenes en el sistema de complemento,
algunos desdrdenes neuroldgicos y algunas alergias. El fracaso general para encontrar
asociaciones entre la presentacion exogena de alelos del MHC y la susceptibilidad a

enfermedades en poblaciones naturales, ha llevado a algunos autores a sugerir que los
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alelos del MHC son selectivamente neutrales o bien mantenidos por mecanismos no -
basados en enfermedades. De acuerdo con Penn (2002), una poblacién polimorfica para el
MHC tendrd menos probabilidad de extinguirse que una monomorfica, ya que la
presentacion de un polimorfismo extremo en las moléculas del MHC asegura que, por lo
menos, algunos miembros de la poblacién o especie sean capaces de responder y resistir a
nuevas enfermedades; aunque la existencia de algunas poblaciones monomérficas del MHC
que parecen ser viables (Goldsby et al. 2003; Potts y Wakeland, 1990) parece contradecir
dicho argumento. Sin embargo, si el polimorfismo del MHC se encuentra asociado a
presiones selectivas dependientes de enfermedades, éste puede afectar directamente la
adecuacion individual a través de la supervivencia de su progenie a enfermedades
infecciosas (Bernatchez y Landry, 2003). Se ha propuesto que la antigenicidad de los
parasitos, sera seleccionada para explotar los defectos en la respuesta inmune mediada por
el MHC de los genotipos mas comunes (Potts y Wakeland, 1990), esta seleccion
dependiente de la frecuencia produce un aumento en la seleccion hacia la adaptacion del
patdgeno hacia los alelos mas comunes de MHC, lo que provoca que estos alelos pierdan
ventaja sobre los alelos raros, favoreciendo el aumento de la frecuencia de éstos en las

poblaciones (Penn, 2002).

Existen algunos trabajos recientes que asocian polimorfismos del MHC con resistencia a
enfermedades en vertebrados silvestres, como en algunas especies de peces (Langefors et
al. 2001; Wegner et al. 2003) y mamiferos (Paterson et al. 1998; Traul et al. 2005). Sin
embargo, en algunos de éstos la asociacion no es completamente clara. Se ha reportado en
poblaciones de borregos ferales (Ovis aries L.) que la variacion alélica del MHC se
encuentra significativamente asociada a diferencias en la supervivencia de juveniles y
resistencia a infecciones de nematodos intestinales (Paterson et al. 1998). En el caso
particular de los mamiferos marinos, Bowen Yy colaboradores (2006), encontraron
diferenciacion genetica entre los haplotipos (combinacion de alelos) del MHC de dos
poblaciones de lobo marino de California (Z. californianus), probablemente por efecto de
presiones selectivas diferenciales de patdgenos en el medio (Acevedo — Whitehouse et al.
2006). Otros estudios en peces (Arkuch et al. 2002), aves (Hedrick et al. 2001) y mamiferos
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(Sauermann et al. 2001) muestran una mayor adecuacion dependiente del MHC en

individuos heterdcigos que en homaocigos.

El bajo polimorfismo del MHC de poblaciones de borregos cimarrones (Ovis canadiensis)
parece no estar relacionado con la alta susceptibilidad a enfermedades trasmitidas por el
ganado domeéstico (Gutiérrez — Espeleta et al. 2001). La presencia de alelos individuales,
mas que la heterocigosis, en el haplotipo del MHC parece ser el factor critico que determina
la mortalidad en algunas especies de bovidos (Paterson et al. 1998), lo que puede explicar
por qué, a pesar de presentar un polimorfismo considerable en el MHC, las poblaciones aln

sean altamente susceptibles a enfermedades (Gutiérrez — Espeleta et al. 2001).

Se han estudiado poblaciones con bajos niveles de polimorfismo en el MHC como los
guepardos (O’Brien et al. 1985; Castro-Prieto et al. 2011) y castores europeos (Ellegren et
al. 1993) que parecen presentar poblaciones viables (Potts y Wakeland, 1990), por lo que
los niveles de polimorfismo en el MHC pueden no ser los Unicos componentes actuando

sobre la respuesta inmune de las poblaciones silvestres (Terio et al. 2005).

1.7 Epidemiologia en el ambiente marino

La mayoria de las teorias epidemioldgicas han sido desarrolladas para ambientes terrestres,
sin embargo se esta comenzando a reconocer la importancia del conocimiento de las
enfermedades que ocurren en los océanos. Aparentemente para algunas especies marinas,
las enfermedades y su impacto han ido en aumento a través de los ultimos 30 afios, como

las de tortugas, corales, moluscos y de algunos mamiferos marinos (McCallum et al. 2004).

McCallum vy colaboradores (2004), atribuyen las principales diferencias para la
caracterizacion del riesgo epidemioldgico entre el ambiente marino y el terrestre como: (1)
Una mayor diversidad taxondmica de huéspedes, asi como parasitos, en ambientes marinos;
(2) Diferencias en historias de vida entre organismos acuaticos y terrestres; (3) Diferencias

en el modo de transmision de paréasitos en ambientes marinos y terrestres; y (4) Diferencias
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en impactos humanos en ambientes marinos y terrestres; y 5) Diferencias en el potencial de
controlar enfermedades infecciosas en ambientes marinos y terrestre.. También explican
que los casos de fuerte virulencia en organismos marinos podrian ser ocasionados por una
baja variabilidad genética, como en el caso de la mayoria de especies de mamiferos

marinos que han sufrido cuellos de botella muy intensos.

Algunos autores han reportado que los patdgenos principales que afectan a cetaceos
odontocetos son menos en los individuos de vida libre que en organismos en cautiverio. La
mayoria de los patdgenos reportados que afectan a los cetaceos en vida silvestre son de baja
virulencia o presentan un bajo riesgo de generar una epizootia, mientras que los reportados
para especies cautivas son potencialmente mas virulento y pueden generar epizootias
(Gaydos et al. 2004). Por otra parte se tiene reportado que para los mamiferos marinos
existen, al menos, dos cepas de bacterias Gram—negativas de origen terrestre del género
Brucella que infectan mamiferos marinos, una se identifico como B. cetaceae que infecta
cetaceos y la otra se identific6 como B. pinnipidiae que infecta a pinnipedos, bacteria que
tiene repercusiones a nivel reproductivo esterilizando a sus portadores y eliminando con

ello a individuos reproductivos de las poblaciones naturales (Cloeckaert et al. 2003).

1.8 EI MHC y los mamiferos marinos

El notable alto grado de polimorfismo genético que presenta el MHC (Edwards y Hedrick,
1998; Klein y Figueroa, 1986; Takahata, 1990; Goldsby et al. 2003) es una de las razones
por las cuales este conjunto de genes representa una herramienta clave para la comprension
de los mecanismos que mantienen la variacion genética en las poblaciones silvestres
(Takahata et al, 1992). A diferencia del sistema de inmnoglobulinas, donde la variabilidad
se logra individualmente a través de un sistema multigénico, el MHC ha evolucionado en
términos de variabilidad entre individuos a través de un sistema polimoérfico basado en
alelos multiples, por ejemplo, genes alternativos en cada locus (Roitt y Delves, 2001). De
acuerdo con Potts y Wakeland (1990), la diversidad en el MHC tiene cuatro propiedades;

(1) es producto de alguna forma de seleccidn balanceadora que opera en muchos loci, (2) la
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seleccion opera en poblaciones contemporaneas y no por episodios (con largos periodos de
neutralidad), (3) la seleccion opera directamente sobre los sitios de union al antigeno
(Hughes y Nei, 1988; Gu y Nei, 1999), y (4) la seleccion puede llegar a ser muy fuerte (s >
0.1), por los menos en especies como ratones. Gu y Nei (1999), también postulan que la

fuente de polimorfismo del MHC es la seleccion balanceadora y la mutacion.

En la seleccion balanceadora existe la sobredominancia (cuando existe una superioridad en
adecuacion para el heterocigoto), la seleccion dependiente de la frecuencia, o la
diversificacion de la seleccion que favorece diferentes genotipos en diferentes ambientes
(Dobzhansky, 1971). La expresion codominante de los alelos del MHC da ventaja al
heter6cigo al transcribir los alelos de ambos padres, lo que incrementa su capacidad de
respuesta inmune con respecto a los homocigos (Potts y Wakeland, 1990). El
mantenimiento de la diversidad del MHC puede también ser producto de una seleccion
dirigida por patégenos y por mecanismos de evasién de endogamia (Apanius et al. 1997).
Se han reportado mecanismos fisioldgicos — conductuales que favorecen los apareamientos
entre individuos con diferentes combinaciones de MHC, a partir de la discriminacion
quimiosensible especialmente de tipo olfativa, observadas en ratones (Potts y Wakeland,
1990).

A pesar del alto grado de polimorfismo que muestra el MHC en la mayoria de los
vertebrados terrestres (Edwards y Hedrick, 1998; Klein y Figueroa, 1986; Takahata, 1990;
Potts y Wakeland, 1990; Goldsby et al. 2003), muchas de las especies de mamiferos
marinos hasta hoy examinados presentan niveles de polimorfismo bajos, como algunos
cetaceos (Trowsdale et al, 1989; Murray et al. 1995; Hayashi et al. 2003) y algunos
pinnipedos (Slade, 1992). Estudios recientes de los loci DQB y DRB del MHC clase I, han
reportado niveles de variacion alélica considerables (Hoelzel et al. 1999; Baker et al. 2006;
Xu et al. 2007). Se han reportado duplicaciones en algunos loci de cetaceos (Yang et al.
2005; Baker et al. 2006; Xu et al. 2007) aumentando en el numero de alelos que un
individuo puede expresar, por lo tanto, incrementando el espectro de antigenos reconocibles

y mejorando la repuesta inmune (Goldsby et al. 2003). Para el gen DQB, se han reportado
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por lo menos 23 alelos para las ballenas jorobadas (M. novaengliae) y 43 alelos para el

recientemente extinto baiji (Lipotes vexillifer).

En un estudio realizado por Trowsdale y colaboradores (1989) se caracterizo la molécula de
MHC de dos especies de misticetos (B. physalus y B. borealis), mediante sondas de DNA
humano, con excepcidn del loci DP y algunos genes de la clase I. ElI gen DQB en cetaceos
es homdlogo al gene HLA - DQBL1 del humano y al DQB de las vacas (Bos taurus)
(Hayashi et al. 2003); asi mismo, los loci DRB2 y DRB3 de los misticetos son similares a

los de las vacas (Baker et al. 2006).

Existen varias explicaciones para el bajo polimorfismo que presentan algunas especies de
mamiferos marinos, como el efecto fundador, cuellos de botella evolutivos, baja presion
inmunoldgica producto de vivir en un ambiente marino, o estilos de vida poco comunes
(Klein y Figueroa, 1986; Trowsdale et al, 1989; y Slade, 1992). La resistencia a
enfermedades podria ser unas de las fuerzas que se encuentre actuando sobre el
polimorfismo en los mamiferos marinos, ya que han existido reducciones poblacionales
considerables en algunas especies, como las focas, que ha presentado casos de muertes
masivas a raiz de un brote epizodtico causado por el morbilivirus focido, analogo del

moquillo canino CVD (Harwood y Hall, 1990).

