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RESUMEN

Los zifios son cetaceos odontocetos de los que se tiene muy poca informacion ya que habitan
aguas profundas y presentan un comportamiento esquivo, por lo que gran parte de lo que se sabe
sobre ellos proviene del estudio de cadaveres que aparecen en las costas. Ademas, muchas veces
la identificacion de la especie en zifios varados supone un desafio debido a que presentan rasgos
morfologicos similares y el tnico criterio para diferenciar la especie es el lugar en el que hace
erupcion un unico par de dientes en la mandibula de los zifios adultos macho. El objetivo de este
trabajo fue confirmar la especie y el sexo de dos animales identificados inicialmente, pero sin
certeza absoluta, como zifios de Sowerby (Mesoplodon bidens). Para ello se realizaron estudios
anatomicos (diseccién y biometrias), tomografia computarizada (TC) y andlisis genéticos
moleculares (PCR y secuenciacion). Los resultados de los estudios de TC de la cabeza mostraron
que ambos ejemplares exhibian en huesos y tejidos blandos caracteristicas morfologicas
compatibles con M. bidens. En la diseccion de los tejidos blandos se observaron dos surcos
paralelos en el suelo de la cavidad espiracular, hallazgo que permitio identificar a los dos
individuos como zifios de Sowerby, ya que es la unica especie de zifio que presenta esta
peculiaridad morfoldgica en el sistema de sacos nasales. El estudio genético consistio en la
amplificacion y secuenciacion de la region control del ADN mitocondrial en los tres zifios; las
secuencias resultantes se contrastaron con las bases de datos nBLAST (NCBI) y DNA
Surveillance, identificandolos inequivocamente como zifios de Sowerby. En paralelo, la
amplificacion de los intrones Zfx y Zfy de los cromosomas sexuales reveld un cariotipo XY,
identificando a ambos individuos como machos. Estos hallazgos demuestran que se pueden
emplear distintas metodologias para la identificacion de la especie en zifios varados, pero la
genética molecular es la herramienta mas fiable, por lo que se recomienda su inclusion en los
protocolos de la Red de Varamientos en Galicia para asegurar la identificacion de especie en casos

dudosos.

Palabras clave: zifio de Sowerby, Mesoplodon bidens, cetaceo, odontoceto, cabeza, tomografia

computarizada, diseccion, biometrias, genética molecular.



ABSTRACT

Ziphiids are odontocete cetaceans about which very little is known, as they inhabit deep waters
and exhibit elusive behavior; consequently, much of our knowledge comes from the study of
carcasses stranded on shore. Moreover, species identification in stranded ziphiids is often
challenging due to overlapping morphological traits, and the only diagnostic character in adult
males is the eruption site of the single pair of mandibular teeth. The objective of this work was to
confirm species and sex of two specimens initially, but not definitively, identified as Sowerby’s
beaked whale (Mesoplodon bidens). To this end, we carried out anatomical studies (dissection
and morphometric measurements), computed tomography (CT), and molecular-genetic analyses
(PCR and sequencing). CT studies of the head revealed morphological features in bones and soft
tissues consistent with M. biden. In the dissection of the soft tissues, two parallel grooves in the
floor of the spiracular cavity were observed, a finding that allowed us to identify the two
individuals as Sowerby's beaked whales, since it is the only species of beaked whale that presents
this morphological peculiarity in the nasal sac system. The genetic analysis consisted of
amplifying and sequencing the mitochondrial control region in all three specimens; the resulting
sequences were compared against the NCBI nBLAST and DNA Surveillance databases,
unequivocally confirming them as M. bidens. Simultaneously, amplification of the Zfx and Zfy
introns from the sex chromosomes revealed an XY karyotype, identifying both individuals as
males. These findings demonstrate that, although multiple methodologies can be employed for
species identification in stranded ziphiids, molecular genetics is the most reliable approach, and
its inclusion in the Galicia Stranding Network protocols is therefore recommended to ensure

accurate species assignment in ambiguous cases.

Keywords: Sowerby’s beaked whale, Mesoplodon bidens, cetacean, odontocete, computed

tomography, morphometrics, molecular genetics.



RESUMO

Os cifios son cetaceos odontocetos dos que se dispdn de moi pouca informacion, xa que habitan
augas profundas e presentan un comportamento esquivo; por iso, gran parte do que se sabe provén
do estudo dos cadaveres que aparecen na costa. Ademais, a identificacion da especie en cifios
varados supon con frecuencia un desafio debido 6 solapamento de caracteres morfoloxicos, e o
unico criterio diagndstico en machos adultos ¢ o punto de erupciéon do unico par de dentes
mandibulares. O obxectivo deste traballo foi confirmar a especie e o sexo de dous exemplares
inicialmente, pero non de xeito definitivo, identificados como cifios de Sowerby (Mesoplodon
bidens). Para iso realizdronse estudos anatomicos (diseccion e biometrias), tomografia
computarizada (TC) e andlises xenético-moleculares (PCR e secuenciacion). Os resultados dos
estudos de TC da cabeza mostraron que os dous exemplares exhibian en 6sos ¢ tecidos brandos
caracteristicas morfoloxicas compatibles con M. bidens. Na diseccion dos tecidos brandos
observaronse dous sucos paralelos no chan da cavidade espiracular, achado que permitiu
identificar aos dous individuos como cifios de Sowerby, xa que ¢ a tnica especie de cifio que
presenta esta peculiaridade morfoloxica no sistema de sacos nasais. O estudo molecular consistiu
na amplificaciéon e secuenciacion da rexion de control do ADN mitocondrial en todos os
exemplares; as secuencias obtidas compararonse coas bases de datos nBLAST (NCBI) e DNA
Surveillance, confirmandoos sen ambigiiidade como M. bidens. En paralelo, a amplificacion dos
intréns Zfx e Zfy dos cromosomas sexuais revelou un cariotipo XY, identificando ambos
exemplares como machos. Estes achados demostran que, ainda que se poden empregar diversas
metodoloxias para a identificacion da especie en cifios varados, a xenética molecular ¢ a
ferramenta mais fiable, polo que se recomenda a sfia inclusion nos protocolos da Rede de

Varamientos de Galicia para garantir a asignacion correcta da especie en casos dubidosos.

Palabras chave: cifio de Sowerby, Mesoplodon bidens, ceticeo, odontoceto, tomografia

computarizada, diseccion, biometrias, xenética molecular.
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ABREVIACIONES

e BLAST: siglas en inglés de “Basic Local Alignment Search Tool”.
e BLASTNR: siglas en inglés de “Basic Local Alignment Search Tool for Nucleotides”.
e CEMMA: Coordinadora para o Estudo dos Mamiferos Marifios.

e dNTP: Dinucleotido trifosfato.

e LCB: Longitud condilobasal (longitud total de la cabeza).

e LM: Longitud mandibular (longitud total de la mandibula).

e MBI - AC: Mesoplodon bidens — A Coruna.

e MBI - SD: Mesoplodon bidens — Sin Datos.

e MBI - XO: Mesoplodon bidens — Xove.

e MLDB: siglas en inglés de “Monkey Lips/Dorsal Bursae”

e ONG: Organizacion No Gubernamental.

e PCR: siglas en inglés de “Polymerase Chain Reaction”.

e SDS: siglas en inglés de “Sodium Dodecyl Sulfate”.

e TBE: siglas en inglés de “Tris-Borate-EDTA”.

e TC: Tomografia Computarizada.

e TE: Tris-EDTA

e UICN: Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza.
e WL: siglas en inglés de “Window Level”.

o  WW:siglas en inglés de “Window Widt”.



1. INTRODUCCION

En las aguas que bafian las costas de Galicia se han documentado 24 especies de cetaceos: la
mayoria de especies son residentes, puesto que se las puede avistar todo el afio, otras son
transeuntes y solo se observan en determinadas épocas del afio pasando cerca de nuestras costas
en sus movimientos migratorios, y unas pocas son infrecuentes porque solo se tiene constancia
de su presencia por la aparicion de animales varados vivos o muertos de forma esporadica (P.
Covelo, CEMMA, comunicacion personal, 3 de junio de 2025). Esta gran abundancia y diversidad
explica el elevado nimero de varamientos de cetaceos que se registran todos los afios y que
muestra una tendencia claramente en aumento: 250 cetaceos varados en 2022, 592 en 2023 y 614
en 2024 (REVARGAL, 2022 y 2023; P. Covelo, CEMMA, comunicacion personal, 3 de junio de
2025). La Red de Varamientos de Galicia (sostenida por la ONG Coordinadora para o Estudo dos
Mamiferos Marifios, CEMMA) es la responsable de la asistencia a los varamientos de animales
marinos en la costa gallega, ya sean animales vivos o cadaveres, pero también se encarga de
elaborar estudios poblacionales para saber el estado de las distintas especies presentes en estas
aguas y analizar sus tendencias y, de ser necesario, ayudar en la elaboracion de planes de

conservacion, recuperacion y gestion adaptativa de las poblaciones (CEMMA, 2025).

Uno de los requisitos indispensables para obtener datos de confianza sobre los que trabajar es
realizar una identificacion correcta de las especies implicadas en los varamientos. Esto es
especialmente complicado cuando se encuentran cadaveres que no permiten diferenciar de forma
inequivoca a qué especie pertenecen, ya sea por cambios en su coloracion ante una putrefaccion
moderada, por mostrar multiples cambios morfologicos debido a un estado avanzado de
putrefaccion, o porque tan solo llegan a la costa restos parciales del individuo. Si ademas la
especie implicada vara esporadicamente por no ser habitual, o hay varias especies muy similares
en su morfologia externa, la identificacion es mucho mas compleja o imposible (Jefferson et al.,
1993 y 2015). En estos casos el personal de la red de varamientos tiene que llevar a cabo una
recogida de muestras que permita hacer estudios adicionales para llegar al diagndstico de especie;
estos estudios pueden ser sencillos como radiolégicos o anatémicos, 0 mas complejos como los
genéticos (Geraci & Lounsbury, 2005; Jauniaux et al. 2019; Ministerio para la Transicion
Ecologica y el Reto Demografico, 2022). Aun asi, es preciso tener en cuenta que hay especies de
cetaceos para las que todavia no hay suficientes estudios realizados, especialmente si se trata de
los zifios, unos cetaceos odontocetos de los que se tiene muy poca informacion. En los zifios
muchas veces las especies se diferencian, y solo cuando se trata de machos adultos, por el lugar

donde hace erupcion en la mandibula su tnico par de dientes (MacLeod, 2018).