Slade (1992) argumenta que debido a que los mamiferos marinos se encuentran expuestos a
relativamente menos patdgenos en el medio marino, existe una presion de seleccién menor
sobre la diversidad, a nivel poblacional, de los loci que codifican para respuestas inmunes;
por esto las poblaciones son més susceptibles a mortalidades mas altas en ocasiones cuando
los patdgenos tienen el suficiente potencial de transmision para invadir y persistir. También
argumenta que los cetaceos y los sirenios tendran una menor diversidad en el MHC con
respecto a los pinnipedos, ya que los Gltimos tienen un mayor contacto con el ambiente
terrestre, ya sea para la reproduccion y/o el descanso. En los lobos marinos de California
(Z. californianus), se ha observado variacion geografica en los alelos presentados por dos
poblaciones, se cree que esta variacion se debe a diferencias en la intensidad de seleccion a

nivel inmunolégico en cada zona (Bowen et al. 2006).
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Otras especies de animales que presentan niveles de polimorfismo bajos son el pinguino de
las Galapagos (Spheniscus mendiculus) (Bollmer et al. 2007), el panda gigante (Ailuropoda
melanoleucas) (Wan et al. 2006), el guepardo (Acinonyx jubatus) (O’Brien et al.
1985;Castro-Prieto et al. 2011) y el borrego cimarrén (O. canadiensis) (Gutiérrez-Espeleta
et al. 2001), incluyendo algunas especies aparentemente monomdrficas para todos sus loci
como el castor europeo (Castor fiber) (Ellegren et al. 1993). La mayoria de estas especies
tienen poblaciones fuertemente reducidas en sus tamafios poblacionales (IUCN, 2012), lo
cual puede tener efecto sobre la variabilidad del MHC. EI principal riesgo que genera un
bajo polimorfismo en el MHC es la calidad de la respuesta inmune hacia patdgenos en el
medio (Goldsby et al. 2003) teniendo repercusiones importantes en la adecuacion de los

individuos a corto plazo (Amos y Balmford, 2001).
1.9 Planteamiento de la investigacion

Se ha observado que las poblaciones de mamiferos marinos estan sujetas a eventos
ocasionales e impredecibles de mortalidad masiva como el caso de epizootias (Harwood y
Hall 1990), los cuales afectan planes y programas de conservacion de estas especies en
tanto que los modelos poblacionales normalmente utilizados en esta tarea no son aplicables
a largo plazo o se modifican sensiblemente por una fluctuaciéon intensa en la tasa de
mortalidad. Mas recientemente se ha encontrado que los mamiferos marinos tienen en
general niveles de diversidad relativamente bajos del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) y se ha sugerido que esto deriva de un régimen de seleccion
mas relajado que la del medio terrestre, ante la menor densidad de patogenos especificos
para mamiferos marinos en el mar (Slade, 1992). Sin embargo, no es claro si la aparente
menor diversidad genética del MHC deriva de un régimen diferente de seleccién en el
medio marino o se desprende de procesos de deriva génica asociados a procesos
demogréaficos. Aun si la mortalidad asociada a patdgenos fuese diferente en el medio
marino con respecto al medio terrestre, el régimen de selecciéon del MHC no seria

necesariamente distinto, por lo tanto, la aparente menor diversidad genética en el MHC
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derivaria del efecto de la mortalidad infringida por patogenos en el medio marino,

apoyando el efecto de procesos demograficos mas que de formas diferentes de seleccion.

1.10 Objetivos

Objetivo general

Determinar el modo de evolucion del MHC en los mamiferos marinos y terrestres
distinguiendo los efectos de la demografia a través de la variacion de la secuencia y
estructura del exén 2 del gen DQB que codifica el surco de reconocimiento de antigenos en

las moléculas DQ (clase 1) las cuales participan en la respuesta inmunolégica exdgena.

Objetivos especificos

e Comparar el nimero y nivel taxonémico de los eventos de polimorfismo transtaxén que
se presentan en los mamiferos marinos y terrestres a través de un analisis filogenético.

e Determinar la fuerza de seleccion existente sobre la secuencia completa del gen DQB y en
cada posicion de codon en mamiferos marinos y terrestres a través de la existencia de
polimorfismos transespecificos y distancia genética, determinada mediante un analisis
filogenético.

e Comparar el modo de seleccion del gen DQB a partir de la proporcion de sustituciones
sindnimas y no sinbnimas entre mamiferos marinos y terrestres.

¢ Describir diferencias en el nimero de sitios variables del gen DQB y del gen mitocondrial
citocromo b (cytb).

e Reconocer las diferencias estructurales y en la reactividad inmunolégica que presenta el
péptido resultante de la transcripcion del exon 2 del gen DQB entre mamiferos marinos y

terrestres.
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1.11 Hipotesis

La aparente menor diversidad genética en el MHC de los mamiferos marinos puede derivar
de causas diferentes a una menor intensidad de seleccion en el medio marino las cuales
pueden ser resultado de historias de vida y estructuras poblacionales diferentes. La
distincion entre los efectos de la seleccion y la demografia en la variacion del MHC puede

hacerse comparando la variacion de estos genes y la de un marcador neutral.

Si el régimen de seleccion del MHC en mamiferos marinos y terrestres es distinto, deben
observarse diferencias en la existencia de polimorfismos transespecificos (persistencia de
linajes), los patrones de sustitucidn sindénima y no sinénima en las posiciones de codén con
referencia a un marcador neutral y/ o en las propiedades estructurales y de reactividad
inmunologica de la regién de union a antigenos de las moléculas de clase 1l que son las

relacionadas con las respuestas a antigenos exogenos.
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Abstract On the basis of a general low polymorphism,
several studies suggest that balancing selection in the class
I major histocompatibility complex (MHC) is weaker in
marine mammals as compared with terrestrial mammals. We
investigated such differential selection among Cetacea,
Artiodactyla, and Primates at exon 2 of MHC-DQOB gene
by contrasting indicators of molecular evolution such as
occurrence of transpecific polymorphisms, patterns of phy-
logenetic branch lengths by codon position, rates of non-
synonymous and synonymous substitutions as well as
accumulation of variable sites on the sampling of alleles.
These indicators were compared between the DQB and the
mitochondrial cytochrome b gene (cytd) as a reference of
neutral expectations and differences between molecular
clocks resulting from life history and historical demography.
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All indicators showed that the influence of balancing selec-
tion on the DQB is more variable and overall weaker for
cetaceans. In our sampling, ziphiids, the sperm whale,
monodontids and the finless porpoise formed a group with
lower DQB polymorphism, while mysticetes exhibited a
higher DQB variation similar to that of terrestrial mammals
as well as higher occurrence of transpecific polymorphisms.
Different dolphins appeared in the two groups. Larger var-
iation of selection on the cetacean DQB could be related to
greater stochasticity in their historical demography and thus,
to a greater complexity of the general ecology and disease
processes of these animals.

Keywords Major histocompatibility complex - DQB -
Cytochrome b - Nonsynonymous nucleotide substitution -
Transpecific polymorphism - Marine mammals

Introduction

Mammals possess a cluster of genes, the major histocom-
patibility complex (MHC), which codes for proteins that
participate in humoral and cellular immune responses.
MHC molecules are subdivided into three classes, each
having different functions. Class I molecules are expressed
in virtually all cells of the organism and serve as recognition
elements for natural killer cells. Class II molecules are
expressed primarily in antigen-presenting cells which pres-
ent antigen peptides to CD4" T cells. Class III genes encode
a heterogeneous set of proteins which includes complement
components, steroid 21-hydroxylases, heat shock proteins,
and cytokines (Goldsby et al. 2003). As far as is known, in
placental mammals, the MHC class II genes DP, DN, DM,
DO, DQ, and DR code for peptide-binding glycoproteins.
Genes DP, DM, DQ, and DR usually code for one alpha
chain and one beta chain, while gene DN code for an alpha
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chain and gene DO code for a beta chain. In some artiodac-
tyls, DP genes are substituted by DI and DY genes. The
general arrangement of MHC class Il genes is conserved
among mammals although some genes are missing in some
species and the number of alpha and beta genes is variable
(Beck and Trowsdale 1999; Takahashi et al. 2000; Goldsby
et al. 2003; Kumanovics et al. 2003). Genes of the MHC are
highly polymorphic in most mammals (Klein and Figueroa
1986; Edwards and Hedrick 1998; Gu and Nei 1999) pre-
sumably because of balancing selection acting over func-
tional regions of the MHC proteins such as the peptide-
binding regions (PBR) (Hughes and Nei 1988; Gu and Nei
1999). This balancing selection is thought to be driven by
the load of pathogens in the environment and by inbreeding
avoidance (Apanius et al. 1997).

Until recent years, research on MHC variation was con-
ducted mainly on humans (Homo sapiens, HLA Complex),
mice (Mus musculus, H-2 Complex), and a few wild and
domesticated ungulates (Sigurdardoéttir et al. 1992;
Schwaiger et al. 1994; Swarbrick and Crawford 1997;
Amills et al. 1998; Smith et al. 2005) with the view that
MHC variation may be relevant for the viability of popula-
tions especially of those severely depleted (Bernatchez and
Landry 2003; O'Brien et al. 1985; Potts and Wakeland 1990;
Ellegren et al. 1993; Gutierrez-Espeleta et al. 2001).
However, information linking MHC variability with disease
susceptibility is still poor because the whole immunogenetic
complex is not yet examined in relation with disease mech-
anisms (Acevedo-Whitehouse and Cunningham 2006).
Also, the presence of particular alleles within the MHC
genotype, rather than levels of heterozygosity and other
population attributes, appears to be related with morbidity
and mortality in animals (Paterson et al. 1998; Hutchings
2009). A similar situation has been found for the association
between the human gene DRD4 and mental disorders (Tovo-
Rodrigues et al. 2011) and could explain why some pop-
ulations are highly susceptible to disease despite exhibiting
a high degree of polymorphism at target MHC loci
(Gutierrez-Espeleta et al. 2001) and also why populations
with low levels of variation at MHC appear viable (Ellegren
et al. 1993). Recent investigations using high-resolution
methods as well as extensive samplings in species such as
cheetahs (Acionyx jubatus) are also showing that MHC
variation and population health status are actually higher
than the traditional view of genetic depletion associated with
high disease susceptibility (Castro-Prieto et al. 2011).

Investigation on MHC genes of marine mammals, mainly
on DR and DQ genes, shows low levels of polymorphism
for several species; this includes cetaceans (Trowsdale et al.
1989; Murray et al. 1995; Hayashi et al. 2003; Munguia-
Vega et al. 2007; Nigenda-Morales et al. 2008) and pinni-
peds (Slade 1992; Hoelzel et al. 1999). In other marine
mammal species, MHC shows a high degree of variation
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(Baker et al. 2006; Bowen et al. 2006; Xu et al. 2007).
Founder effect, population bottlenecks, and a low immuno-
logic selective pressure in the marine environment have
been invoked to explain the low levels of MHC polymor-
phism found in some marine mammals (Trowsdale et al.
1989; Slade 1992). Resistance to disease has been proposed
to be a major factor driving the evolution of marine mammal
MHC judging from the observation of mass mortalities
caused by epizooties and naturally occurring toxins
(Harwood and Hall 1990). However, it is not clear whether
the apparent low diversity in MHC of some marine mam-
mals is derived from a different regime of selection in the
aquatic environment or from genetic drift associated with
demographic fluctuations, or even low rates of mutational
substitutions (e.g., Jackson et al. 2009). Although mortality
in the marine environment is associated with a pattern of
pathogenic load different to that of the terrestrial environ-
ment (McCallum et al. 2004), the selective regime over the
MHC on both realms is not necessarily different, since the
low diversity of MHC in some marine mammals might
result from a different pattern of mortality.

In order to distinguish a differential regime of selection in
the MHC between marine and terrestrial mammals from the
effects of different life history and historical demography on
the MHC molecular variation, here we examined indicators
of molecular evolution at exon 2 of the DOB gene which
codes for the PBR of class II MHC (Beck and Trowsdale
1999; Takahashi et al. 2000; Goldsby et al. 2003). Such
indicators were examined in the set of related marine and
terrestrial mammals Cetacea and Artiodactyla as well as in
Primates as outgroup. We chose the DOB gene because it is
present in at least three of the four main placental clades,
i.e., Afrotheria, Euarchontoglires, and Laurasiatheria, avail-
able data cover a broader spectrum of terrestrial and marine
mammal species to compare, and also the DQB evolutionary
phenomenology relies mainly on nucleotide substitutions
among orthologous genes of large phylogenetic longevity
(Takahashi et al. 2000).

Balancing selection acting over the evolutionary history
of the DOB gene can result in the retention of alleles among
species for longer than expected under neutral evolution
(Cutrera and Lacey 2007). Balancing selection may, there-
fore, be characterized by the occurrence of transpecific poly-
morphisms along the phylogeny of MHC genes (Klein and
Figueroa 1986; Takahata 1990; Takahata et al. 1992).
Maintenance of high variation in the MHC driven by bal-
ancing selection can also be shown through the analysis of
substitution rates by codon position. This can be evaluated
by phylogenetic branch lengths as well as by the rates of
synonymous (ds) and nonsynonymous (dy) substitutions
where dy has proved to be greater than dg in the PBR in
comparison with non-PBR sites (Hughes and Nei 1988). We
also explored the pattern of occurrence of variable sites at
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the PBR sites throughout the accumulation of alleles sam-
pled. These molecular analyses represent the complementa-
ry phylogenetic and distance approaches.