En este trabajo se han empleado estudios de anatomia (diseccion y biometrias), diagndstico por
imagen (tomografia computarizada) y genéticos (PCR y secuenciacion) sobre tres ejemplares de
zifios para identificar de forma inequivoca a qué especie pertenecian. El primero de ellos era un
macho adulto joven que mostraba caracteristicas morfologicas propias de un zifio de Sowerby
(Mesoplodon bidens) y su varamiento supuso el cuarto registro de esta especie en Galicia desde
que en 1995 se establecid la Red de Varamientos de Galicia. El segundo ejemplar era un zifio
macho juvenil que por su aspecto externo parecia un zifio de Sowerby, pero no encajaba
completamente en los estandares morfologicos de la especie. Y el tercer ejemplar correspondia a
una cabeza de un zifio almacenada en congelacion como minimo desde 2013 e identificada como

zifio de Sowerby de la que no constaba ningin dato de edad, sexo o lugar de varamiento.

1.1. Cetaceos

Los cetaceos pertenecen al infraorden Cetacea que se integra dentro del orden Artiodactyla
(Committee on Taxonomy, 2024). Evolucionaron hace aproximadamente 50 millones de afios,
durante el Eoceno, a partir de mamiferos terrestres: su origen concreto se halla en los artiodactilos,
un grupo de mamiferos con pezufias que incluye a animales como hipopdtamos y ciervos,
agrupandose por ello en la misma rama evolutiva (Fordyce, 2018; Genomics & Mancia, 2018;
Thewissen et al., 2009). El registro fosil documenta en detalle la transicion de los cetaceos de la
tierra al agua. Los primeros ceticeos, como Pakicetus y Ambulocetus, eran anfibios que
necesitaban completar su ciclo vital en tierra, pero a lo largo del tiempo desarrollaron
adaptaciones especializadas para un estilo de vida completamente acuatico. Estos fosiles en su
mayoria fueron descubiertos en Pakistan e India y documentan la evolucion gradual hacia los
cetaceos completamente acuaticos que vemos en la actualidad (Thewissen et al., 2007 y 2009).
Taxondmicamente, los cetaceos incluyen mas de 90 especies reconocidas segiin la Society for
Marine Mammalogy y se dividen en dos parvordenes: Odontoceti (cetaceos dentados, como
delfines y orcas) y Mysticeti (cetdceos con barbas, como las ballenas jorobadas y azules)
(Committee on Taxonomy, 2024). Los odontocetos poseen dientes, un unico orificio nasal
denominado espirdculo y ademds han desarrollado la capacidad de ecolocalizar; los misticetos
carecen de dientes ya que obtienen el alimento filtrando el agua mediante unas placas cérneas
(barbas) y presentan dos espiraculos (Berta et al., 2015).

En cuanto a la morfologia, los cetaceos han desarrollado cuerpos completamente adaptados a la
vida acuatica. Presentan una forma hidrodinamica, con extremidades anteriores modificadas para
adquirir forma de aletas pectorales y una cola potente que finaliza en una aleta compuesta por dos
l6bulos horizontales. Aunque carecen de extremidades posteriores visibles, alin conservan
vestigios de ellas en forma de pequefios huesos embebidos en la musculatura. Otras caracteristicas

esenciales de su adaptacion al medio acuatico es la pérdida de pelo de cobertura y la adquisicion



de una gruesa hipodermis compuesta de grasa que se denomina en inglés “blubber”: esta capa de
grasa les permite mantener la temperatura corporal en el agua (Berta et al., 2015; Reidenberg,

2007).

1.2. Zifios

Los zifios, conocidos también como ballenatos de hocico o ballenas picudas (del inglés beaked
whales), constituyen uno de los grupos de mamiferos marinos mas esquivos y menos conocidos.
Aunque su estudio comenzo a tomar relevancia en la segunda mitad del XIX, la escasa
informacion disponible sobre su biologia proviene del analisis de ejemplares varados, en su
mayoria cadaveres o restos 6seos (Mead, 2009; Smith et al., 2021). Esto se debe a las
caracteristicas propias de este grupo de odontocetos: viven en aguas profundas, suelen formar
grupos de pocos individuos, presentan una coloracion gris, carecen de aleta dorsal prominente,
son muy discretos en sus actividades en superficie y tienden a evitar activamente los buques de
investigacion (MacLeod, 2018; Smith ef al., 2021).

A nivel taxonomico, son cetdceos odontocetos que pertenecen a la familia Ziphiidae, la cual se
divide en dos subfamilias principales: Ziphiinae ¢ Hyperoodontinae. Actualmente se reconocen
23 especies distribuidas en cinco géneros, todas adaptadas a un estilo de vida peldgico en aguas
profundas, donde se alimentan de calamares y peces (Mead, 2009; Smith et al., 2021).

Estos mamiferos marinos son de tamafio mediano a grande, con individuos adultos que miden
entre 3 y 13 m desde el extremo del hocico hasta el borde de la aleta caudal. Presentan aletas
pectorales relativamente pequeiias que se adaptan a unas depresiones del torax para mejorar su
perfil hidrodinamico. La aleta dorsal es pequefia, triangular y se ubica en el tercio posterior del
cuerpo. La aleta caudal es grande y ambos 16bulos no estan separados por una hendidura como

en el resto de cetaceos (MacLeod, 2018) (Figura 1).

Figura 1: llustracion de un ejemplar de zifio de True (Mesoplodon mirus). Se pueden observar las
principales caracteristicas morfologicas externas de los zifios: hocico pronunciado, aletas pectorales
pequenas, aleta dorsal pequenia y triangular ubicada en el tercio posterior, y aleta caudal grande sin

hendidura en su borde caudal. Fuente: Sergio H. Bello (Carrillo & Tejedor, 2007).



En la region de la cabeza se localizan muchos detalles morfolégicos que son exclusivos de este
grupo de odontocetos. Se caracterizan por tener un rostro u hocico alargado y presentar una
reduccion notable de la denticion: la mayor parte de las especies de zifios conservan un solo par
de dientes funcionales en la mandibula que sobresalen de las encias inicamente en los machos
adultos, mientras que en las hembras y en los juveniles permanecen ocultos. Este dimorfismo
sexual parece estar asociado al comportamiento social y no a la forma de adquirir el alimento, ya
que es frecuente observar, al igual que en otros cetaceos, marcas de dientes por el cuerpo debido
a interacciones con otros ejemplares de la misma especie (Carrillo & Tejedor, 2007; MacLeod &
Herman, 2004).

Los zifios se alimentan por succion y, para ello, presentan un complejo hiolingual (aparato hioideo
y musculatura asociada a estos huesos y a la lengua) tremendamente desarrollado: la movilizacion
brusca en direccion caudal de este complejo genera una elevada presion negativa en la cavidad
oral que atrae a las presas situadas inmediatamente delante de su hocico. Para aumentar la
capacidad de la cavidad oral, su suelo se deprime gracias a la presencia de dos surcos profundos
en la piel del espacio intermandibular, con forma de “V”’y con el vértice apuntando hacia rostral
(Berta et al., 2015; Heyning & Mead, 1996).

Por otro lado, el craneo de los zifios (Figura 2) posee una gran depresion facial dorsal como los
delfinidos, pero su margen posterior se encuentra mucho més elevado y finaliza dorsalmente en
un vértice muy prominente; el arco cigomatico esta reducido a una fragil varilla 6sea y no se
puede observar en una vista dorsal; el rostro esta integrado por los huesos incisivo (o premaxilar),
maxilar y vomer muy alargados; el hueso palatino es convexo; y los huesos pterigoides son

gruesos, robustos y carecen de lamina lateral (Rommel ez al., 2006).

Figura 2: Esqueleto de la cabeza de zifio de Cuvier (Ziphius cavirostris). Izquierda: vista lateral izquierda
del craneo de una hembra adulta. Se puede apreciar el perfil convexo tipico de los zifios, con un margen
posterior elevado que finaliza dorsalmente en un vértice prominente (flecha negra), un arco cigomdtico
pequerio (flecha verde). Derecha: vista dorsal de un craneo de un macho adulto. Se puede apreciar el
vertice (flecha negra) y la marcada asimetria facial, con el lado derecho (flecha roja) mas desarrollado

que el izquierdo. Fuente: modificado de Mijan (2011).



Como en el resto de los odontocetos, el vestibulo nasal (parte de la cavidad nasal que queda fuera
de la calavera) es un pasaje o tracto nasal unico, pero muy modificado porque forma dilataciones
pares, el sistema de sacos nasales, y una constriccion doble en la que se regula el paso de aire, los
labios fonicos, estructuras que generan las vocalizaciones. El sistema de sacos nasales de los zifios
muestra una marcada reduccion y asimetria: el saco nasofrontal derecho esta mas desarrollado
que el izquierdo, careciendo en gran medida de sacos accesorios que en otros odontocetos
comunican las porciones superior e inferior del tracto nasal. Los sacos vestibulares estan
disminuidos o fusionados en una unica camara vestibular, resultado de la elongacion secundaria
del tracto nasal (Figura 3) (Schenkkan, 1973).

Los labios fonicos de los zifios son muy grandes y casi verticales. Este disefio facilita un cierre
hermético del tracto nasal previo a la emision sonora y, durante la fonacion, el aire presurizado
pasa a través de la comisura, haciendo vibrar los tejidos adyacentes e iniciando la sefial acustica.
Inmediatamente por debajo de los labios fonicos se sitian dos pequefias bolsas grasas (anterior y
posterior) embebidas en la pared del tracto nasal. En los zifios las bolsas dorsales son
especialmente prominentes en el lado derecho y, junto con un cartilago interpuesto, forman el
complejo MLDB (Monkey Lips/Dorsal Bursae), identificado como el motor anatomico del

biosonar o de la ecolocalizacion (Cranford et al., 1996; Schenkkan, 1973).

Saco £Po Saco
Saco vestibular caudal . caudal
nasofrontal o e Espirdculo R
e <2l 5
i spirdculo e Vestibulo \ X i Vértex
: - Saco premaxilar =S 3 \
accesorio parcialmente //,//
Saco oculto
premaxilar f e )

Seno

el peribulbar
Seno Seno Seno o S

pterigoideo  peribulbar pterigoideo

~—

(a) (b)

Saco accesorio Saco caudal
(lado derecho solo)

Espirdculo Espiraculo

Saco
premaxilar

premaxilar
Saco

nasofrontal Saco 5 -
vestibular

Figura 3: Vista lateral izquierda (arriba) y dorsal (abajo) de los senos extracraneales de Tursiops (a) y
Ziphius (b). Las flechas serialan el espiraculo que es paralelo al vestibulo. Los sacos aéreos y los senos
asociados a la vocalizacion y ecolocalizacion estan mas desarrollados en los delfinidos que en los zifios.