An analysis of absolute molecular rates is restricted by
differences among taxa in molecular clocks resulting from
life history and demography (e.g., Jackson et al. 2009) by
the lack of complete time calibration data and also because
such analysis excludes examination of intraspecific varia-
tion. Since the mitochondrial cytochrome b gene (cytb) is a
relatively conserved molecular marker which is under neu-
tral evolution, its variation should reflect approximate phy-
logenetic distances among species in relation with their
particular life histories and demographies (Irwin and
Arnason 1994), giving, thus, a reference for contrast with
variation at DQB (Takahata 1990). We have, thus, compared
the patterns of molecular evolution listed above at the DQB
with the cytb as a reference of molecular changes assumed
to reflect neutral molecular variation as well as changes in
life history and demography along history independent of
balancing selection on the MHC.

Methods
DNA sequence data

We compiled from the GenBank (Benson et al. 2005) a total
of 260 nucleotide sequences of the second exon in the DOB
gene (171 bp), which codes for the PBR of the class Il MHC
antigen receptors. We compiled as well 248 sequences of the
cytb gene (1,140 bp) for a total of 33 marine and terrestrial
mammal species of the orders Cetacea, Artiodactyla, and
Primates. We generated 20 of the analyzed DQB sequences
from ten cetacean species and one artiodactyl (Table 1).
These DQB data were obtained from tissue samples in the
stocks of authors CSB and LMG by standard PCR amplifi-
cation and cloning (Baker et al. 2006).

Phylogeny and occurrence of ancestral polymorphisms

Separate phylogenies of the DQB and cytb sequences were
reconstructed using the program MrBayes3.1.2 (Ronquist
and Huelsenbeck 2003) partitioning sequence data in the
three codon positions for which their own GTR + G models
of nucleotide substitution were determined during the search
as the ones selected by the program Modeltest 3.7 of Posada
and Crandall (1998). Trees were built by four MC? chains
with temperature 0.5 in 10 million generations sampling
trees every 10,000. Given the convergence of the likelihood
values, the first 300 trees were discarded in the DQB anal-
ysis and the first 150 trees were discarded for the cytb.
Consensus trees were finally determined using the majority
rule of the program PAUP* 4.0 (Swofford 2001).

Each DQB sequence was identified with a vector of charac-
ters describing its classification at the levels of order, family,
genus, and species. This character series was then mapped into
the DQB phylogeny to identify unambiguous synapomorphies
(i.e., shared derived characters) using the program MacClade 4
(Maddison and Maddison 2000). Synapomorphies of the clas-
sification vectors were interpreted as transpecific polymor-
phisms which result from the long-term persistence of MHC
alleles beyond speciation events and which may even survive
beyond divergence between genera and families. Since trans-
pecific changes identified in the DQB tree may imply different
taxonomical ranks above the species level (trans-order, trans-
familial, and frans-genus), we refer to them in general as trans-
taxon changes. A rate of frans-taxon polymorphism in DQB
for the taxonomic levels (R)) species within genera, genera
within families and families within orders was then defined as
follows:

T

R (Leyiot) (Beyivt)

where 7} stands for all the trans-taxon changes at DQB accu-
mulated at taxonomic level /, L.y is the mean length of
branches at cyth phylogeny separating taxa at level / and by,
is the number of accumulated branches at level / on the cyth
phylogeny. R, is, thus, the number of frans-taxon changes per
unitary branch length sampled at the cyth phylogeny. R, was
profiled for Cetacea, Artiodactyla, and Primates at the different
levels / measured with the mean length of branches at cyth
phylogeny separating taxa at level / (Lcyy). The number of
accumulated frans-taxon changes at each taxonomic level
was examined between paired taxa with the y test after show-
ing that cyth branch lengths are not significantly different
among the taxa by the Student's ¢ test. This, in turn, was made
after examining the normality of data with the Kolmogorov—
Smirnov d test.

Patterns of phylogenetic branch lengths

For the DQB and cyth phylogenies, Bayesian tree lengths
between all sequences among all species pairs within
Cetacea, Artiodactyla, and Primates were averaged.
Therefore, for each species pair mean, the proportion DQB
tree length/cyth tree length (Lpos/Leyws), as a reference of
DQB selection signal, was plotted against the cytb tree
length (L) as a measure of neutral phylogenetic diver-
gence. The plot obtained is a decaying curve asymptotic to
the proportion Lpop/Ley, = 1 and appearing as a power law
in log-log representation; this is, Lpop/Leyw = ALcytbb where
A (>1) is the antilogarithm of the intercept (a) and b (<0) is
the slope of the linear regression of the log (Lpgp/Leyis) VS.
log (Lcyw) plot. In order to discriminate variation due to
specific neutral rates among taxa, this comparison was
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Table 1 Families and species of the three mammal orders examined including GenBank accessions as well as the number of sequences (n) for DOB

and cyth genes

Order/family Species DQB GenBank accession® DQB n cytb GenBank accession Cytbn
Cetacea
Delphinidae Cephalorhynchus hectori DQ354629, DQ354628, Own (1) 3 EF093033, AF084071
Globicephala macrorhynchus ~ AB164228, AB164227, AB164226 3 AF084055, AF084054
Sagmatias obliquidens AB164225, AB164224, Own (1) 3 EF093041, EF093040, EF093039, 7
EF093038, EF093037, EF093036,
AF084067
Tursiops truncatus AB164221, Own (1) 2 DQ466029, DQ466028, DQ466027, 10
DQ466026, DQ466025, EF093029,
X92526, AF084095, AF084094,
AF084093
Monodontidae Delphinapterus leucas U16990, U16989, U16988, U16987, 6 DLU72037, X92531 2
U16986, Own (1)
Monodon monoceros U16991, Own (1) 2 AJ554062, NC 005279, MMU72038, 4
X92532
Phocoenidae Neophocaena phocaenoides AB164212, AB164214, AB164215, 7 EF203442, DQ364692, DQ364691, 5
AB164216, AB164217, AB164218, AF334489, NPU09680
AB164219
Balaenopteridae Balaenoptera bonaerensis  AB164202, AB164203, AB164204, 6 X75581, NC_006926, AP006466 3
AB164205, AB164206, AB164207
Ziphiidae Mesoplodon europaeus DQ354641, DQ354640 2 X92537 1
Mesoplodon grayi DQ354639, Own (1) 2 AY579546, AY579545 2
Mesoplodon stejnegeri AB164209, DQ354638 2 AY579554, AY579553 2
Physeteridae Physeter macrocephalus AB164208, Own (1) 2 X75589, AF304073, AJ277029, 4
NC_002503
Balaenoptera physalus  AB164199, DQ300263, DQ300262, 7 X61145, NC_001321 2
DQ300261, DQ354627, DQ354626,
Own (1)
Megaptera novaeangliae DQ354664, DQ354663, DQ354662, 33 X75584, NC_006927, AP006467 3
DQ354661, DQ354660, DQ354659,
DQ354658, DQ354657, DQ354656,
DQ354655, DQ354654, DQ354653,
DQ354652, DQ354651, DQ354650,
DQ354649, DQ354648, DQ354647,
DQ354646, DQ354645, DQ354644,
DQ354643, DQ354642, Own (10)
Eschrichtiidae Eschrichtius robustus DQ354636, DQ354635 2 AJ554053, AP006471, NC_005270 3
Balaenidae Balaena mysticetus  DQ354625, DQ354624, DQ354623 3 AJ554051, AP006472, NC_ 005268, 4
X75588
Eubalaena australis  AB164198, DQ354634, DQ354633, 7 DQO095153, DQ095152, NC_006930, 4
DQ354632, DQ354631, DQ354630, AP006473
Own (1)
Subtotal 17 92 60
Artiodactyla
Hippopotamidae Hippopotamus amphibius Own (1) 1 YO08813, U07565, AJ010957, 4
NC_000889
Bovidae Bos indicus  AJ421636, AJ249896, AJ249897, 9  AF531473, NC 005971, AF492350, 4
AJ249898, AJ249718, AJ249717, AY126697
AJ249716, X79348, X79352
Bos taurus U77795,U77796, U77798, AJ421635, 28 AY526085, AY521038, AY521037, 35
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AJ421634, AJ421633, AJ421632,
AJ421631, AF376814, AF376808,
748206, 748205, NM_001034668,
XM 585873, D37954, D37952,
D37953, S43263, AY730728,
AY730727, U77800, U77799,
U77794, U77793, U77792, U77791,
U77790, U77789, U77788

AY521036, AY521035, AY521034,
AY521033, AY521032, AY521031,
AY521030, AY521063, AY521062,
AY521061, AY521060, AY521059,
AY521058, AY521057, AY521056,
AY521055, AY521054, AY521053,
AY521052, AY521051, AY521050,
AY521049, AY521048, AY521047,
AY521046, AY521045, AY521044,
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Table 1 (continued)
Order/family Species DQB GenBank accession® DQB n cyth GenBank accession Cytbn
AY521043, AY521042, AY521041,
AY521040, AY521039
Bubalus bubalis  AY699887, AY699886, AY 699885, 12 EF409942, EF409941, EF409940, 7
AY 699884, AY699883, AY 699882, EF409939, AY702618 , AY488491 ,
AY 699881, AY699880, AY 699879, NC_006295
AY 699878, AY699877, AY699876
Ovibos moschatus ~ AY077796, AY077795, AY077794, 9  AY669322, OMU90303, OMU90302, 6
AY077793, AY077792, AY077791, OMU90301, OMU90300,
AY 077790, AY077789, AY077788 OMU17862
Cervidae Cervus elaphus  U39052, U39058, U39057, U39056, 20 AJ000021, AY244490, AY 044859, 26
U39055, U39054, U39053, U39051, AY035871, AY347753, AY347752,
AF119786, AF119785, AF119784, AB021099, AB021098, AB021097,
AF119783, AF119782, AF119780, AB021096, AY 148966, AY 142327,
AF119779, AF119778, AF119777, AY142326, AY118199, AY 118198,
AF119776, AF119775, AF119774 AY 118197, AY070226, AY070225,
AY 070224, AY070223, AY070222,
AY 070221, AY044861, AY 044860,
AY 044858, AY 044856
Cervus nippon  AY679483, AY679482, AY679481, 22 AB160860, AY035876, AB021095, 17
AY 679480, AY679479, AY 679478, AB021094, AB021093, AB021092,
AY 679477, AY679476, AY679475, AB021091, AB021090,
AY 679474, AY679473, AY679472, NC 008462, EF058308, DQ985076,
AY 679471, AY679470, AY 679468, NC 007179,
AY 679467, AY679466, AY 679465, AB218689, NC_006993,
AY 679464, AY679463, AY679462, NC_006973, AB211429, AB210267
AY 679461
Alces alces  AY077784, AY077785, AY077786, 4 AJ000026, AY090104, AY090103 , 7
AYO077787 AY 090102, AY090101, AY090100,
AY 090099
Suidae Sus scrofa  AY 135572, AY135571, AY 135570, 5 EF061505, EF061504, EF061503, 23
AY 135569, AY135568 EF061502, EF061501, EF061500,
EF061499, EF061498, EF061497,
EF061496, EF061495, EF061494,
EF061493, EF061492, EF061491,
EF061490, EF061489, EF061488,
EF061487, EF061486, EF061485,
EF061484, EF061483
Subtotal 9 110 129
Primates
Hominidae Homo sapiens NM 002123, M24364 2 EF459669, EF458167, EF459670, 30
EF452294, EF452293, EF452295,
EF449507, EF449506, EF061150,
EF061159, EF061158, EF061157,
EF061156, EF061155, EF061154,
EF061153, EF061152, EF061151,
EF061149, EF061148, EF061147,
EF061146, EF061145, EF061144,
AY495156, AY495324, AY495325,
AY495326, AY495327, AY495328
Gorilla gorilla M81265, M81266, M81267 3 X93347, NC_001645, 3
GORMTCD38114
Pan troglodytes ~ AJ308040, AJ308039, AJ308038, 8  NC_001643, AY585843, AY585842, 13
Mg81260, M81262, M81263, AY585841, AY585840, AY585839,
M81264, M81259 AY585838, AY585836, AY585835,
AY585834, AY585833, X93338,
X93339
Pongo pygmaeus ~ AJ308043, AJ308042, AJ308041, 7 NC 001646, NC_002083 2
M81270, M81273, M81271,
M81272
Cercopithecidae Macaca arctoides AJ308053, AJ308052, AJ308051 3 7
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Table 1 (continued)