Fuente: modificado de Rommel et al. (2006).



En la gran concavidad dorsal al esqueleto de la cara se localizan dos masas de tejido graso
especializadas en la conduccion de los sonidos generados en el tracto nasal hacia el medio, el
melon y el 6rgano espermaceti. E1 melon es una masa estratificada de tejido graso, rodeada por
una capa conectiva denominada teca; el melon actia en la ecolocalizacion como lente actstica
para enfocar los clicks generados por el complejo MLDB hacia el medio (Figura 4). Por su parte,
el 6rgano espermaceti, una estructura también grasa situada entre las porciones caudales del saco
premaxilar, podria modular la impedancia y afinar la sintonia del sistema de fonacion, aunque su
funcién exacta en los zifios atin no se conoce (Cranford et al., 1996; McKenna et al., 2012).

Todas estas estructuras cooperan en la generacion y emision de sonidos: primero, la musculatura
y el ligamento del espiraculo sellan el tracto nasal, permitiendo acumular alta presion interna sin
fugas. Posteriormente, el aire presurizado hace vibrar los labios fonicos, transmitiendo las
oscilaciones a las bolsas grasas (complejo MLDB) y dando lugar al pulso acustico. Finalmente,
las ondas sonoras se reflejan en los sacos nasales y el craneo, y salen del animal a través del
organo espermaceti y el melon en un haz estrecho y direccional (Figura 4) (Schenkkan, 1973;

McKenna et al., 2012).
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Figura 4: Estructuras implicadas en la generacion y emision de sonidos. Fuente: modificado de Berta et

al. (2015).

La mandibula de los zifios consta de dos hemimandibulas unidas por una sinfisis rostral. En su
tercio caudal, la pared oOsea lateral se adelgaza hasta formar una lamina casi translicida
denominada pan bone que funciona como ventana actstica para las ondas sonoras. Medial a esta
lamina se encuentra el cuerpo graso mandibular, que continua hasta la bulla timpanica,
estableciendo la via principal de llegada del sonido desde el agua hasta el oido medio (Figura 4)

(Cozzi et al., 2016).

Puesto que este trabajo se centra en el zifio de Sowerby, se considera preciso abordar en

profundidad diversos aspectos relacionados con esta especie.



1.3. Zifio de Sowerby

El zifio de Sowerby (Mesoplodon bidens) fue el primer zifio mesoplodonte descrito por James
Sowerby en 1804, el cual lo describi6 a partir de un Gnico ejemplar macho que var6 en el estuario
de Moray, Escocia, y lo nombré “bidens” debido a la presencia de solo dos dientes en la

mandibula (Carwardine, 2019).

1.3.1. Caracteristicas morfologicas

En esta especie la longitud total llega a ser de 5 m en el caso de las hembras y 5,5 m en los machos,
llegando a alcanzar un peso de 1000 y 1300 kg, respectivamente (Mead, 1989; Reidenberg &
Laitman 2009).

La cabeza es afilada y conica, con un pequefio y prominente meldén que finaliza de forma suave
para continuar la cara en un pico bastante largo y definido. La linea de la boca es larga y algo
arqueada en su parte caudal. Las aletas pectorales son pequefas y emplazadas hacia ventral. La
aleta dorsal es triangular y con el margen posterior ligeramente concavo, mientras que la aleta
caudal es ancha y sin muesca media entre ambos 16bulos. El dorso es de color oscuro que se va
aclarando progresivamente hacia el vientre, pudiendo llegar a alcanzar tonos beige o blancos
(Figura 5) (Jefferson et al., 2015). Los machos y las hembras son dimorficos: los machos que
han alcanzado la madurez sexual muestran un par de colmillos en la mitad de la mandibula
(Figura 5), quedando situados en el tercio posterior de la linea de la boca. Las hembras presentan
este par de dientes de menor tamafio y no llegan a hacer erupcion (MacLeod & Herman, 2004).
Como se mencioné en el apartado anterior, la colocacion de los dientes es una caracteristica
distintiva entre los zifios y una herramienta de diagnostico para diferenciar a los zifios de Sowerby

de otros zifios mesoplodontes del Atlantico Norte (Smith ez al., 2021).
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Figura 5: Zifio de Sowerby macho (Mesoplodon bidens). En la imagen se detallan y se sefialan con flechas

las caracteristicas de la especie. Fuente: modificada de Jefferson et al. (2015).



1.3.2. Distribucion y habitat

El zifio de Sowerby habita las aguas templadas-frias del Atlantico Norte, desde Noruega hasta las
Islas Canarias en el este y desde Terranova hasta el noreste de EE. UU., aunque se han recolectado
especimenes tan al sur de los EE. UU. como Florida y Georgia (Figura 6). La profundidad de las
aguas en que han tenido lugar los avistamientos oscila entre los 200 y los 1500 m (Carwardine,
2019; Martin et al., 2011).

Existen zonas donde su distribucion se solapa con la de otras especies del género Mesoplodon,
como los zifios de True (Mesoplodon mirus), Gervais (Mesoplodon europaeus) y Blainville
(Mesoplodon densirostris) (Reeves et al., 2005).

Se trata de la especie mas frecuente en los varamientos en las costas del norte de Europa y del
mar del Norte. También se han registrado avistamientos frente a la costa occidental de Irlanda, lo
que sugiere una distribucion mas amplia. A pesar de ser la especie mas frecuente, los varamientos
son ocasionales, por lo que sigue siendo poco conocida. Suele encontrarse en zonas con una
topografia compleja del lecho marino, lo que indica una preferencia por aguas profundas, mas

alla del borde de la plataforma continental (Jefferson et al., 2015).

OCEANO ARTICO

Figura 6: Distribucion del zifio de Sowerby. El sombreado gris indica el ambito de distribucion habitual
de la especie. Las interrogaciones indican un dambito distributivo posible. Fuente: modificado de

https:/fuk.-whales.org/whales-dolphins/species-guide/sowerbys-beaked-whale/.

1.3.3. Ecologia y biologia
El desarrollo de la ecolocalizacion y de las capacidades de buceo en apnea ha permitido la
distribucion de los odontocetos en una amplia gama de nichos acudticos, incluidas las

profundidades marinas, donde acceden a una fauna estable, diversa y abundante (Visser ef al.,

2022).



La dieta de los zifios de Sowerby se caracteriza principalmente por un consumo predominante de
peces mesopelagicos y, en menor medida, de cefalopodos. En el estudio de Pereira ef al. (2011)
se identificaron otolitos de peces pertenecientes a 15 familias diferentes y mandibulas de
cefalopodos de tres familias, con una representacion total de 22 taxones, mostrando que estos
zifios presentan flexibilidad dietética, pudiendo ajustar sus patrones de alimentacion en funcion
de la disponibilidad de estas presas en su entorno.

La informacion sobre la reproduccion de estos animales es aun muy escasa, y se desconoce tanto
la edad exacta de madurez sexual como la época de apareamiento. En hembras el unico método
definitivo para confirmar la madurez es la deteccion de cuerpos luteos o foliculos dominantes en
los ovarios mediante necropsia ¢ histologia. Para los machos la madurez sexual se evalta
examinando el tamafio de los testiculos (el umbral funcional minimo es de 0,3-0,7 kg por
testiculo) y comprobando la presencia de espermatozoides maduros en los tibulos seminiferos
mediante histologia. Ademas, la erupcion completa de los colmillos y la aparicion de cicatrices
en el dorso son indicadores de participacion en combates reproductivos, lo que coincide con la
madurez (Wiirsig & Orbach, 2023).

En estudios de campo se han registrado dos hembras con longitudes de 4,83 y 5,05 m habian
alcanzado la madurez sexual, mientras que no fue asi para otra hembra de 4,62 m. Respecto a los
machos, los ejemplares de menos de 5 m suelen considerarse inmaduros, ya que las caracteristicas
sexuales secundarias tienden a manifestarse alrededor de una longitud de 4,72 m (Ledwell et al.,
2005; Lien & Barry, 1990); sin embargo, un estudio indico que en el Atlantico oriental los machos
de 4,7 m tenian atributos de madurez sexual (MacLeod & Herman, 2004), por lo que las
variaciones en el desarrollo podrian estar sujetas a la distribucidon geografica.

Se estima que los zifios de Sowerby presentan un periodo de gestacion de aproximadamente 12
meses. En cuanto al tamafio al nacimiento, se han documentado fetos de hasta 1,57 m, y crias de
2,45 m, lo que estima una longitud al nacer de 2,4-2,7 m (Mead 1984; O’Callaghan et al., 2022;
Reidenberg & Laitman, 2009). Estos datos constituyen algunos de los primeros indicadores sobre
la biologia reproductiva y el crecimiento temprano de la especie, aunque todavia se carece de

informacion detallada sobre su fenologia reproductiva y los intervalos entre partos.

1.3.4. Comportamiento y dindmica social

A pesar de los pocos datos disponibles debido a su naturaleza esquiva, se sabe que forman grupos
de 3-10 individuos entre los que pueden aparecer varias parejas de madres-crias y hasta cuatro
machos adultos en el mismo grupo (Jefferson et al. 2015).

Todas las especies de zifios realizan inmersiones profundas en busca de alimento, intercalandolas
con inmersiones mas superficiales en las que se elimina el nitrogeno acumulado para evitar la
enfermedad por descompresion. Se cree que esta estrategia de buceo ayuda a realizar inmersiones

extremadamente largas y profundas. El patron de inmersion de esta especie es desconocido, pero
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se sabe que realizan inmersiones de 12 a 28 minutos (Hooker & Baird, 1999). Ademas, se conoce
que comienzan a hacer chasquidos de ecolocalizacion cuando ya han alcanzado la mayor

profundidad de la inmersion y hacen su primer intento de captura de presas (Visser et al., 2022).

1.4. Estado de conservacion y principales amenazas en zifios

Segun las categorias y los criterios establecidos en la Lista Roja de la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN, 2020) la mayoria de los zifios se consideran como especies
de preocupacion menor (LC: “Least concern”) o con datos insuficientes (DD: “Data deficient”).
Sin embargo, algunas especies como Mesoplodon perrini y Mesoplodon stejnegeri estan
categorizadas como especie amenazada (EN: “Endangered”) y especie casi amenazada (NT:
“Near Threatened”), respectivamente. En el caso del zifio de Sowerby (Mesoplodon bidens), se
encuentra dentro de la categoria de preocupacion menor (Pitman & Brownell, 2020).