Order/family Species

DQB GenBank accession®

DQB n cytb GenBank accession Cytbn

Macaca mulatta

AJ308050, AJ308049, AJ308048, 22

AY738634, AY685835, AY685834,
AY 685833, AY685832, AY685831,
AY 685830
NC_005943, AY612638 2

AJ308047, AT308046, AJ308045,
AJ308044, M81269, M81301,
M81299, M81292, M81294,
M81286, M81287, M81289,
M81290, M81291, M81293,
M81296, M81297, M81300,

MB81305
AF213642, AF213641, AF213640, 13

Aotidae Aotus nancymae

AJ489745, AJ489746 2

AF213639, AF213638, AF213637,
AF213636, AF213635, AF213634,
AF213633, AF213632, AF213631,

AF213630

Subtotal 7
Total 33

58 59
260 248

Bold numbers indicate subtotals of the number of species as well as DQB and cytb sequences examined for Cetacea, Artiodactyla and Primates
#Own sequences were deposited in the Dryad Repository: http://dx.doi.org/10.5061/dryad.b33m7

partitioned by codon position, since Lpgp/Leyr, Values are
expected to be higher in the first and second codon positions
for balancing selection and higher at the third codon posi-
tion for general neutrality. Parameters @, b, and the regres-
sion index (+%) were compared in the three main taxa by
codon position (i) with reference to the whole sequence as
a; — agy, bi/bay and r2/ry”. The regression parameters were
also compared for each taxon j with reference to Primates as
dj — Qprimates> bj/bPrimatesa and rjz/rPrimatesz- Statistical Signif'
icance for the differences of Lpgp/Leyw, among taxa in the
whole sequences as well as in the three codon positions was
tested with a general linear model (GLM) dependent upon
taxa and L., using the program Statistica 7. GLM included
the Levene's test for homogeneity of variances.

Patterns of nonsynonymous and synonymous substitutions

The nonsynonymous (dy) and synonymous (ds) substitution
distances of Nei and Gojobori (1986) were calculated for all
DQB sequence pairs using the program MEGA (Kumar et
al. 2008). We obtained average dy and dg distances from
pairwise comparisons between sequences belonging to dif-
ferent species within the three taxa groups, since the inter-
specific dy/dg ratio adequately measures selection
(Kryazhimskiy and Plotkin 2008). The parameter for the
selection coefficient 4Ns was then estimated from Eq. 3 of
Nielsen and Yang (2003) by means of interpolation. The
interspecific dy/ds ratio is related with the selection coeffi-
cient (s) as follows:

dN - 4Ns
ds n 1 — e 4N

@ Springer

where N is the long-term effective population size. Notice that
dn/ds is nearly equal to 4Ns at large positive values of both
(e.g.,>3). When dy=1 and ds=0, values where replaced with
the highest determined positive dy/ds ratio found in the com-
parison set. The values of 4Ns for each interspecies compar-
ison of DQB within the three studied mammal orders were
plotted against their respective average DQB Jukes—Cantor
distance. Statistical significance for the differences of 4Ns
among taxa was tested with a GLM dependent upon the
DQB Jukes—Cantor distance and included the Levene's test
for variance homogeneity using the program Statistica 7.
Because the Jukes—Cantor distance of DQB is distributed dif-
ferently among the three main taxa and also because the dy/ds
ratio mismeasures selection within species (Kryazhimskiy and
Plotkin 2008), the distribution of intraspecific dy values in the
tree main taxa was examined with a Student's ¢ test after
demonstrating the normality of data with the Kolmogorov—
Smirnov d test.

Accumulation of variable sites

The number of variable sites in sequence alignments, as
additional evidence of selection-driven polymorphism, was
determined for the DQB and cytb sequences for each spe-
cies of Cetacea, Artiodactyla, and Primates. Thereafter, the

Fig. 1 a Bayesian majority rule consensus tree for the mitochondrial P>
cyth gene (900 trees; LnL.=-23,323.304) and the MHC-DOB gene
(600 trees; LnL=—8634.446). DQB unambiguous trans-taxon events
are indicated with arrows. b Detail of the cetacean trees. Sequences are
abbreviated with one character indicating the order, one character
indicating genus, three characters indicating specific name and a serial
number


http://dx.doi.org/10.5061/dryad.b33m7

Immunogenetics (2013) 65:47-61 53
a

MHC-DQB Cetartiodactylal

Primates

Artiodactyla

Cetacea

) [
Artiodactyla
CetartiodactylaT
= . Primates
Mitochondrial cytb
Posterior probability Artiodactyla  Cetacea Primates
L EE— mm Alces i Balaena B Aotus
0.5 075 1.0 BN Bos Eubalaena B Macaca
w Bubalus wm Eschrichtius = ZOH%O
o i mm Ovibos B Megaptera B Gorilla
Trans-taxon polymorphisms  Z=Rvibos A Bl onteri — o
' Transpecific mm Hippopotamus i Physeter #= Homo
A s Wl Sus I Mesoplodon
.+ Transfamilial 1 Cephalorhynchus
- I Sagmatias
‘ Transorder M Globicephala
W Tursiops
Delphinapterus
Monodon
b
Cetacea

—HOOOOOD
QU232 030330333
HuRBhLhhhN

Cetacea

Mitochondrial cytb

&) Springer



54

Immunogenetics (2013) 65:47-61

proportion of variable sites per allele and nucleotide was
determined and partitioned by codon position. After testing
for normality of these data within the main taxa with the
Kolmogorov—Smirnov d test, statistical significance for the
differences between taxa were determined with the Student's
t test. A profile for the accumulation of variable sites (v,) in
dependence of the alleles sampled (s) for each group of
species was built and fitted to the following ad hoc asymp-
totic—hyperbolic function:

s—1
Vs = Vmax m
where s—1 stands for the accumulation start of v,=0 at s=1,
Vmax 18 the asymptotic number of variable sites at an infinite
number of alleles sampled and £ is the number of alleles
minus one at which half of the variable sites are observed.
Parameters v, and k and their standard errors were esti-
mated for the three mammal orders examined with the least
squares procedure available in the program SigmaPlot 8.
Fitting was not practicable for the cyth sequences.

Results
Phylogeny and occurrence of ancestral polymorphisms

Separate phylogenies of the DQB and cyth were built for 260
and 248 sequences, respectively, belonging to Cetacea,
Artiodactyla, and Primates (Table 1). The DQB phylogeny
revealed several frans-taxon changes for both marine and ter-
restrial mammals (Fig. 1) suggesting the retention of allele
diversity among divergent species in the three mammal orders.
The cytb provided a phylogeny consistent with the known
organismal phylogeny on which cetaceans and artiodactyls
are linked in the clade Cetartiodactyla (Irwin and Arnason
1994; Montgelard et al. 1997; Murphy et al. 2001; Fig. 1a).
A mapping of species classification into our Bayesian phy-
logeny of the DQB, revealed a total of 25 unambiguous trans-
taxon changes for marine and terrestrial mammal species of
which 22 were transpecific or transgenus, two were transfami-
lial, and one was transorder linking the hippopotamus
(Hippopotamus amphibius) DQB sequence with the Ziphiidae
clade at a Jukes—Cantor distance as low as 0.06 for the com-
parison between the hippopotamus and the Gervais' beaked
whale (Mesoplodon europaeus; Fig. 1b). Mysticetes showed
DQB transpecific polymorphisms particularly among the
humpback whale (Megaptera novaeangliae) and the fin whale
(Balaenoptera physalus) and a transfamilial polymorphism was
observed among the southern right whale (Eubalaena australis)
and the gray whale (Eschrichtius robustus) (Fig. 1b). We found
no transfamilial polymorphisms within Delphinoidea but found
two transgenus polymorphisms between the bottlenose dolphin
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(Tursiops truncatus) and the short-finned pilot whale
(Globicephala macrorhynchus) (Fig. 1b). Sequences from
Bovidae and Cervidae families from the Artiodactyla were
found much intermingled in the DQB tree as reported previ-
ously (Hassanin and Douzery 2003). There was also a consis-
tent relationship between DQB sequences from moose (Alces
alces) and musk ox (Ovibos moschatus). As for Primates, we
found persistence of DQB alleles among the Catarrhini such as
the stump-tailed macaque (Macaca arctoides) and the chim-
panzee (Pan troglodytes). DQB sequences from night monkeys
(Aotus nancymae: Platyrrhini) remained apart from the rest of
the Primates examined (Fig. 1a).

Accumulated occurrence of frans-taxon polymorphisms
profiled along the accumulated branch length of the cytb gene
was lower for cetaceans despite the large number of species
sampled (Table 1). Among the three analyzed mammal orders,
artiodactyls showed the largest rate of accumulated trans-
taxon variations (Fig. 2). No statistically significant differ-
ences were observed between the Ly, distances of the three
main taxa in the three taxonomic levels examined (interval of
p 0.14-0.48). According to the x? test, no significant differ-
ences in the occurrence of frans-taxon polymorphisms for the
three taxonomic levels were observed between cetaceans and
primates (p>0.31), but significant or marginally significant
higher occurrence of trans-taxon variations were observed for
artiodactyls compared with cetaceans (interval of p 0.02-0.11)
and primates (interval of p 0.06-0.10).

Patterns of phylogenetic branch lengths

In all taxa and codon positions, the Lpgp/Ley, ratio showed
a decaying relationship with the branch length of the cyth
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Rate of trans-taxon polymorphism {Rl)
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Fig. 2 Rate of frans-taxon changes at the taxonomic levels of indi-
viduals within species (/), species within genera (S), genera within
families (G), and families within orders (F). Black circles stand for
Artiodactyla, open circles for Cetacea and gray triangles for Primates.
Taxonomic levels are measured with the mean branch length at cyth
phylogeny separating taxa (Lcy). Horizontal bars indicate standard
deviation of the average cyth lengths
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gene (Lcyp) which seems asymptotic to one (Fig. 3).
Intercept values (a) in artiodactyls and primates (—0.59 and
—0.67, respectively) were higher as compared with ceta-
ceans (—0.80) (Table 2). This can be interpreted as a higher
selection signal over the DQB sequences of terrestrial mam-
mals. Higher values of the regression parameter @ are also
observed in the first and second codon positions as com-
pared with the third position for all mammal orders exam-
ined. Lower #* values indicate more variation in selection
signal in cetaceans (0.72) as compared with artiodactyls and
primates (0.96 and 0.97, respectively). For the whole se-
quence as well as for the three codon positions, the GLM
identified a significant dependence of the Lpgp/Leyw ratio
on Leyy (p<0.01). The estimated Lpgp/Leyy means were
lower for cetaceans in the whole sequence and in the first
codon position, while estimated means and standard errors
of Ly, were almost equal among the three main taxa in the
entire sequence and at each codon position. For the whole

sequence, the Lpgp/Leyw Tatio was significantly different in
the pairwise comparisons of cetaceans vs. artiodactyls and
primates (»<0.01) but no significant difference was found
between artiodactyls and primates (p=0.56). In the whole
sequence, the Levene's test showed significant heterogeneity
of variances for the Lpqp/Leyw, 1atio and for Ly, between
cetaceans and the other two main taxa (interval of p 0.00—
0.09) but not between artiodactyls and primates (prcy, = 0
.77 and PLDQB/Leyth = 076)

Values of the Lpgp/Leyw ratio in the third codon position
were the lowest and the most similar among the three major
taxa examined. Comparisons of parameters a, b, and 7> with
reference to primates show that variation in cetaceans is
higher (rjz/rprimatesz=0.75) and that selective signal is lower
(@j=Aprimates=—0.13). Artiodactyls showed a pattern similar
to primates (/Fprimates->0.99) with a slightly higher selec-
tive signal (@;—dprimates=0.09) (Table 2; Fig. 3). For all
codon positions, the slope parameter (b) is lower in
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Fig. 3 Comparisons of branch length distances between the cyth gene
(Leyw) and the ratio between DQB and cytb lengths (Lpgp/Leys) for
Artiodactyla, Cetacea, and Primates in the whole sequence and the
three codon positions. Intraspecific comparisons are indicated with the

Leyth

abbreviated species name using the first character of the genus name
and the first three characters of the species name. Interspecific distan-
ces are shown in dark gray circles. The light gray area in the plots
ground is the envelope of all points in all graphs
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Table 2 Log-log regression values as well as GLM means and stan-
dard errors (SE) for branch length comparisons among cyth and DQB

sequences shown in Fig. 3

Artiodactyla Cetacea Primates

All

A -0.59 -0.80 -0.67

B -0.90 —0.84 -0.93

» 0.96 0.72 0.97
Lpos/Leyy mean [SE]  3.81 [0.81] 1.87[0.24]  3.86 [0.96]
Leywy mean [SE] 0.11[0.01]  0.13[0.01]  0.11 [0.01]
1st

a -0.07 -0.18 -0.11

b -0.94 -0.88 -0.94

” 0.98 0.88 0.96
Lpgp/Leyy mean [SE] 724 [2.55]  4.61[1.12]  9.01 [3.02]
Leyyy, mean [SE] 0.49[0.04]  0.45[0.02]  0.29 [0.03]
2nd

a 0.10 -0.137 -0.029

b -0.85 -0.915 -0.892

7”2 0.94 0.819 0.906
Lpos/Leyy mean [SE]  232[3.88]  21.2[2.40]  19.6 [3.72]
Leyyy mean [SE] 0.05[0.00]  0.06 [0.00]  0.06 [0.01]
3rd

A -0.07 -0.20 -0.16

B -0.84 -0.89 -0.99

” 0.88 0.73 0.84
Lpgp/Leyyy mean [SE] 1.16 [0.10]  0.97[0.07]  1.88[0.34]
Leyyy mean [SE] 0.87[0.05]  0.95[0.04]  0.51 [0.04]

cetaceans than that of artiodactyls and primates with notice-
able exception of the second codon position for which the
cetacean slope is higher. A slower decrease of the Lpgp/
Leyy ratio with reference to Ly, indicated by the slope
parameter in cetaceans, may reflect the lower selection
signal on the DQB as inferred from the values of the inter-
cept parameter (a). The GLM mean value of L.y was
higher for the third codon position and lower for the second
codon position, while the GLM mean Lpgp/Leyy ratio was
higher for the second codon position and lower for the third
codon position (Table 2). The Lpgp/Leyy ratio was similar
and not significantly different between artiodactyls, ceta-
ceans, and primates in the second codon position. For the
first and third codon positions, primates exhibited the high-
est Lpgp/Leyws ratio and cetaceans, the lowest. Differences
were significant or marginally significant in the third codon
position for all comparisons (interval of p 0.00-0.10) and
significant only between cetaceans and primates at the first
codon position (p=0.06).

Artiodactyl species from the Bovidae family showed the
highest intraspecific selective signal in this group, whereas
species from the Cervidae family showed the lowest. All
mysticetes showed consistent high selective signal, while
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ziphiids, monodontids, the sperm whale (Physeter macro-
cephalus), and the finless porpoise (Neophocaena phocae-
noides) revealed the lowest selective pressure in the
cetacean group. No evident pattern among species was
observed in the Delphinidae and primates (Fig. 3).

Patterns of nonsynonymous and synonymous substitutions

In the three mammal orders examined, the dy/dg ratio
expressed as 4Ns decreases in parallel to the DQB sequence
distance between species (Fig. 4). For the paired taxa com-
parisons and for the global comparison among the three
taxa, the GLM showed a significant dependence of 4Ns on
the DQB sequence distance (p<0.01). However, this dis-
tance was not equally distributed among taxa; cetaceans
showed the highest values of 4Ns and the lower DQB
sequence distance, while primates showed the lower 4Ns
values and the higher DQB sequence distance. Mean 4Ns
value was 4.62 for cetaceans, 0.37 for artiodactyls, and
—0.45 for primates, while the mean DQB distances were
0.07, 0.14, and 0.14, respectively (Fig. 4). After testing the
normality of the DQB sequence distances with the
Kolmogorov—Smirnov d test (p>0.10), the Student's ¢ test
showed a significant difference between cetaceans and the
two terrestrial orders of mammals (p<0.02) as well as a
marginally significant difference between artiodactyls and
primates (p=0.10). This pattern was similar in the cytb gene
and precluded application of the GLM, since the three main
taxa cannot be compared on the same levels of variation of
DQB or cytb sequences. Notice, however, that linear regres-
sions for the plot 4Ns vs. DQB distance indicate an expected
4Ns value for cetaceans of —2.2 at the mean DQB distance
of 0.14 in artiodactyls and primates which corresponds to
4Ns values of 0.40 and —0.40, respectively (Fig. 4).
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Fig. 4 Selection parameter 4Ns on the MHC-DQOB gene in reference of
the DQB Jukes—Cantor distance. Black circles and line stand for values
and linear regression of Artiodactyla, open circles and dashed line for
the corresponding Cetacea results and gray triangles and line for the
Primates data
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Therefore, we compared the distribution of intraspecific dy
values in the three taxa. Within species, synonymous and non-
synonymous sequence distances of the DQB are higher and
more variable than the distances of the cytb. For the DQB also,
nonsynonymous distance is larger than the synonymous dis-
tance in the three mammal orders examined. Mean intraspecific
distance of the cyth gene is lower for cetaceans (0.004) and

higher for primates (0.017). Nonsynonymous distance within
species of the DQB is similar for artiodactyls and primates
(0.11 and 0.10, respectively) and lower for cetaceans (0.05)
(Table 3). After testing the normality of data, the Student's 7 test
showed significant differences comparing the DQB distances
between cetaceans and the two terrestrial groups (p<0.01) and
significant or marginally significant differences for the cytb

Table 3 Average Jukes—Cantor distance (), nonsynonymous (dy) and synonymous (ds) distances and their standard errors (SE) of cyth and DQB
sequences of the examined species. Abbreviation nc stands for not calculated values due to the lack of data

cytb alleles DQB alleles cyth d [SE] DQBJd [SE] DQBdy [SE] DQBds [SE]
Artiodactyla
A. alces 7 4 0.009 [0.003] 0.104 [0.019] 0.117 [0.031] 0.069 [0.027]
B. bubalis 7 12 0.014 [0.003] 0.168 [0.020] 0.174 [0.033] 0.152 [0.038]
B. indicus 4 9 0.001 [0.001] 0.114 [0.016] 0.122 [0.024] 0.094 [0.031]
B. taurus 35 28 0.006 [0.003] 0.108 [0.013] 0.115 [0.023] 0.091 [0.020]
C. elaphus 26 20 0.037 [0.003] 0.102 [0.015] 0.101 [0.023] 0.109 [0.028]
C. nippon 17 22 0.025 [0.003] 0.100 [0.015] 0.104 [0.024] 0.089 [0.028]
H. amphibius 1 0.009 [0.002] nc nc nc
O. moschatus 6 9 0.002 [0.001] 0.075 [0.013] 0.085 [0.020] 0.049 [0.020]
S. scrofa 23 5 0.009 [0.001] 0.068 [0.015] 0.079 [0.023] 0.038 [0.024]
Mean 14 12 0.012 [0.004] 0.105 [0.011] 0.112 [0.010] 0.086 [0.013]
Cetacea
B. bonaerensis 3 6 0.004 [0.001] 0.071 [0.014] 0.084 [0.025] 0.035 [0.020]
B. mysticetus 4 3 0.001 [0.001] 0.049 [0.014] 0.062 [0.028] 0.012 [0.012]
B. physalus 2 7 0.000 [0.000] 0.071 [0.013] 0.081 [0.021] 0.030 [0.015]
C. hectori 2 3 0.002 [0.001] 0.012 [0.007] 0.016 [0.009] 0.000 [0.000]
D. leucas 2 6 0.004 [0.002] 0.031 [0.009] 0.039 [0.016] 0.008 [0.008]
E. australis 4 7 0.000 [0.000] 0.072 [0.015] 0.094 [0.025] 0.014 [0.015]
E. robustus 3 2 0.001 [0.001] 0.055[0.017] 0.066 [0.033] 0.021 [0.018]
G. macrorhynchus 2 3 0.003 [0.002] 0.085[0.019] 0.106 [0.035] 0.022 [0.017]
L. obliquidens 7 3 0.003 [0.001] 0.071 [0.017] 0.086 [0.026] 0.023 [0.020]
M. europaeus 1 2 0.019 [0.011] 0.026 [0.015] 0.000 [0.000]
M. grayi 2 2 0.010 [0.005] 0.013 [0.009] 0.000 [0.000] 0.000 [0.000]
M. monoceros 4 2 0.002 [0.001] 0.000 [0.000] 0.000 [0.000] 0.000 [0.000]
M. novaeangliae 3 33 0.002 [0.001] 0.078 [0.012] 0.082 [0.021] 0.056 [0.022]
M. stejnegeri 2 2 0.003 [0.003] 0.000 [0.000] 0.000 [0.000] 0.000 [0.000]
N. phocaenoides 5 7 0.013 [0.004] 0.026 [0.008] 0.035 [0.013] 0.000 [0.000]
P. macrocephalus 4 2 0.002 [0.001] 0.007 [0.007] 0.010 [0.010] 0.000 [0.000]
T truncatus 10 2 0.011 [0.002] 0.039 [0.017] 0.034 [0.026] 0.036 [0.039]
Mean 4 5 0.004 [0.001] 0.041 [0.007] 0.048 [0.009] 0.015 [0.004]
Primates
A. nancymae 2 13 0.003 [0.001] 0.093 [0.014] 0.099 [0.023] 0.075 [0.024]
G. gorilla 3 0.008 [0.002] 0.124 [0.023] 0.132 [0.032] 0.102 [0.040]
H. sapiens 30 0.003 [0.001] 0.141 [0.031] 0.152 [0.040] 0.111 [0.053]
M. arctoides 7 3 0.009 [0.003] 0.098 [0.020] 0.094 [0.026] 0.109 [0.046]
M. mulatta 2 22 0.000 [0.000] 0.114 [0.015] 0.110 [0.024] 0.126 [0.025]
P. pygmaeus 0.079 [0.009] 0.103 [0.018] 0.085 [0.023] 0.162 [0.048]
P, troglodytes 13 0.018 [0.003] 0.069 [0.014] 0.060 [0.018] 0.098 [0.033]
Mean 8 0.017 [0.011] 0.106 [0.009] 0.105 [0.011] 0.112 [0.010]

Bold numbers highlights mean values of Cetacea, Artiodactyla and Primates
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distance (interval of p 0.01-0.07). The difference between
artiodactyls and primates was not significant either for the
DQB distance or for the cytb distance (interval of p 0.63-065).
The results above indicated that statistical comparisons of
the rate of nonsynonymous substitution at the DQB between
cetaceans and terrestrial mammals depend on differences be-
tween taxa affecting molecular clocks which are slower in
cetaceans for the two genes examined. However, plotting of
the cyth and DQBdy distances showed a pattern of variation
noticeably different for cetaceans in which at least two groups
of dy are observed. A group of high values of DQBdy; (>0.06)
is formed by all mysticetes examined together with the short-
finned pilot whale and the North Pacific white-sided dolphin
(Sagmatias obliquidens), while a group of low dy values
(<0.04) is formed by ziphiids, the sperm whale, monodontids,
the Hector's dolphin (Cephalorhynchus hectori), the bottlenose
dolphin, and the finless porpoise (Table 3; Fig. 5). This pattern
is the same as the one observed in the analysis of phylogenetic
branch lengths (Fig. 3). The plot of the cyth and DQBdy
distances also suggests that in spite of the differential variation
of the cytb distance, the DQBdy of cetaceans is, in general,
lower than its values for artiodactyls and primates (Fig. 5).