Las principales amenazas para los zifios son las colisiones con embarcaciones, el ruido submarino
y los desechos a la deriva. El aumento del trafico maritimo ha incrementado los impactos contra
los cetaceos, cuyos ejemplares a menudo aparecen varados con profundos cortes e incluso
seccionados. Ademas, el empleo de sonares militares de baja frecuencia y gran alcance induce
embolias gaseosas y lipidicas que resultan letales. Por altimo, la proliferacion de plésticos y otros
residuos flotantes, procedentes tanto de vertidos urbanos como de la pesca, lleva a la ingestion
accidental de fragmentos durante la caza o el juego, estos materiales no biodegradables pueden

causar obstrucciones intestinales fatales (Carrillo & Tejedor, 2007).

1.5. Analisis genético molecular en zifios

Como se menciond anteriormente, la identificacion de la especie en los zifios se basa
principalmente en caracteristicas de la morfologia externa que, para algunas especies, son
diagndsticas solo en animales maduros; ademas muchas especies son muy similares en apariencia
haciendo que frecuentemente se identifiquen erroneamente (Dalebout ef al., 2004).

Con el desarrollo de la caracterizacion genética, a partir de tejidos de zifios varados es posible
obtener su ADN y compararlo con una coleccion de referencia para determinar la especie. Esta
herramienta molecular ha simplificado la recopilacién de datos con fines taxondmicos a partir de
cadaveres que anteriormente requerian la preparacion o diseccion del craneo y de la mandibula
de todos los especimenes. La utilidad de esta metodologia es innegable para el avance del
conocimientos sobre los zifios ya que recientemente se ha podido descubrir una nueva especie de
mesoplodonte, Mesoplodon perrini, sobre la base de su perfil genético tnico (Dalebout et al,

1998; Waller, 2014).
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Sobre el zifio de Sowerby en concreto hay poca informacion genética disponible. Como dato
llamativo se ha sugerido que esta especie podria ser el miembro mas basal del género Mesoplodon

en base a los resultados obtenidos de los analisis mitocondriales y nucleares (Einfeldt et al., 2019).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue realizar la identificacion inequivoca de la especie y del
sexo en dos ejemplares de zifios empleando un tercer individuo como referencia, ya que este
ultimo se habia identificado con anterioridad como un macho adulto joven de zifio de Sowerby
(Mesoplodon bidens) por sus caracteristicas morfologicas externas y posteriores estudios
anatomicos y de diagndstico por imagen (Roman Lopez, 2024). Los dos ejemplares sin identificar
habian sido clasificados de forma provisional tras su varamiento como zifios de Sowerby, por lo
que esa era la hipétesis de partida. Para validar dicha hipotesis se plantearon una serie de
objetivos especificos:

e Realizar estudios anatémicos mediante la diseccion de la cabeza y la obtencion de
biometrias de craneo y mandibula en los dos zifios problema. Comparar estos resultados
con los del macho adulto joven de zifio de Sowerby y con los publicados para un macho
adulto (Martin ez al., 2011).

e Realizar estudios radiologicos de tomografia computarizada (TC) de la cabeza e interpretar
las imagenes para los dos zifios problema. Comparar estos resultados con los obtenidos
previamente en el macho adulto joven de zifio de Sowerby.

e Realizar estudios genéticos de los tres zifios mediante amplificacion de material genético
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion para identificar/confirmar

especie y sexo.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animales

Los estudios se llevaron a cabo en tres ejemplares de zifios:

e MBI-AC (Mesoplodon bidens — A Coruiia): un macho adulto joven de 412 cm de longitud
total varado en el Puerto de Oza (A Corufa) el 18 de mayo de 2021. El personal de la Red de
Varamientos de Galicia lo identificé como zifio de Sowerby porque su morfologia externa
encajaba con las caracteristicas propias de la especie (forma de la cabeza y lugar de erupcion
de los dientes); como macho por las hendiduras propias del sexo en la parte ventral (hendidura
genital y ano), por la presencia del par de dientes visibles en la mandibula y, en la necropsia,

por la presencia de pene y testiculos; y como joven adulto por la longitud total (los machos
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adultos superan los 5 m) y porque los dientes ya habian hecho erupcion completamente. Este
ejemplar fue posteriormente confirmado como zifio de Sowerby (Mesoplodon bidens) tras
diseccion y analisis osteologico de la cabeza y estudio TC craneal (Romén Lopez, 2024).

® MBI-XO (Mesoplodon bidens — Xove): macho juvenil de 449 cm de longitud total varado
en la Playa de Lago (Xove, Lugo) el 20 de octubre de 2022. El personal de la Red de
Varamientos de Galicia lo identificoé como posible zifio de Sowerby porque, aunque su
morfologia externa encajaba con las caracteristicas propias de la especie (forma de la cabeza
y lugar de erupcion de los dientes), por su longitud total ya deberian haber hecho erupcion
los dientes y, sin embargo, todavia estaban embebidos en las encias; como macho por las
hendiduras propias del sexo en la parte ventral (hendidura genital y ano) y, en la necropsia,
por la presencia de pene; y como juvenil por la longitud total (los machos adultos superan los
5 m) y los dientes todavia no habian hecho erupcion.

e MBI-SD (Mesoplodon bidens — Sin Datos): en este caso se trataba de la cabeza de un zifio
joven almacenada en congelacion como minimo desde 2013 e identificado sin certeza como
zifio de Sowerby; de este individuo no se tenia ningin dato (longitud total, sexo, lugar de
varamiento...). Por el tamafio de la cabeza se trataba de un animal joven y, ademas, los dientes
todavia no habian hecho erupcion, aunque se palpaban embebidos en las encias.

Las cabezas de los tres ejemplares junto con las primeras vértebras cervicales fueron trasladadas

a la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Santiago de Compostela (USC) y almacenadas

en congelacion a -20 °C hasta su procesamiento.

3.2. Tomografia computarizada

Las pruebas de diagnostico por imagen se realizaron el 30 de noviembre del 2022 en el Servicio
de Diagnostico por Imagen del Hospital Veterinario Universitario Rof Codina. Se emple6 el
equipo de Tomografia Computarizada (TC) Hitachi Eclos 16 multicorte, con la siguiente
configuracion: 120 kVp, 150 mA, 1,5 seg/rotacioén, y una matriz de 16 cortes x 0,625 mm. El
grosor de corte varid en funcion del filtro empleado: 1,25 mm para las series realizadas con filtro
hueso y 2,5 mm para las de tejido blando.

Tras la realizacion del estudio de TC, las imagenes se guardaron en formato DICOM y mas tarde
se importaron al programa Horos 3.0 en un ordenador MacBook Air (13-inch, 2017), con el que
se reconstruyeron las cabezas en diferentes planos de corte (seccion sagital, dorsal y transversal)
y también se realizaron reconstrucciones tridimensionales. En el procesamiento de las imagenes
para la visualizacion de estructuras éseas, se aplicd un nivel de ventana o “window level” (WL)=
300 UH y ancho de ventana o “window width” (WW)= 1500 UH. Para evaluar los tejidos blandos
se utilizo6 un WL= 40 UH y WW= 350 UH. De este modo, el uso combinado de las dos

configuraciones de ventana permitio una caracterizacion detallada de la anatomia craneal.
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3.3. Estudio anatomico

Se realizaron disecciones de las cabezas de MBI-XO y MBI-SD en la sala de diseccion de
Anatomia y Embriologia Veterinaria de la Facultad de Veterinaria de la USC. La diseccion de
cada cabeza dur6 aproximadamente 10 horas repartidas en dos dias consecutivos. Las cabezas se
mantuvieron congeladas a -20 °C hasta cuatro dias antes de su diseccion. El material empleado
fue: bisturi (mango n°4, hojas n° 22), tijeras y pinzas con y sin dientes de raton. Todo el proceso
fue documentado mediante fotografias y videos realizados con una caimara Canon PowerShot G9
X.

Antes de comenzar la diseccion se tomaron muestras de piel, grasa y musculo de la region cervical
para la realizacion de pruebas de genética molecular. Estas muestras se conservaron en

congelacion a -20 °C hasta su analisis.

3.3.1. Diseccion

Las cabezas de MBI-XO y MBI-SD se sometieron a diseccion siguiendo el siguiente protocolo.
En primer lugar se realizd una inspeccion externa completa, anotando lesiones y alteraciones
cutaneas en 0jos, boca y espiraculo, y se midio la longitud del espiraculo, de los surcos ventrales
y el didmetro ocular. A continuacion, se elimino toda la piel dorsal dejando inicamente intacta la
zona proxima al espirdculo; después se retiraron los tejidos grasos y musculares mas caudales
para exponer la parte dorsal del craneo con el vértice; rostralmente al espiraculo se retiro la teca
para dejar expuesto el melon, cuyo tejido se disecciond hasta dejar al descubierto el 6rgano
espermaceti situado mas caudalmente.

El espiraculo se retird de su insercion caudal en el vértice y, mediante diseccidn minuciosa, se
extrajo el sistema de sacos nasales completo, conservando lo mas intacta posible su estructura
para el posterior andlisis.

Se accedid a la cavidad oral ventralmente retirando los tejidos blandos del espacio
intermandibular; a continuacioén se exteriorizé la lengua para facilitar la retirada en bloque de
faringe, laringe, aparato hioideo e inicio de traquea y esofago.

Finalmente se separ6 el craneo de la mandibula y se procedi6é a eliminar manualmente los tejidos
blandos remanentes, dejando los huesos lo mas limpios posible para facilitar su posterior

preparacion.

3.3.2. Biometrias

Los craneos y las mandibulas de los dos ejemplares diseccionados, ya limpios de la mayor parte
de tejidos blandos, se colocaron en un habitaculo estanco que contiene una colonia de escarabajos
derméstidos. Las larvas de estos insectos se alimentan de tejidos blandos putrefactos hasta que
los huesos quedan lo suficientemente limpios para continuar su preparacion; en este caso tardaron

aproximadamente dos meses porque era invierno y la colonia no mostraba una gran actividad.
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Una vez limpios, los huesos pasaron por congelacion a -20 °C durante 48 h para eliminar larvas
y huevos de derméstidos, después se lavaron con agua, se sumergieron en una solucion de agua
oxigenada al 3 % y se volvieron a lavar con agua. Una vez completado el proceso, los huesos se
dejaron secar a temperatura ambiente.