Accumulation of variable sites

DQB sequences of terrestrial mammals showed a higher
proportion of variable sites compared to cetacean sequences.
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Fig. 5 Jukes—Cantor distance of the cyth gene and the nonsynonymous
DQB Jukes—Cantor distance (dy) within species of Artiodactyla (black
rectangles), Cetacea (white rectangles) and Primates (gray rectangles) in
Table 3. The dashed line is the diagonal. Species names are indicated with
abbreviations as in Fig. 3. The inner graph is the same plot showing only
cetaceans with distinction of two groups having different levels of
DQBdy which correspond to different marine habitats
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Cetaceans, which had the largest number of species ana-
lyzed in this investigation (17 species, 92 alleles), had on
average less than 8 % of variable sites (13/171), while
artiodactyls, which had fewer species and a similar amount
of sequences analyzed (nine species, 110 alleles), had 25 %
(43/171) of variable sites (Table 4). Both taxa had a compa-
rable sampling of divergence degree as measured by the
cytb (Fig. 2). Mean proportion of variable sites on cytb
sequences was also lower in cetaceans (0.5 %) as compared
with artiodactyls and primates (3 % and 2 %, respectively)
and thus, the general proportion of variable sites at the cyth
gene was lower than it is in the DQB. The Student's 7 test
showed significant differences in the proportion of variable
sites per allele and nucleotide between cetaceans and the
two groups of terrestrial mammals. These differences were
found for the DQB and the cytb sets (p<0.02). The propor-
tion of variable sites per allele and nucleotide was not
statistically different between artiodactyls and primates for
the DQB (p=0.50) or for the cytb (p=0.66).

Estimation of the asymptotic number of variable sites at
the DQB sequence yielded 56+11 (SE; #7=0.79) for ceta-
ceans, 93+20 (SE; +2=0.79) for artiodactyls, and 66+15
(SE; #=0.72) for primates (Fig. 6). Distribution of variable
sites among codon positions in the cyth gene was similar in
the three mammal orders occurring more in the third posi-
tion and less in the second position. Variable sites in the
DQOB gene in both terrestrial mammal orders were almost
equally distributed among the three codon positions, while
cetaceans showed more occurrences of variable sites in the
first position and less in the third position.

Discussion

All indicators of molecular evolution examined pointed to
weaker balancing selection in MHC-DQB of cetaceans in
comparison with artiodactyls and primates. The analyses on

Table 4 Sampling of species, alleles, and variable sites for the cyth
and DQB of the mammal orders examined. Parameters v,,,, and £, their
standard errors (SE), and the fit regression index for the estimation of
total variable sites at DQB are also shown

Artiodactyla Cetacea Primates
Species 9 17 7
DQB alleles 110 92 58
cytb alleles 129 60 59
DQB variable sites (171 bp) 43 13 43
cytb variable sites (1,140 bp) 37 6 27
DQBvVpax [SE] 92.7[19.9] 559 [11.5] 65.8[15.4]
DQBk [SE] 8.96 [4.84] 9.42[3.58] 2.95[2.22]
I 0.86 0.79 0.72
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Fig. 6 Accumulation of variable sites on DQB and cytb alleles sam-
pled. Each point represent a species among the examined Artiodactyla
(black circles, A), Cetacea (open circles, C), and Primates (gray tri-
angles, P). The maximum and minimum accumulation profiles of a
fitted hyperbolic function are plotted for the DQB using the function
parameters vp,.x and k and their standard errors, SE (Table 4; viax + S
Eymax and k& — SE;, for upper bound as well as vipax — SE,max and & +
SE, for lower bound). Fitted function intervals are dark gray for
Artiodactyla, open space between black lines for Cetacea, and light
gray for Primates

nonsynonymous substitutions and the accumulation of var-
iable sites impeded statistical examination of selection on
the DQB given the general lower rates of substitution in
cetaceans. However, the general weaker balancing selection
observed in this taxon seemed not related to differences in
sampling of species and alleles among taxa. Analyses of the
Lpqs/Leyw and dy/ds ratios also showed a higher variation
in the strength of balancing selection for the DQB in ceta-
ceans which was unrelated to sampling differences. Because
molecular clocks differ between taxa, phylogenetic
approaches showed more clearly a different selection mode
on the cetacean DQB than distance approaches.

We found apparent transorder sharing of an allele be-
tween the hippopotamus and a beaked whale with a se-
quence similarity of 0.94. Although the phylogenetic
relationship between Cetacea and Hippopotamidae is not
surprising given other molecular evidence (Gatesy 1997;
Nikaido et al. 1999; Boisserie et al. 2005), the preservation

of this allelic similarity for over 50 Mya (Thewissen et al.
2007) seems remarkable.

Variable degrees of polymorphism have been described for
the different MHC genes in several mammal species (Amills et
al. 1998; Baker et al. 2006), each having a particular role in the
immune response to specific pathogens (Acevedo-Whitehouse
and Cunningham 2006). Also, duplication of MHC genes
allows the expression of alternative MHC proteins in one
individual. In the California sea lion (Zalophus californianus),
for example, the DRB is a family of eight loci, each of which
exhibits limited variability but which may have different loci
configurations among individuals (two to eight loci for a total
of 40 configurations). This yields a highly variable set of
possible DR proteins within and between individuals (Bowen
et al. 2006). Duplication of DQB has been reported in some
cetacean species (Baker et al. 2006; Xu et al. 2007) and is
widely reported in artiodactyls showing, in some cases, high
variation between duplicated loci (Sigurdardottir et al. 1992;
Amills et al. 1998). MHC duplication and all its multigenic
features comprise a genotypic level of polymorphism different
to the variation in nucleotide sequence that we have examined
for the DOB gene. MHC function depends on sequence
variation among individuals within loci, variation of loci
configurations (genotypes) within and between individuals,
and expression patterns of genes on cells. These three levels
of genetic structure and function may be subjected to differ-
ent modes and strengths of natural selection. Further re-
search on polymorphism at different MHC loci as well as
on the patterns of MHC expression on cells against different
pathogens are needed to properly assess MHC evolution in
marine and terrestrial environments (Acevedo-Whitehouse
and Cunningham 2006).

The apparent low levels of polymorphism previously
reported for some species of marine mammals does not
occur for all species (Hoelzel et al. 1999; Baker et al.
2006; Xu et al. 2007). For example, at least 23 different
DQB alleles have been reported in humpback whales (Baker
et al. 2006). As is in our sampling, the ziphiids, the sperm
whale, monodontids, and the finless porpoise formed a
group with low DQB polymorphism, while mysticetes
exhibited a relatively high DQB variation similar to that of
terrestrial mammals which is concordant with a higher oc-
currence of transpecific polymorphisms. Different dolphin
species appeared in the two groups; the bottlenose dolphin
and the Hector's dolphin in the low DQB variation group
and the short-finned pilot whale and the North Pacific white-
sided dolphin in the high DQB variation group. The distinc-
tion of these two groups among cetaceans suggests that life
differences between coastal and pelagic realms as well as
between warm and cold environments might influence the
selection regime on the DQB.

The attributes of epidemic processes in the marine envi-
ronments, mostly high dispersal and openness (McCallum et
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al. 2004), seem involved in mass mortalities and other sto-
chastic phenomena which are relevant for the life history and
demography of marine mammals (Harwood and Hall 1990).
The stronger and less variable balancing selection found in
terrestrial mammals might, thus, result from a lower stochas-
ticity in their demography part of which could be related with
domestication in artiodactyls of our sampling such as bovines,
pigs, and even deer. However, the pattern of stronger and less
variable balancing selection of the DQB occurs also in pri-
mates for which life history and demography are different.
This suggests that the evolutionary pattern of DQB in artio-
dactyls and primates might be general for terrestrial mammals.
The differences of epidemiology among marine and terrestrial
environments seem to have the same basis on dispersal, hab-
itat isolation and population openness (McCallum et al. 2004)
than the contrasting rates of chromosomal evolution and spe-
ciation between cetaceans, artiodactyls, and primates
(Arnason 1972; Bush et al. 1977). Therefore, the particular
DQB evolution of cetaceans might be part of a general sto-
chastic phenomenology of high dispersal in habitats at once
highly continuous and highly contrasting.

In conclusion, our results show that DQB evolution in
cetaceans follows the general pattern of balancing selection
observed in other mammals (Takahata 1990). However, we
found a clear indication of a general weaker balancing selection
for the DQB of cetaceans and a larger variation on its strength.
Such evolutionary variation for cetaceans also seems, in our
results, associated to differences between marine habitats.
Further comparative studies on local selective pressures occur-
ring in subpopulations or restricted populations (e.g.,
Vassilakos et al. 2009) are needed to disentangle environmen-
tal, demographic, and phylogenetic influences on the evolution
of mammal MHC and their consequences for conservation.
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Capitulo 3

Variacion nucleotidica y peptidica del exon 2
del gen DQB en mamiferos marinos y
terrestres




3. 1 Introduccién

La prediccion precisa de la estructura secundaria a partir de las abundantes fuentes de
secuencias de proteinas y genes que existen actualmente, permite entender cuestiones de
diferentes ramas de la ciencia experimental y tedrica, como es el disefio de medicinas, las
bases genéticas de una enfermedad, el rol de la estructura proteica en funciones
enzimaticas, etc. (Munson et al. 1994). Los modelos de estructura secundaria representan
un intento para afadir realismo bioldgico al analisis de genes para productos de RNA que
presenten una estructura secundaria. Estos modelos pueden explicar la dependencia entre
los sitios de nucledtidos, donde la seleccion favorecerd sustituciones que no afecten la

estabilidad de esta estructura (Lewis, 2001).

Los elementos fundamentales de la estructura secundaria de las proteinas con las a- hélices,
laminas B, espirales y giros, debido principalmente a los puentes de hidrogeno que se
forman entre el esqueleto carbonil y los grupos NH. En promedio, las proteinas contienen
aproximadamente 30% de estructura o - hélices (H), cerca de 20% de laminas  (E) y
alrededor de 50% de estructuras espirales (C). El espiral es la estructura mas facil de
predecir, mientras que las laminas B son las mas dificiles, dada su rareza relativa y su
naturaleza irregular en zonas de contacto, contrario a las a- hélices, donde las zonas de

contacto se encuentran bien localizadas (Kloskowski et al. 2002).

Metodo cuadratico — logistico para la prediccion de la estructura secundaria de
proteinas.

Existen métodos como el GOR (Garnier — Osguthorpe — Robson) (Garnier et al. 1996) que
predicen la estructura de secundaria de las proteinas a partir de secuencias de amino acidos
basandose en la teoria de informacion y redes neuronales. Asi mismo, existen métodos
estadisticos que obtienen resultados con una tasa de prediccion comparable e incluso

mayor a aquellos que utilizan la teoria de la informacién y redes neuronales.

El método cuadratico — logistico (QL method por su siglas en inglés) se basa en un enfoque

puramente estadistico, viendo la situacion como un problema de regresion o clasificacion
Pagina | 42



con un numero desconocido de variables. Este acercamiento es un hibrido de un modelo
estrictamente paramétrico (logistica lineal y cuadrética) con técnicas no — paramétricas (o
modelo — libre). Este acercamiento permite la incorporacion de variables de importancia
conocida mientras permite el surgimiento de una estructura del modelo muy general a partir
de los datos. En este método la complejidad es controlada ya sea por medio de la adicion o
remocién de términos en el modelo de regresion, o por medio del ajuste del “parametro de
suavizamiento” que efectivamente permite el continuo ajuste en el nimero de parametros
en el modelo. De esta manera se puede encontrar el modelo éptimo dentro de un gran

universo de modelos complejos (Munson et al. 1994).

La prediccion de la estructura secundaria permite inferir la inmunoreactividad de moléculas
como las del MHC, por lo tanto su funcionalidad. En algunos trabajos se ha observado que
al alterar la estructura secundaria de ciertas proteinas en condiciones de almacenamiento y
preparacion, el contenido de estructuras o hélice muestra una relacion inversa a la
inmunoreactividad y por tanto a la disponibilidad de sitios antigenicos (Rousset et al.
1983).

Prediccién de determinantes antigénicos proteicos a partir de secuencias de amino
acidos.

El método de Hopp y Woods (1981) se utiliza para localizar determinantes antigenicos
proteicos por medio de secuencias de amino acidos de manera que se puedan reconocer el
punto de maxima hidropatia local. Esta es logrado a través de un valor numérico a cada
amino acido (valor hidropético) y promediando repetitivamente estos valores a través de la
cadena peptidica. El punto de maxima hidropatia local promedio se encuentra localizado
adyacente a un determinante antigénico o es un sitio antigénico. La tasa de éxito de esta
prediccion depende del promedio del grupo. Los valores que se les asignan a cada amino

acido se muestran a continuacién en el Cuadro 1.

Esta escala fue desarrollada para predecir sitios antigénicos potenciales en proteinas

globulares, las cuales seran probablemente ricas en residuos polares con carga. Esta escala
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es esencialmente un indice de hidrofilia, con asignacion de valores negativos a residuos no

polares.

Cuadro 1. Valores de hidropatia de Hopp y Woods (1981).

Amino acido s,*kcal/mol Valor de hidropatia
Arginina 3.0 3.0
Acido aspartico 2.5 3.0
Acido glutamico 2.5 3.0
Lisina 3.0 3.0
Serina 0.3 0.3
Asparagina 0.2 0.2
Glutamina 0.2 0.2
Glicina 0.0 0.0
Prolina -14 0.0
Treonina -0.4 -0.4
Alanina -0.5 -0.5
Histidina -0.5 -0.5
Cisteina -1.0 -1.0
Metionina -1.3 -1.3
Valina -1.5 -15
Isoleucina -1.8 -1.8
Leucina -1.8 -1.8
Tirosina -2.3 -2.3
Fenilalanina -2.5 -2.5
Triptofano -3.4 -3.4

* Valores de los parametros de los solventes asignados por Levitt

3.2 Método

Se obtuvieron un total de 291 secuencias de nucledtidos del exon-2 del gen DQB (171 pb),
el cual codifica para PBR de los receptores de antigeno de las moléculas clase Il del MHC
y 294 secuencias de citocromo b (cytb) mitocondrial (1,140 pb) pertenecientes a 41
especies de mamiferos marinos y terrestres de los oOrdenes: Cetacea, Carnivora,
Artiodactyla y Primates (Cuadro 2) a través del banco de genes: Genbank (Benson et al.
2005). Se generaron otras 21 secuencias del gen DQB provenientes de diez especies de
cetaceos, una de pinnipedo y una de artiodactilo para completar el juego de 41 especies

para ambos marcadores geneticos. Estas secuencias se obtuvieron por amplificacion por
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PCR utilizando los oligonucleétidos iniciadores de Murray et al. (1995). Algunas
amplificaciones se secuenciaron directamente (secuencias gendmicas) y otros fueron
clonados en células competentes de Escherichia coli DH5a transformandolas con el
plasmido vector pGEM-T al cual se ligd el producto de la PCR. Las células con el plasmido
con el producto de la PCR inserto se identificaron y separaron por el método de las colonias
blancas y azules. Las colonias bacterianas con el plasmido con el inserto se amplificaron
separadamente en cultivo. De estos cultivos se extrajeron los plasmidos con los productos
amplificados insertos y se secuenciaron utilizando oligonucle6tidos asentados en el

plasmido (secuencias clonadas) (Baker et al. 2006).

Cuadro 2. Especies de mamiferos marinos y terrestres incluidos en el andlisis de estructura
secundaria del gen DQB

Cetacea Carnivora* Artiodactyla Primates
Delphinidae Otaridae Hippopotamidae Hominidae
C. hectori A. forsteri H. amphibius H. sapiens

G. macrorhynchus A. gazella Bovidae G. gorilla

S. obliquidens Z. californianus B. indicus P. troglodytes
T. truncatus Phocidae B. taurus P. pygmaeus
Monodotidae M. angustirostris B. bubalis Cercopithecidae
D. leucas M. leonina O. moschatus M. arctoides
M. monoceros M. schauinslandi Cervidae M. mulatta
Phocoenidae Canidae C. elaphus Aotidae

N. phocaenoides C. familiaris C. nippon A. nancymaae
Balaenopteridae U. cinereoargenteus A. alces

B. bonaerensis U. littoralis Suidae

B. physalus S. scrofa

M. novaengliae

Eschrichtidae

E. robustus

Balaenidae

B. mysticetus

E. australis

Ziphidae and Physeteridae
M. europeaus

M. grayi

M. stejnegeri

P. catodon

*El orden Carnivora se subdividié en dos grupos, carnivoros terrestres y carnivoros marinos para poder realizar
comparaciones de acuerdo a su habitat.
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Metodo ad hoc para analizar estructura DQB

Con el fin de analizar la variacion de las secuencias con un sentido funcional, las
secuencias nucleotidicas del gen DQB y del gen cytb se tradujeron a las secuencias de
aminoéacidos respectivas usando el programa Mega 4.1 software (Kumar et al. 2008) el cual
considera los codigos genéticos universal (para el gen DQB) y mitocondrial de los
vertebrados (para el gen cytb). En todas las secuencias peptidicas se determinaron los
perfiles de carga eléctrica e hidropatia en la escala de Hopp y Woods la cual mide la
inmunorreactividad peptidica. Para ello, se utilizo el programa MultiHQ7 desarrollado por
L. Medrano (1990, 2007 en prep). Ya que la inmunorreactividad de los péptidos se asocia a
su estructura secundaria (Hopp y Woods, 1981; Rousset et al. 1983), se determind también
la estructura secundaria con el método QL (Munson et al. 1994) que se encuentra
disponible en linea (http://abs.cit.nih.gov/). De forma paralela a como las distancias
nucleotidicas se compararon con respecto a la a variacion del gen cytb como indicador de
variacion neutral, la variacion de la estructura peptidica se normalizé con respecto a la
distancia promedio Jukes-Cantor de las secuencias cytb dentro y entre especies utilizando el
programa VARSECHQ para hidropatia y carga y el programa VARSECES para estructura
secundaria desarrollados ad hoc por L. Medrano (2009 en prep). Dado un alineamiento de
valores de hidropatia o carga eléctrica (V) de m secuencias de s especies con Kk sitios, para
cada sitio x se obtuvo el promedio de todas las comparaciones pareadas de las secuencias i
e j respecto a la distancia promedio dentro o entre las especies de las secuencia i e j (dspj),

esto es:

‘Vix - ij
dsp;

Rx=iz

Ny 5

donde n;jj es el nimero de comparaciones pareada i € j y Ry es la tasa promedio de cambio
de la variable V en el residuo x con respecto a la distancia J-C del gen cytb entre las
especies a las que pertenecen las especies i e j. Es importante mencionar que muchas de las
distancias intraespecificas (dsp;j) no son cero. Para cada sitio X, se determin0 también la

desviacion estandar del valor Ry.
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A diferencia de la hidropatia y la carga eléctrica que consisten de un solo parametro, la
estructura secundaria se describe con los valores de probabilidad para hélice alfa (pa),
lamina beta (pb) y giro (coil; pc) y para los cuales se cumple la condicion pa+pb+pc=1.
Asimismo, debe considerarse que la tasa de cambio de la estructura secundaria depende de
la incertidumbre de la prediccion la cual puede caracterizarse con la diversidad de las
probabilidades pa, pb y pc. Una alta diversidad (homogeneidad) de las tres probabilidades
implica una mayor incertidumbre en la prediccion de la estructura secundaria y por lo tanto,
debe ponderarse como una menor tasa de cambio. Para caracterizar la incertidumbre, se

eligio a la diversidad de Shannon-Wiener (H) que se calculé como sigue:

C

H=->pin,(p)

i=a

La incertidumbre en la prediccion de la estructura secundaria se definié como I=H/Hpax
donde Hnax €s la diversidad maxima posible (Hnax=In2(3)). La tasa promedio de cambio Ry

en la estructura secundaria se determino entonces como sigue:

+

a

+

pix _pjx pix _pjx

l1,dsp;

b pix _pjx c

R, =iz

Ny 5

Igual que en el caso de la hidropatia y la carga eléctrica, se determind la desviacion

estandar de Ry en la estructura secundaria.

3.3 Resultados

El andlisis de hidropatia (HW) y carga eléctrica de Hopp — Woods dio como resultado
perfiles similares y consistentes en todos los grupos de mamiferos analizados (Figuras 4 y
5). Todos los grupos mostraron valores altos de desviacion estandar (Cuadro 3). En

promedio, la hidropatia fue significativamente diferente entre la mayoria de los grupos de
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mamiferos con excepcion de los carnivoros terrestres y ambos grupos de mamiferos
marinos. Los mamiferos marinos mostraron los valores mas altos de hidropatia (0.528
cetaceos y 0.478 carnivoros marinos) sin diferencias significativas entre ellos. La
hidropatia de los mamiferos terrestres parece ser mas variable, principalmente en
artiodactilos y los primates. Con respecto a la carga eléctrica, no se presentaron diferencias
significativas entre los mamiferos y se mostraron patrones similares de variacion. Los
primates son el Unico grupo que resultd de manera significativa menos negativamente

cargados que el resto de los grupos de mamiferos.

Cuadro. 3 Promedio y desviacion estandar (DE) y valores p de prueba t -student del
analisis de hidropatia (HW) y datos de carga (Q) de Hopp —~Woods

. DE .

Promedio (HW) (HW) Promedio (Q) DE (Q)
Cetaceos 0.528 0.645 -0.019 0.202
Artiodactilos 0.442 0.690 -0.033 0.223
Carnivoros marinos 0.478 0.609 -0.015 0.225
Carnivoros terrestres 0.390 0.628 -0.028 0.203
Primates 0.368 0.661 -0.012 0.204
valores p C A CM CT P
Cetaceos 0.2470  0.3970 0.1260 0.5550
Artiodactilos 0.0150 0.2040 0.2540 0.0190
Carnivoros marinos 0.0940 0.0030 0.2250 0.0020
Carnivoros terrestres 0.0500 0.0220 0.5020 0.0080
Primates 0.0000 0.0130  0.0000 0.0000

C = Cetaceos, A = Artiodactilos, CM = Carnivoros Marinos, CT = Carnivoros Terrestres, P = Primates.
Valores de hidropatia (matriz inferior) y valores de carga (matriz superior); Los valores significativos (p >
0.05) se encuentran en negritas.

La comparacion de los perfiles de hidropatia entre una molécula conservada como el cytb y
una molécula altamente variable como el DQB del MHC, nos permitié observar que las
zonas hidropaticas de encuentran muy conservadas en el cytb (Figuras 4 y 5). La prediccion
de la estructura secundaria del cytb no revel6 cambios estructurales significativos entre los
mamiferos para este marcador. La variacion de dicha probabilidad fue muy poca entre

secuencias, indicando que las predicciones fueron congruentes entre todos los grupos y
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entre las mismas secuencias. La confiabilidad de dichas predicciones fue alta,
principalmente en dos zonas hidropéticas localizadas entre los sitios 200 — 300 del cytb. La
baja confiabilidad que se observa en las predicciones que se encuentran entre el sitio 75 -
130 en los carnivoros terrestres se le puede atribuir a que en algunas secuencias que se
tienen para una de las dos especies de este grupo, los zorros grises, ésta zona no se

encuentra bien secuenciada e incluso incompleta.

Es notable la diferencia entre los perfiles de hidropatia que existen entre ambos marcadores,
ya que el cytb presenta zonas con niveles de hidropatia muy bajos, mientras que el gen

DQB parece una molécula practicamente hidropatica en todas sus zonas.

Los perfiles de hidropatia del gen DQB son similares para todos los grupos de mamiferos
analizados, sin embargo se observa que los primates presentan zonas menos hidropaticas
que el resto de los grupos. Las zonas de alta hidropatia para este marcador corresponden a
zonas con predicciones de estructura de hoja beta. Se puede observar una zona entre los
sitios 27 — 32 donde existe mayor variacion en las predicciones y que presentan altos
valores de confiabilidad, esto puede indicar que para esta zona, la estructura es particular
para cada uno de los diferentes grupos, aunque se debe de realizar un andlisis mas profundo
para poder llegar a aseverar dicha sugerencia. Los carnivoros terrestres mostraron datos
extremadamente variables de hidropatia a pesar de que la distancia genética fue muy corta,
ya que solo se constaba de dos especies diferentes, lo que pudiera indicar que para este
grupo la hidropatia es un factor de variabilidad en esta molécula. Cabe destacar que las
secuencias de amino &cidos de carnivoros marinos y terrestres presentaron sélo 45 — 50
residuos al traducirse, ya que las secuencias que se obtuvieron del banco de genes para

dichos grupos unicamente se tenian secuenciadas alrededor de 100 pb de cada secuencia.

Analizamos la conservacion de la estructura secundaria y la hidropatia (Rd) de ambos
marcadores (Figuras 6 y 7 respectivamente) a partir de las distancias genéticas que
obtuvimos del cytb que colocan a las secuencias en un contexto evolutivo de manera que
podemos discernir si la variacion observada en las moléculas es producto de un proceso

evolutivo distinto o es mas bien un efecto de la distancia acumulada a los largo de la
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distancia genética (VarSec.pas y VarHQ.pas, Medrano en prep.). Contrastamos valores de
Rd de primates (grupo externo) contra el resto de los grupos de mamiferos y se
contabilizaron por medio de un método de cuadrantes (Zonard.pas, Medrano en prep.) que
nos permite observar la acumulacion de datos en ciertas zonas para comparar el
comportamiento de la variacion en la estructura secundaria y en la hidropatia de los grupos
de manera que se pudiera inferir si existia algun patrén que fuera exclusivamente marino o

terrestre.