Se realizaron biometrias craneales y mandibulares en los tres ejemplares: MBI-AC, MBI-XO y
MBI-SD. Las medidas se tomaron con un pie de rey digital de 150 mm y se realizaron fotografias
en vistas dorsal, ventral y lateral de los craneos y las mandibulas con una camara Canon
PowerShot G9 X.

La seleccion y el procesamiento de las variables métricas siguieron los protocolos descritos en el
estudio de Kobayashi et al. (2021); como referencia para comparar las biometrias de los tres
ejemplares se emplearon las medidas del zifio de Sowerby macho adulto del estudio de Martin et
al. (2011) (MBI-control). Las medidas seleccionadas se muestran de forma grafica en las Figuras
7y8.

Por ultimo, con el objetivo de caracterizar la dispersion interna de la muestra (n = 4), para cada
una de las medidas se calcul6 la media aritmética (X), la desviacion estandar (SD) y el coeficiente
de variacion (CV%) en Microsoft Excel 2019 empleando las funciones “=PROMEDIO
(muestra)”, “=DESVESTPA(muestra)” y “=(DESVESTPA(muestra)/PROMEDIO(muestra)

*100)” respectivamente.

Figura 7: Medidas craneales sobre el ejemplar MBI-AC. (A) vista dorsal. (B) vista ventral. (C) vista lateral
izquierda. (D) vista caudal. (1) longitud condilobasal (LCB), (2) longitud rostro, (3) longitud orbita
(izquierda/derecha), (4) anchura del craneo a nivel postorbital, (5) anchura del craneo a nivel cigomdtico

y (6) anchura del craneo en exoccipitales. Fuente: elaboracion propia.

14



Figura 8: Medidas de la mandibula sobre el ejemplar MBI-AC. (A) vista dorsal. (B) vista lateral izquierda.
(C) vista lateral derecha. (7) longitud total de la mandibula (LM), (8) longitud de la sinfisis (region
fusionada), (9) altura de la mandibula en el proceso coronoides, (10) altura externa de la mandibula a
nivel de alveolo, (11) longitud del alveolo, (12) longitud vertical del diente, (13) longitud pico-margen

anterior alveolo. Fuente: elaboracion propia.

3.4. Estudio de genética molecular

Para la identificacion de la especie y del sexo se llevo a cabo una amplificacion del material
genético mediante PCR y una secuenciacion. Estos procedimientos se realizaron en la Plataforma

de Secuenciacion e Xendmica Funcional de 1la USC.

Como material de partida se emple6 tejido muscular de los tres ejemplares obtenido de musculos
profundos de la region de la cabeza. Las muestras se almacenaron a -20 °C envueltas en papel de
aluminio y en sobre de plastico herméticamente sellado e identificado con el codigo del ejemplar.
La mezcla de lisis se prepar6 en tubos de 2 mL con tapon de rosca afiadiendo 300 pL de tampon
SSTNE (sucrose-salt-Tris-NP-40-EDTA) (pH 9,5), 30 uL de SDS 10X y 5 uL de Proteinasa K
recombinante (20 mg/mL). A continuacion, se incorporaron los trozos de 1-2 mm de tejido y se
incubaron en rotacion a 55 °C durante toda la noche. Tras una centrifugacion breve (2 s) para
eliminar restos adheridos al tapon y las paredes, las muestras se sometieron a 70 °C durante 20
min y posteriormente se trataron con 3 pL. de RNAsa (10 mg/mL) en rotacion a 37 °C durante 1-
2 h.

La precipitacion salina se llevo a cabo afiadiendo 240 pL de NaCl 5 M, invirtiendo seis veces,
incubando 10 min en hielo y centrifugando 15 min a 13000 rpm. El sobrenadante se transfirié a

tubos nuevos y se afiadio 1 mL de etanol absoluto frio (previamente refrigerado a -20 °C),
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invirtiendo hasta la aparicion de hebras de ADN. Tras centrifugar 1 min a 13000 rpm y decantar
el sobrenadante, el pellet se lavo con 500 pL de etanol al 70% durante 90 min, se aspir6 el etanol
residual y se seco 5 min a 60 °C con la tapa abierta. Finalmente, el ADN se rehidraté en 60 pL de
tampon TE 0,25X a 60 °C durante 1 h con la tapa cerrada, y se almaceno a 4 °C agitando

diariamente durante 3-4 dias para asegurar completa hidratacion.

3.4.2. Cuantificacion y preparacion de alicuotas para PCR

La concentracion de ADN se midi6 por espectrofotometria (NanoDrop) usando 2 pL. de muestra.
Todas las alicuotas se ajustaron a 30 ng/puL con agua Milli-Q (MQ). Cada reaccion de PCR
(volumen final 25 uL) se compuso segun el kit AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase with Gold
Buffer & MgCl,: 2 uL de tampdén, MgCl, y Taq Polimerasa; 0,5 uL de mezcla de ANTP; agua
MQ hasta el volumen final; 1 pL de ADN (30 ng) y 0,5 uM de cada cebador (Sigma-Aldrich).
Para la identificacion de especie, se emplearon los siguientes cebadores de la region control del
ADN mitocondrial de acuerdo con el estudio de Dalebout ef al. (2004):
o Forward: M13-Dlp1.5-L (500 pb):
5'-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-TCA-CCC-AAA-GCT-GRA-RTT-CTA-3’
® Reverse: DIp5-H (424 pb):
5'-CCA-TCG-WGA-TGT-CTT-ATT-TAA-GRG-GAA-3’
Para la identificacion del sexo se emplearon los siguientes cebadores de acuerdo con el estudio
de Shaw et al (2003):
o Forward: LGL331:
5'-CAA-ATC-ATG-CAA-GGA-TAG-AC-3’
® Reverse: LGL335:
5’-AGA-CCT-GAT-TCC-AGA-CAG-TAC-CA-3’
Estos cebadores permiten la amplificacion de un intron de los genes Zfx (zinc-finger protein X-
linked) y Zfy (zinc-finger protein, Y-linked) presentes en los cromosomas sexuales. La variacion
de tamafio entre los intrones Zfx y Zfy permite diferenciar en el gel de agarosa hembras (una sola
banda) de machos (dos bandas).
Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador Applied Biosystems 2720, se realizaron con

temperatura de anillamiento para especie de 62 °C, y las de sexo a 58 °C.

3.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar los productos amplificados se prepar6 un gel de agarosa al 1,8% con tampén TBE
0,5X (35 mL), 0,63 g de agarosa y 1,75 pL de SYBR Safe. A cada muestra (7 uL de PCR) se
afiadio 1 pL de Track DNA Loading Dye; ademas, se incluyé como marcador de peso molecular

1 uL. de GeneRuler 100 bp DNA Ladder. Las muestras se cargaron y la electroforesis se ejecuto
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a 30-50 V durante 90 min. Las bandas se visualizaron en un transiluminador Safe Imager

(Invitrogen) y se registraron con el software Kodak Digital Science 1D.

3.4.4. Protocolo de secuenciacion para la identificacién de la especie

Tras la visualizacion de las bandas en el gel de agarosa se procedid a la purificacion enzimatica
de cada reaccion de PCR: por cada muestra (10 pL de PCR) se afiadieron 0,3 pL de Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP), 0,03 uL de Exonucleasa I, 1,67 uL de agua MQ, obteniendo un
volumen final de 12 pL. La mezcla se llevo a un termociclador a 37 °C durante 60 min y, a
continuacion, a 85 °C durante 15 min.
A continuacion, se dispensaron 8 ul. de la siguiente mezcla en cada pocillo de una placa
MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plante 0,1 mL, destinando un pocillo al cebador “forward” y
el otro al cebador “reverse”:

e 1 pL de cebador (3,2 mM)

e 2 uL de buffer de secuenciacion

e 0,5 uL BDT (Big Dye TM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit)

e 45 ul agua MQ
Finalmente se afiadieron 2 pL de producto de PCR purificado de cada muestra obteniendo un
volumen total de 10 pL en cada pocillo.
La placa se sometié a un programa en termociclador FAST (BigDye™ Terminator Cycling
Protocol) con las siguientes etapas: desnaturalizacion inicial a 96 °C por 1 minuto, seguida de 25
ciclos de 10sa 96 °C, 5sa 50°Cy 75 s a 60 °C. Los productos de secuenciacion se purificaron
por precipitacion con etanol, donde a cada pocillo se le afadio:

e 10 pL de agua MQ

e 5ulL EDTA 125 mM

e 60 uL de etanol absoluto frio
La placa se incub6 a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 15 min. Seguidamente,
se centrifugd a 4000 rpm durante 30 min a 20 °C. Tras eliminar el sobrenadante, la placa se coloco
boca abajo sobre papel de filtro y se centrifugé a 180xg durante 1 min a 20 °C para eliminar el
liquido residual.
A continuacion, la centrifuga se enfrié a 4 °C y se afiadieron 60 pL de etanol 70 % a cada pocillo.
La placa se centrifugd a 1650xg durante 15 min a 4 °C. Después de desechar el sobrenadante, se
repitiod la centrifugacion a 180xg durante 1 min a 20 °C con la placa invertida sobre papel de filtro.
Finalmente, los pellets de ADN se resuspendieron en 10 pL de formamida (Hi-Di Formamide
Applied Biosystems), se desnaturalizaron a 95 °C durante 3 min y se llevaron al secuenciador
3500 XL Genetic Analyzer para su electroforesis.
Las secuencias consenso resultantes se sometieron a busquedas de similitud en BLASTn (Basic

Local Alignment Search Tool for nucleotides) a través de la plataforma NCBI
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra la base de datos “core nt” y se emplearon los

parametros por defecto de megablast. La determinacion de la especie se basdé en la mejor
coincidencia taxonomica reportada por BLAST, comprobando ademas la congruencia de los
resultados contra la base de datos “Witness for the Whales” de DNA Surveillance (https://new-

dna-surveillance.auckland.ac.nz/page/whales/title).

4. RESULTADOS

4.1. Tomografia computarizada

Las imagenes se analizaron en distintos niveles de la cabeza, siguiendo un orden caudo-rostral,
con el fin de identificar estructuras dseas, tejidos blandos y cavidades de mayor relevancia para
el estudio.

En todos los ejemplares se observod un craneo alargado con rostro conformado por los huesos
premaxilar, maxilar y vomer. Ademas, se evidencio asimetria craneofacial con un desarrollo mas
marcado en el lado derecho (Figuras 9-11) y fue especialmente evidente en las estructuras dseas
mencionadas, en tejidos blandos como el érgano espermaceti (Figura 11) y en el seno pterigoideo
(Figura 10).

En los cortes transversales a nivel del oido, MBI-SD mostré un neurocraneo de contorno mas
redondeado, mientras que los de MBI-XO y MBI-AC presentaron una forma mas angular (Figura
9). Por otro lado, se observaron suturas craneales (articulaciones entre huesos) bien definidas en
MBI-XO y MBI-SD, particularmente en maxilar, premaxilar, palatino y pterigoides, mientras que
en MBI-AC eran menos evidentes (Figuras 10 y 11).

En la region caudal de la mandibula, en los tres ejemplares se identific una fina lamina dsea
correspondiente al pan bone y, medial a esta, la masa de grasa mandibular (Figuras 10 y 11). A
nivel de los dientes, MBI-AC presenté ambos colmillos completamente erupcionados; en cambio,
en MBI-XO y MBI-SD permanecian en su mayor parte ocultos en el alveolo dentario, solo el
vértice de la corona sobresalia sobre el margen superior del hueso mandibular. Asimismo, la
cavidad pulpar era claramente visible en MBI-SD, todavia era visible en MBI-XO, pero en MBI-
AC estaba ocluida (Figura 12). A este nivel de corte y en los siguientes mas rostrales se observo
el cartilago mesorrostral (en la linea media entre los huesos premaxilares y sobre el hueso vomer):
este cartilago aparecia sin osificar en MBI-XO y MBI-SD, y osificado solo caudalmente en MBI-
AC (Figuras 11y 12).

Por ultimo, en MBI-SD destac6 la presencia de pequeios dientes vestigiales embebidos en las

encias de ambas hemimandibulas (Figura 13).
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Figura 9: Tomografia computarizada de la cabeza de los tres ejemplares a nivel del oido. Las dos filas
superiores muestran el corte transversal y la inferior el nivel de corte sobre un corte sagital. El lado
derecho se marca con una letra D en rojo y en la esquina superior izquierda se muestran los parametros
WL y WW que se emplearon para visualizar hueso y tejidos blandos. En la primera fila se sefialan las
estructuras oseas: (1) frontal, (2) maxilar, (3) parietal, (4) temporal, (5) timpanico, (6) basioccipital, (7)
aparato hioideo. En la segunda fila se senialan tejidos blandos: (8) cerebro, (9) senos peribullares, (10)

cavidad timpanica, (11) laringe.
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Figura 10: Tomografia computarizada de la cabeza de los tres ejemplares a nivel de espirdculo y sistema
de sacos nasales. Las dos filas superiores muestran el corte transversal y la inferior el nivel de corte sobre
un corte sagital. El lado derecho se marca con una letra D en rojo y en la esquina superior izquierda se
muestran los parametros WL y WW que se emplearon para visualizar hueso y tejidos blandos. En la
primera fila se sefialan las estructuras oseas: (1) premaxilar, (2) maxilar, (3) frontal, (4) etmoides, (5) pan
bone mandibular, (6) pterigoides. En la segunda fila se senalan tejidos blandos: (7) sistema de sacos

nasales, (8) globo ocular, (9) seno pterigoideo, (10) masa de grasa mandibular medial, (11) orofaringe.
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Figura 11: Tomografia computarizada de la cabeza de los tres ejemplares a nivel de melon. Las dos filas
superiores muestran el corte transversal y la inferior el nivel de corte sobre un corte sagital. El lado
derecho se marca con una letra D en rojo y en la esquina superior izquierda se muestran los pardmetros
WL y WW que se emplearon para visualizar hueso y tejidos blandos. En la primera fila se sefialan las
estructuras oseas: (1) pan bone mandibular, (2) pterigoides, (3) palatino, (4) vomer, (5) maxilar, (6)
premaxilar. En la segunda fila se sefialan tejidos blandos: (7) teca, (8) melon, (9) organo espermaceti, (10)
masa de grasa mandibular medial, (11) parte caudal de la lengua. En las dos filas superiores se sefiala

con una flecha roja el cartilago mesorrostral; osificado en MBI-AC y sin osificar en MBI-XO y MBI-SD.
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Figura 12: Tomografia computarizada de la cabeza de los tres ejemplares a la altura de los dientes. La
fila superior muestra el corte transversal y la inferior el nivel de corte sobre un corte sagital. El lado
derecho se marca con una letra D en rojo y en la esquina superior izquierda se muestran los parametros
WLy WW que se emplearon para visualizar hueso. Se senialan las estructuras: (1) premaxilar, (2) cartilago
mesorrostral, (3) maxilar, (4) diente, (5) cavidad pulpar, (6) alveolo dentario, (7) hemimandibula

izquierda.
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Figura 13: Tomografia computarizada de la cabeza del zifio MBI — SD a nivel del pico. A la izquierda el
corte transversal y a la derecha una reconstruccion 3D de la misma region. El lado derecho se marca con
una letra D en rojo y en la esquina superior izquierda se muestran los parametros WL y WW que se
emplearon para visualizar hueso. Los dientes vestigiales se observan tanto en la hemimandibula izquierda

(flechas rojas) como en la derecha.
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4.2. Diseccion

4.2.1. Zifio sin datos (MBI-SD)

La cabeza presentaba un estado de conservacion intermedio, con la piel visiblemente alterada por
el proceso de congelacion prolongado y posterior descongelacion. Su morfologia era
esencialmente conica, sin llegar a ser excesivamente afilada, y la parte posterior mostraba una
superficie irregular con multiples laceraciones epidérmicas.

En la region dorsal la pigmentacion era gris uniforme, pero en la region ventral exhibia una
coloracion heterogénea, con matices que iban del gris al beige y al marrén. Toda la superficie de
la cabeza estaba surcada por numerosas abrasiones y arafiazos (Figura 14) posiblemente debidos
al arrastre en el momento del varamiento.

Antes de la diseccion fueron identificables los siguientes rasgos: la zona ventral presentaba dos
surcos longitudinales que convergian hacia rostral y, en la region dorsal al rostro, un melén
pequeiio pero prominente e inmediatamente caudal a €l el espiraculo, cuya comisura derecha se

encontraba ligeramente mas rostral, propio de la asimetria de los zifios (Figura 14).

Figura 14: Caracteristicas morfologicas externas de la cabeza del zifio MBI-SD. Se observa la cabeza
con un aspecto conico, con un pequenio melon prominente (flechas rojas en Ay C), ventralmente dos surcos
que convergen hacia rostral (flecha negra en B) y la comisura derecha del espiraculo mas proyectada

hacia rostral (flecha blanca en C). (A) vista lateral izquierda. (B) vista ventral. (C) vista dorsal.

Al iniciar la diseccion y retirar la piel, se identifico la gruesa capa de grasa subcutanea
(hipodermis) caracteristica de todos los cetaceos. Bajo esta en la region facial sobre el melon se
hallé una céapsula de tejido conectivo denso, la teca. Al retirarla se visualizo por completo el
melon y las fibras musculares asociadas. Debajo de estas estructuras y rostral al espirdculo se
hallaba el 6rgano espermaceti, caudal al melén y con un mayor desarrollo en el lado derecho;
aunque el melon y organo espermaceti son 6rganos grasos, la consistencia de este ultimo es

mucho mayor que la del melon (Figura 15). Por otra parte, los musculos faciales estaban
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especialmente desarrollados en el lado derecho de la region del melon y del tracto nasal, asociados
con todos los componentes del sistema de ecolocalizacion (sacos nasales, labios fonicos, 6rgano
espermaceti y melon).

Al diseccionar el espiraculo se encontrd bajo él una gran cavidad que se corresponde con el saco
nasal mas dorsal: saco vestibular o cavidad espiracular, de mayor tamafio el del lado derecho que
ademas tenia dos surcos oblicuos en el suelo. En la region caudal de este vestibulo se localizaban
los dos pares de labios fonicos, siendo también de mayor tamafio el derecho (Figura 15B, vista
rostral). Tras atravesar los labios fonicos, caudolateralmente se identificaban los dos sacos
nasofrontales, de los cuales el derecho era ligeramente mas voluminoso y se proyectaba con
mayor alcance hacia rostral que el izquierdo. Por debajo de los sacos nasofrontales, sobre la
calavera e inmediatamente rostral a la entrada a la cavidad nasal Osea, se hallaban los sacos

premaxilares, practicamente simétricos en ambos lados (Figura 15, vista ventral).

Espiraculo g

Vista rostral

Vista ventral

Organo
espermaceti

Sistema
sacos nasales

Figura 15: Diseccion del melon, espirdculo y sistema de sacos nasales en el zifio MBI-SD. (4) Vista
dorsal de la cabeza tras la diseccion del melon (seccionado sagitalmente en dos mitades). (B) Vista dorsal
mostrando el sistema de sacos nasales reclinado hacia rostral una vez se ha separado de la cavidad nasal
osea y del vértice del craneo. Vista rostral: los labios fonicos derechos (contorno rosa) superan en tamario
a los izquierdos (contorno azul). Las flechas rojas sefialan los surcos paralelos entre si. Vista ventral: el
tapon nasal derecho (contorno amarillo) y el saco nasofrontal derecho (contorno azul) muestran un
desarrollo mayor que sus homologos izquierdos, mientras que los sacos premaxilares (contorno verde)

mantienen simetria bilateral. Se indica el lado derecho de cada vista con una letra “D” en rojo.

Dentro de la cavidad oral se encontraba una lengua de gran tamafio que se extendia hasta el inicio
de la sinfisis mandibular; ademas, presentaba papilas marginales en el borde de su vértice (Figura
16). El par de dientes no era visible, pero se palpaban los dos dientes embebidos en las encias en

la mitad del borde alveolar de la mandibula.
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Figura 16: Cavidad oral y lengua del zifio MBI-SD. El suelo de la cavidad oral se ha separado de la
mandibula (arriba en la imagen) para poder mostrarlo- Se senala con una flecha negra las papilas

marginales de la lengua.

4.2.2. Zifio varado en Xove (MBI-XO)

La cabeza se encontraba en un estado de conservacion intermedio: la piel mostraba evidentes
alteraciones debidas a la congelacion y posterior descongelacion. Su morfologia era conica, con
un rostro muy afilado. En la region ventral se observaban multiples aranazos y laceraciones

epidérmicas, probablemente producidos en el momento del varamiento (Figura 17).

Figura 17: Caracteristicas morfologicas de la cabeza del zifio MBI-XO. Se observa la cabeza con un
aspecto conico y un pico u hocico muy largo, con un melon prominente (flecha roja en Ay C), ventralmente
dos surcos que convergen hacia rostral (flecha negra en B) y la comisura derecha del espiraculo mas

proyectada hacia rostral (flecha blanca en C). (A) vista lateral derecha. (B) vista ventral. (C) vista dorsal.