Sin embargo, los resultados de conservacion en la estructura secundaria muestran que no
existe un patrén distintivo entre mamiferos marinos y terrestres, en el caso de hidropatia
parece haber una mayor variacion en los mamiferos marinos, ya que parece que hay sitios
que son mas conservados que otros. En el caso de la estructura secundaria podemos
observar que el gen DQB presenta una acumulacion de datos menos restringida que el cytb,
donde parece que hay sitios que presentan mayor variacién que otros, mientras que en el

cytb, podemos observar que los sitios tienen una variacion similar entre los sitios.
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Fig. 4 Perfiles de hidropatia (HW) de Hopp y Woods, variacion de la hidropatia (RHW), confianza de la prediccion de estructura secundaria (ES) y estructura secundaria promedio
(gréficas de barras) del gen cyth (conjunto de gréficas a la izquierda) y gen DQB (conjuntos de graficas a la derecha) en artiodactilos, cetaceos y primates calculado con MultiHQ7
(Medrano — Gonzalez, en prep.). A = artiodactilos, C = cetaceos y E = Primates. Barras negras = prediccion de giros; barras gris oscuro = prediccion de hélices alfa; y barras
gris claro = prediccion de hojas beta.
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Carnivoros terrestres ... Carnivoros marinos = Primates
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Fig. 5 Perfiles de hidropatia (HW) de Hopp y Woods, variacion de la hidropatia (RHW), confianza de la prediccion de estructura secundaria (ES) y estructura
secundaria promedio (graficas de barras) del gen cytb (conjunto de gréficas a la izquierda) y gen DQB (conjuntos de graficas a la derecha) en carnivoros marinos
y terrestres asi como primates calculado con MultiHQ7 (Medrano — Gonzalez, en prep.). A = artiodactilos, C = cetaceos y E = Primates. Barras negras =

prediccion de giros; barras gris oscuro = prediccién de hélices alfa; y barras gris claro = prediccién de hojas beta. Las areas en blanco indican que no existen
datos para este grupo

Pagina | 52



25-2-15-1-050 05115 2 25-25-2-15-1-050 051 15 2 25 24 25-2-15-1 050 05 1 15 2 25-25-2-15-1-050 05 1 15 2 25
2.5 25 2.5 h f ! 1 L i L h h s f L H 1 55

23
48 P 7 22
45 2+ s I r2 21 24
42 fg
39 P 1 - 1.5
* £ ro8
33 = =
Q w 15
0 0 o 14 % 0.59 8
o @ 1mn T o [0}
27 o o 2 0O O 0 S
% T % 1 OE pi
21 < IS] 0 O < 8
18 @ g o
= =
15 (O ! g
122 =
9 8 4 8
5 @ 3 @
s ;0
o © o g
E 2
=] =4
E=a k]
G2 8 w e 8
] £ oo £
x o @ x g @
— s
D £ D £
+—= v bt (0]
0
g g 8 g
g = g =
= E = £
© = @ %]
O o O (&}
-2.54 2.5 -2, 25
25-2-15-1-050 05 1 15 2 25-25-2-15-1-050 05 1 15 2 25 25 -2 15 -1 -050 05 1 15 2 25-25-2-15-1-050 05 1 1.5 2 25
Rd Estructura Secundaria Primates Rd Estructura Secundaria Primates

Fig. 6 Conservacion de la estructura secundaria (RAES) en cada grupo de mamiferos. La acumulacion de datos representa zonas con cierta variabilidad en la
estructura secundaria de la proteina en cada uno de los sitios a lo largo de la cadena peptidica del gen cytb (conjunto de gréficas a la izquierda) y del gen DQB
(conjunto de graficas a la derecha). NOTA. Cuando la mayor densidad de datos se concentra en un lado de la linea punteada, indica que la variabilidad es mayor
en alguno de los dos grupos que se contrastan en cada grafica. Los primates siempre se colocaron siempre en el eje de las x actuando como grupo externo en la

comparacion.
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Fig. 7 Conservacion de la hidropatia (RdH) en cada grupo de mamiferos. La acumulacion de datos representa zonas con cierta variabilidad en la hidropatia en
cada uno de los sitios a lo largo de la cadena peptidica del gen cytb (conjunto de graficas a la izquierda) y del gen DQB (conjunto de gréaficas a la derecha).
NOTA. Cuando la mayor densidad de datos se concentra en un lado de la linea punteada, indica que la variabilidad es mayor en alguno de los dos grupos que se

contrastan en cada gréafica. Los primates siempre se colocaron siempre en el eje de las x actuando como grupo externo en la comparacién.
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3.4 Discusion

Las diferencias significativas en la hidropatia de las secuencias de aminodcidos de los
cetaceos podria sugerir que, a pesar de que algunas especies dentro de este grupo presenten
menores niveles de polimorfismo, la funcionalidad de la estructura secundaria se conserva
(Vassilakos et al. 2009). Esto sugiere que los bajos niveles de polimorfismo en loci de
MHC no se traducen necesariamente en una menor capacidad en la respuesta inmune, sino
que pareciera que los mamiferos marinos, a pesar de presentar un menor polimorfismo,
Ilegan a traducir un PBR altamente hidropatico y funcional, suficiente para responder a las
amenazas al sistema inmune en el medio marino. Asimismo, la ausencia de cambios
estructurales significativos entre las moléculas resultantes del gen DQB entre mamiferos
terrestres y marinos nos lleva a pensar que es posible que la baja variabilidad en este
complejo, al menos en este gen, no pone en peligro la respuesta inmune, ya que el resultado
es una molécula con rasgos estructurales y funcionales similares. Incluso pareciera que en
el caso de los mamiferos marinos existe una mayor variacion en términos funcionales de
hidropatia donde las variabilidad es mayor a pesar de que el nimero de alelos sea menor
que en el resto de los grupos. Los carnivoros terrestres que en su mayoria son canidos,
presentan una variacion minima a pesar que presentan hasta 20 alelos, en el caso de los
perros domésticos donde la estructura secundaria resultante y la hidropatia para cada alelo
de gen DQB es practicamente la misma.

La investigacion a nivel funcional de la existencia de altos niveles de polimorfismo con en
una mayor adecuacion en los individuos o especies de algin grupo en particular, es crucial
para poder entender los mecanismos reales del la manutencion de los asombrosos niveles
de polimorfismo que exhiben algunas especies. Establecer el vinculo entre la supervivencia
de organismos que presentan ciertas combinaciones de alelos de MHC es el siguiente
peldafio que se debe escalar. De no poder establecer dicho vinculo, no se puede asegurar
fehacientemente que la evolucion del MHC sea Gnicamente producto de un efecto selectivo,
descartando la posibilidad de que sea un proceso meramente demografico que sigue
patrones de permanencia de alelos dependiente del régimen de mortalidad particular de

cada especie.
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Capitulo 4
Conclusiones generales y recomendaciones
para futuras investigaciones




4.1 Conclusiones generales y recomendaciones para futuras

investigaciones

La presente investigacion muestra algunos rasgos de la evolucion del exén-2 del gen DQB

del MHC en los mamiferos marinos y en los mamiferos terrestres en relacién con las

diferencias epidemioldgicas y poblacionales entre ambos medios. Se encuentra que la

vision tradicional de menor variacion del gen DQB en el medio marino asociada a una

menor presion de seleccion por patdgenos es inexacta. Los principales puntos que se

pueden concluir sobre esta investigacion son:

1.

4.

Nuestros resultados muestran que la evolucién del DQB en cetaceos sigue el patrén
general de seleccion balanceadora observada en los mamiferos. Sin embargo,
encontramos un claro indicio de una seleccion balanceadora en el DQB mas débil y
con una mayor variacion en su fuerza para los cetaceos. Dicha variacién en los
cetaceos parece, en nuestros resultados, estar asociada a diferencias entre los

habitats marinos.

Los andlisis de sustitucién sindnimas/no-sinbnimas y de acumulacion de sitios
variables impidié examinar estadisticamente la seleccién en el DQB debido a las
menores tasas de sustitucion encontradas en los cetdceos. Los indicadores
filogenéticos permitieron probar estadisticamente las diferencias en la evolucion del

gen DQB entre los mamiferos marinos y terrestres.

Los analisis de las proporciones Lpgg/Lcytn Y dn/ds mostraron una alta variacion en la

fuerza de seleccion balanceadora en el gen DQB entre las especies de cetaceos.

Se encontro evidencia de un polimorfismo transespecifico entre un hipop6tamo y un
zifio con una similitud en secuencias de 0.94. Esta es una retencion notable que se

ha conservado a través de 50 millones de afos.
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10.

Los zifios, cachalotes, monoddntidos y la marsopa sin aleta formaron un grupo con
bajos niveles de polimorfismo en el gen DQB mientras que los misticetos mostraron
una alta variacion similar a la observada en los mamiferos terrestres. EI mayor
polimorfismo en los misticetos y mamiferos terrestres coincide con una mayor

presencia de polimorfismos transespecificos en estos grupos.

Las especies de delfines se dividieron en los dos grupos: las toninas y el delfin de
Héctor se encontraron en el grupo con baja variacion en el DQB mientras que el
calder6n de aletas cortas y el delfin de costados blancos de Pacifico Norte se

localizaron en el grupo de alta variacion.

Esta conformacion de grupos en los cetaceos sugiere que las diferencias entre vivir
en ambitos costeros o pelagicos, asi como entre vivir en ambientes calidos o frios,

pueden influenciar el régimen de seleccién en el DQB.

La seleccion balanceadora mas fuerte y menos variable encontrada en los mamiferos
terrestres estudiados puede resultar de una menor estocasticidad en su demografia lo
cual podria estar relacionado con la domesticacion de los artiodactilos de nuestro
muestreo (bovinos, cerdos e incluso venados). Sin embargo, el mismo patron se
observa en los primates sugiriendo que el patron evolutivo encontrado para primates

y artiodactilos podria ser generalizado para los mamiferos terrestres.

El andlisis de hidropatia (HW) y carga eléctrica de Hopp — Woods dio como
resultado perfiles similares y consistentes en todos los grupos de mamiferos
analizados. En general, los cetdceos muestran niveles de hidropatia

significativamente mayores con respecto a los mamiferos terrestres.

Las zonas de alta hidropatia en el exon 2 del gen DQB corresponden a zonas con
predicciones de estructura de hoja beta las cuales corresponden a su vez al surco de

unién a antigenos.
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12.

13.

14.

La comparacion entre los perfiles de hidropatia de los genes cytb y DQB, muestra
zonas hidropaticas muy conservadas en el cytb.

El cytb presenta zonas con niveles de hidropatia bajos mientras que el segmento

codificado por el exon 2 del gen DQB es casi todo hidropatico.

No se observan cambios estructurales significativos entre las moléculas resultantes
del gen DQB entre mamiferos marinos y terrestres. Esto sugiere que la variacion del
gen DQB esta sujeta a un principio de conservacion estructural y funcional que no

parece ser diferente en medios ambientes distintos.

La metodologia utilizada en este trabajo, representa una herramienta innovadora
para el andlisis de la evolucion del MHC asi como de otros genes sujetos a seleccion
balanceadora. A nivel funcional (proteinas), es crucial encontrar el vinculo entre los
altos niveles de polimorfismo y la adecuacion (supervivencia) de los individuos de
una especie al poder responder favorablemente antes las presiones inmunologicas de
su entorno. la aplicacion de esta metodologia podria resultar en una evaluacion mas
profunda de las presiones selectivas que inciden sobre este complejo de genes,
tanto acotada a sub-poblaciones o poblaciones restringidas, como aplicada a un
espectro mas amplio de genes del MHC. Un enfoque poblacional permitira discernir
con mayor claridad las influencias ambientales, demograficas y filogenéticas que
actuan sobre la evolucion del MHC de los mamiferos asi como las implicaciones

gue éstas tienen sobre la conservacion de estos animales.
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