La superficie dorsal exhibia una pigmentacion gris uniforme, mientras que la ventral presentaba
una coloracion heterogénea, que variaba entre tonos grises, beige y marrones.
Se observaron caracteristicas externas similares a las del zifio MBI-SD: en la zona ventral se

apreciaban dos surcos longitudinales convergentes hacia rostral, un meléon prominente en la
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region dorsal del rostro y, caudal a este, el espiraculo, con la comisura derecha ligeramente
desplazada hacia rostral (Figura 17).

Tras la extraccion de la teca y el melon, se identifico el organo espermaceti, el cual emergia en
su mayor parte del lado derecho y, a medida que se extendia en direccidn rostral, convergia hacia
la linea media (Figura 18A). Al inspeccionar el espiraculo se observo ventralmente el saco
vestibular o cavidad espiracular, mas desarrollado el lado derecho que el izquierdo; ademas
presentaba dos surcos profundos en el suelo. De forma analoga, los labios fonicos del lado
derecho eran mas grandes que los del lado izquierdo (Figura 18B).

Al diseccionar los labios fonicos y avanzar la diseccion hacia ventral se observaron también los

sacos nasofrontales y los premaxilares, con un mayor desarrollo en el lado derecho frente al

izquierdo (Figura 19).

Espirdculo

Organo
espermaceti

Figura 18: Organo espermaceti y cavidad espiracular del zifio MBI-XO. (4) Vista dorsorrostral del
espirdculo y del organo espermaceti. La linea media esta definida por la linea discontinua verde. (B) Vista
dorsal de la cavidad espiracular. Se aprecia el lado derecho mds grande, al igual que los labios fonicos
derechos (contorno rosa) respecto a los izquierdos (contorno azul). Las flechas negras seiialan los surcos

paralelos entre si, pero oblicuos respecto a la linea media, en el suelo del vestibulo derecho.

Figura 19: Vista ventral del sistema de sacos nasales del zifio MBI-XO. Se observa la marcada asimetria
donde se ve que los sacos premaxilares (contorno verde), los sacos nasofrontales (contorno azul) y los

tapones nasales (contorno amarillo) presentan un mayor desarrollo en el lado derecho que en el izquierdo.
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4.3. Biometrias

4.3.1. Biometrias del craneo

Las medidas craneales del zifio control (procedentes de Martin et al., 2011) y de los tres
ejemplares de este estudio se presentan en la Tabla 1. En la Tabla 2 se reportan los estadisticos
descriptivos de las medidas absolutas (mm).

La longitud céndilobasal (LCB) para los cuatro ejemplares de zifio fue: MBI-control 779 mm,
MBI-AC 739,7 mm, MBI-XO 763,8 mm, MBI-SD 442.8 mm (Tabla 1). Los resultados de la
LCB en MBI-control, MBI-AC y MBI-XO fueron similares, exhibiendo MBI-control el mayor
tamafio cefalico, seguido de MBI-XO MBI-AC, concordando con las longitudes totales
registradas para todos ellos (MBI-control 456 cm, MBI-XO 449 cm y MBI-AC 412 cm). MBI-
SD presentd una LCB muy pequeiia, 442,8 mm.

Puesto que la LCB representaba el 17-18 % de la longitud total en los tres zifios de mayor tamatfio,

calculamos que MBI-SD podria tener una longitud comprendida entre 246 y 260,5 cm.

Tabla 1: Medidas craneales de los cuatro ejemplares (mm) y porcentajes normalizados (% LCB) respecto

a la longitud condilobasal de cada individuo.

BIOMETRIAS DEL CRANEO

MBI - control _ _ -
(Martin et al, 2011) MBI - AC MBI - X0 MBI - 5D
Macho = adulto Macho - adulto Macho = juvenil Macho - cria
(mm) %LCA (mm) %LCE [(mmj} %LCA (mmj} %LCE
(1) Longitud
condilobasal 779 100 739,7 100 763,38 100 4428 100
(LCB)
@longtid| 513 665 | s834 788 | 5101 668 | 3079 695
(3) Longitud
érbita (1/D) 83 10,7 94 12,7 94,4 12,3 68,9 15,5
(8) Anchura
] 296 38 288,1 38,9 280,6 36,6 183,4 41,4
|5) Anchura
cigomdtica 293 37,6 282 38,1 307,3 40,2 179,1 40,4
|6) Anchura
Hoeme 244 31,3 243,1 32,8 251,2 32,9 157 35,5

La longitud del rostro de MBI-AC mostr6 un valor excepcionalmente alto (78,8% LCB), superior
al de los demas ejemplares. Esta elongacion rostral se acompafi6 en este ejemplar de una mayor
anchura postorbital (38,9 % LCB) y cigomatica (38,1 % LCB), comparado con los valores de
MBI-control (38 y 37,6 % LCB, respectivamente), lo cual sugiere un craneo relativamente mas
estrecho y alargado en MBI-AC (Tabla 1).

La longitud de érbita varié poco entre MBI-control, MBI-AC y MBI-XO (10,7-12,7 % LCB),
pero alcanz6 un valor notablemente mayor en MBI-SD (15,6 % LCB) (Tabla 1).
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La anchura postorbital mostr6 variaciones moderadas entre los ejemplares, con 38% LCB en MBI
control, 38,9% LCB en MBI-AC, 41,4% LCB en MBI-SD y 36,6% LCB en MBI-XO. De forma
analoga, la anchura cigomatica oscilo entre 37,6% LCB y 40,4% LCB y la anchura exooccipital
entre 31,3% LCB y 35,5% LCB (Tabla 1).

En conjunto, las medidas craneales de MBI-control, MBI-AC y MBI-XO presentaron tanto
valores absolutos (mm) como normalizados (% LCB) similares, aunque con ciertas variaciones
individuales entre ellos. Por el contrario, MBI-SD exhibid valores absolutos (mm) menores en
todas las medidas, pero valores normalizados (%LCB) mayores respecto al resto de ejemplares.
La estadistica descriptiva mostr6é que la medida mas homogénea, es decir, la que presenté menor
variabilidad entre los individuos fue la longitud orbitaria (CV = 12,2%), mientras que la LCB y
la longitud del rostro exhibieron una mayor variabilidad (CV=20,3-21,5%), reflejando una mayor
dispersion interindividual. Por su parte, las anchuras postorbital, cigomatica y exooccipital
registraron valores moderados de variabilidad (17,3 — 19,1%), indicando cierta heterogeneidad

entre los ejemplares (Tabla 2).

Tabla 2: Estadistica descriptiva de las mediciones craneales. “n”: numero de ejemplares, “x (mm)”:

media aritmética, “SD (mm)”: desviacion estandar, “CV (%)”: coeficiente de variacion.

(1) Longitud
cdndilobasal a4 681,3 138,4 20,3
{LCE)
(2) Longitud a 479.8 103.3 e
rostro
(3) Longitud
drbita (I/D) 4 85,1 10,4 12,2
(4) Anchura
postarbital 4 262 45,7 17,4
[5) Anchura
cigomdtica 4 265,3 50,6 19,1
(8) Anclh urg 4 223.8 387 s
exooccipital

4.3.2. Biometrias de la mandibula

Las medidas de la mandibula del zifio control (procedentes de Martin et al., 2011) y de los tres
ejemplares de este estudio se presentan en la Tabla 3. En la Tabla 4 se reportan los estadisticos

descriptivos de las medidas absolutas (mm).
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Tabla 3: Medidas mandibulares de los cuatro ejemplares (mm) y porcentajes normalizados (%o LM)

respecto a la longitud total de la mandibula de cada individuo.

BIOMETRIAS DE LA MANDIBULA

MBI - control
(Martin et al., 2011) MBI - AC MBI - X0 MBI -SD
Macho - adulto Macho — adulto Macho - juvenil Macho — cria
(mm) LM {mm) %LM {mm) LM (mim) LM
(7) Longitud total
de la mandibula 655 100 656,3 100 678,2 100 363,5 100
LM
(8) Longitud sinfisis | 537 355 | 1962 29,9 188,6 27,8 64,8 17,8
(regidn fusionada)
(9) Altura en el
e e 101 15,4 93 14,2 97 14,3 51 14
(10) Altura externa | 4y g3 | 503 7,6 44,2 6,5 26 7.1
alvecla
(11) Longitud 59 9 66 10 22 3,2 21 5,8
alveala
(12) Longitud Mo diente No diente
vertical del diente 87 13'3 60,9 9!'3 erupcionade X erupcionado X
(13) Longitud pico -
margen anterier 185 28,2 1982 30,2 2175 32,1 73,3 20,2
alveola

La longitud total de la mandibula (LM) se midi6 en los cuatro ejemplares de zifio (Tabla 3):
MBI-XO alcanzo el valor maximo (678,2 mm), mientras que MBI-AC (656,3 mm) y MBI-control
(655 mm) mostraron longitudes similares; MBI-SD obtuvo una LM marcadamente mas reducida
(363,5 mm). Por otro lado, la longitud de la sinfisis fue mayor en MBI control (35,2 % LM) y
mas baja en MBI-SD (17,8 % LM), con valores intermedios y muy similares en MBI-AC (29,9
% LM) y MBI-XO (27,8 % LM) (Tabla 3).

La altura en el proceso coronoides oscilé entre 14,2 % LM (MBI-AC) y 15,4 % LM (MBI
control), mientras que la altura externa del alveolo varié de 6,5 % LM (MBI-XO) a 7,6 % LM
(MBI-AC) (Tabla 3).

Una medida que mostr6 resultados dispares entre los individuos fue la longitud alveolar: los
mayores % LM correspondieron a MBI control (9 % LM) y MBI-AC (10 % LM), en tanto que
MBI-SD (5,8 % LM) y MBI-XO (3,2 % LM) registraron medidas muy inferiores (Tabla 3).

Los tinicos ejemplares que mostraron erupcion de los dientes fueron MBI-control y MBI-AC, con
longitudes verticales del diente de 87 mm (13,3 % LM) y 60,9 mm (9,3 % LM) respectivamente
(Tabla 3).

La longitud pico-margen anterior del alveolo present6 el minimo en MBI-SD (20,2 % LM) y el
maximo en MBI-AC (32,1 % LM), seguidos de MBI-control (30,2% LM) y de MBI-XO (28,2 %
LM) (Tabla 3).

En conjunto, los ejemplares MBI-control, MBI-AC y MBI-XO mostraban valores similares tanto

absolutos (mm) como normalizados (%LM), destacando la uniformidad de la altura en el proceso
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coronoides y una mayor variabilidad en la longitud alveolar. MBI-SD nuevamente presentd
valores absolutos (mm) notablemente inferiores, aunque con valores normalizados mas similares
al resto, a excepcion de la sinfisis y la longitud pico-margen anterior alveolo, que presentaban
valores % LM mas bajos (Tabla 3).

La estadistica descriptiva reveld que la longitud alveolar presentd la mayor variabilidad (CV =
49,2 %), seguida por la longitud de la sinfisis (CV = 37 %) y la longitud pico—margen anterior
del alveolo (CV = 33,3 %), lo que indica una considerable heterogeneidad en estas medidas. Por
el contrario, la longitud vertical del diente (n = 2) mostr6 la variabilidad mas baja (CV = 17,6 %).
Las alturas mandibulares, tanto en el proceso coronoides (CV = 20,1 %) como en el alveolo

externo (CV =22,1%), exhibieron una variabilidad moderada entre los ejemplares (Tabla 4).

Tabla 4: Estadistica descriptiva de las mediciones craneales. “n”: numero de ejemplares, media (mm),

“SD” (mm): desviacion estandar, “CV (%) ”: coeficiente de variacion.

w0 smm | sowmm | oo

(7) Longitud tatal de la
mandibula {LA) 4 588,2 130,1 22,1
(8) Longitud sinfisis
{regidn fusionada) 4 1701 62,8 37
(9) Altura en el proceso
coranoides 4 85,5 20,1 23,5
(10) Altura externa
olveolo 4 41,1 9,1 22,1
(11) Longitud alvealo 4 42 20,7 49,2
(12) Longitud vertical
del diente * 2 74 13 17.6
(13) Longitud pico -
margen anterior 4 168,5 56,2 333
alveala

'n=2, solo dos ejemplares presentaban el dientes erupcionados.

4.4. Estudios de genética molecular

4.4.1. Resultados de la identificacion del sexo

La identificacion del sexo en los tres zifios se llevd a cabo mediante la amplificacion de intrones
de genes presentes en los cromosomas sexuales y visualizacion de los productos en gel de agarosa.
En los tres ejemplares se detectaron dos bandas (Figura 20): una de aproximadamente 1050 pb y
otra de 950 pb, correspondientes al intron del gen Zfy y al ontrén del gen Zfx, respectivamente.
La amplificacion de estos intrones ubicados en los cromosomas X e Y, confirmo que los tres

individuos presentaban un cariotipo XY y que, por lo tanto, eran machos.
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Figura 20: Resultados de la identificacion del sexo de los tres ejemplares en gel de agarosa. En el primer
carril (M) el marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder, los carriles consecutivos
corresponden a (1) MBI — SD, (2) MBI — AC y (3) MBI — XO, en los cuales se puede observar dos bandas:
una de mayor tamario (~1050 pb) y otra de menor tamario (~950 pb).

4.4.2. Resultados de la identificacion de la especie

La region control del ADN mitocondrial se amplificd por PCR y los productos de amplificacion
se visualizaron en gel de agarosa. En todas las reacciones se observd una tUnica banda de
aproximadamente 500 pb, correspondiente a la region control mitocondrial. Las bandas a 62 °C
mostraron una intensidad superior (Figura 21), por lo que se seleccionaron esas muestras para la

secuenciacion posterior.

RERELE T

Figura 21: PCR de la region control del ADN mitocondrial a distintas temperaturas de anillamiento. En
el primer carril (M) el marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder; los carriles
consecutivos corresponden a (1) MBI — SD, (2) MBI — AC'y (3) MBI — XO.

Las secuencias consenso de la region control del ADN mitocondrial de los tres ejemplares fueron
sometidas inicialmente a un analisis BLASTn contra la base de datos “core_nt” del NCBI. En

todos los casos, el mejor alineamiento correspondié a Mesoplodon bidens (AY579507.1), con
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valores de E-value inferiores a 107 y porcentajes de identidad de 96-98% (Tabla 5). El E-value,
que estima la probabilidad de hallar un alineamiento de igual o mejor calidad por simple azar, y
el elevado porcentaje de identidad respaldan la alta homologia entre las secuencias analizadas y

la referencia (Mesoplodon bidens AY579507.1).

Tabla 5: Resultados de alineamiento de las secuencias consenso de la region mitocondrial de los tres
ejemplares en BLASTn (NCBI) y en DNA Surveillance. Se muestran los valores de E-value y el numero
y porcentaje de identidades obtenidos para la mejor coincidencia en la base de datos GenBank
(Mesoplodon bidens AY579507.1) y la distancia evolutiva para la mejor coincidencia en la base de datos

“Witness for the Whales” (MbiNHM-UK).

BLASTn (NCBI) DNA Surveillance
Mesoplodon bidens (AY579507.1) | MbiNHM-UK (Zifio de Sowerby)
Muestra E-value Identidades Distancia evolutiva
MBI-SD (1) 3x10°1e! 344/358 (96%) 0,0145
MBI-AC (2) 1x10172 353/361 (98%) 0,0233
MBI-XO (3) 2x107173 353/360 (98%) 0,0234

Con el fin de corroborar esta asignacion taxondmica, las mismas secuencias se introdujeron en
DNA Surveillance contra la base de datos “Witness for the Whales”. El arbol filogenético
resultante situd todas las secuencias dentro del clado de los zifios de Sowerby (Figura 22), y las
distancias evolutivas calculadas respecto a la referencia MbiNHM-UK (zifio de Sowerby)
oscilaron entre 0,0145 y 0,0234 (Tabla 5), valores notablemente inferiores respecto a otras
especies de Mesoplodon (p. ¢€j.: ~ 0,08 para el zifio de Gervais). Estos hallazgos refuerzan de

manera concluyente la identificacion de los tres ejemplares como zifios de Sowerby

_|— USER SEQUENCE
Sowerby's beaked

Sowerby's beaked

Sowerby's beaked

Sowerby's beaked

Sawerby's beaked
Sowerby's beaked

Cuvier's beaked
Cusder's beaked
II:Cuvier's beaked

Cuvier's beaked
Cuvier's beaked
Curder's beaked

Figura 22: Arbol filogenético de mdxima verosimilitud basado en la region control del ADN
mitocondrial de los zifios. La secuencia consenso (USER SEQUENCE) se situa dentro del clado de los
zifios de Sowerby (Mesoplodon bidens), diferenciandose del clado de los zifios de Cuvier (Mesoplodon

europeaus). Fuente: https://new-dna-surveillance.auckland.ac.nz/page/whales/title
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5. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue determinar de forma inequivoca la especie y el sexo a la
que pertenecian dos zifios (MBI-XO y MBI-SD), identificados sin certeza como zifios de
Sowerby (Mesoplodon bidens), empleando como referencia un tercer zifio (MBI-AC)
previamente confirmado como tal. Para ello se combinaron métodos clasicos, como el anatémico
(diseccion y biometrias), con metodologias mas actuales como la tomografia computarizada (TC)
y la genética molecular (PCR y secuenciacion).

Las imagenes de TC obtenidas para los tres ejemplares y el estudio posterior de los huesos limpios
mostraron un craneo alargado caracteristico del género Mesoplodon (Jefferson et al., 1993;
Moore, 1968), con un rostro conformado principalmente por los huesos premaxilar, maxilar y
vomer, una asimetria facial marcada con mayor desarrollo en el lado derecho, un vértice muy
prominente y la presencia del pan bone mandibular. MBI-XO mostraba unas caracteristicas dseas
y de tejidos blandos similares a las descritas en MBI-AC, el ejemplar ya identificado como zifio
de Sowerby (Roman Lopez, 2024); en el caso de MBI-SD, la conformacion de los huesos de la
cara y de los tejidos blandos coincidia con los otros dos ejemplares, pero el neurocraneo era
mucho mas redondeado, tipico de ejemplares de poca edad (Alves et al., 2023; Besharse, 1971).
MBI-SD también presentaba numerosas articulaciones visibles entre huesos, muchas sin empezar
a osificar, tanto en la cara como en el neurocraneo, propio de animales muy jovenes; MBI-XO
también presentaba algunas suturas visibles, pero solo en el neurocraneo, por lo que aun no habia
completado su desarrollo fisico (Alves et al., 2023; Besharse, 1971). El cartilago mesorrostral, un
indicador de edad adulta en zifios (Besharse, 1971), solo se habia empezado a transformar en
hueso caudalmente en MBI-AC que era el individuo que mostraba una mayor madurez fisica en
su esqueleto craneal.

El estudio de TC revel6 distintos estadios de desarrollo dentario en los ejemplares: los dientes de
MBI-AC, los unicos erupcionados, tenian la cavidad pulpar completamente ocluida; MBI-XO y
MBI-SD aun tenian los dientes ocultos bajo las encias, pero la amplitud de la cavidad pulpar era
diferente: parcialmente ocluida en MBI-XO y muy amplia en MBI-SD. En la cavidad pulpar de
los dientes, tras el nacimiento, se va depositando dentina postnatal en capas y con una cadencia
anual hasta que la cavidad se cierra por completo. El contaje de estas capas de dentina permite
estimar la edad, pero solo hasta el momento en que se produce la oclusion de la cavidad pulpar
(Perrin & Myrick, 1980). Moore (1968) considera que el cierre de la cavidad pulpar de los dientes
es el mejor criterio para establecer la madurez fisica en los zifios. En definitiva, el grado de
oclusion de la cavidad pulpar en estos individuos coincide con los hallazgos de TC y biométricos
descritos previamente: MBI-SD era un individuo muy joven, probablemente una cria en su primer
afio de vida, MBI-XO un juvenil o subadulto, y MBI-AC un adulto joven. Un hallazgo curioso en

MBI-SD fue la deteccion de dientes vestigiales embebidos en las encias, caudalmente al par de
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dientes principales, aunque ya ha sido descrito en varias especies de zifios, sobre todo en crias y
juveniles (Kitchener et al., 2023).

La diseccion de MBI-XO y MBI-SD reveld en ambos una morfologia conica y afilada del rostro,
un melén pequeflo, un espiradculo asimétrico con la comisura derecha desplazada hacia rostral,
surcos ventrales en “V” y organo espermaceti con mayor desarrollo en el lado derecho. Otros
hallazgos relevantes fueron el mayor desarrollo del par derecho de labios fonicos y, sobre todo,
los dos surcos profundos en el lado derecho del suelo de la cavidad espiracular. Todas estas
caracteristicas también las present6 el zifio de Sowerby MBI-AC (Roman Lopez, 2024), pero la
mas relevante sin duda fue la presencia de los dos surcos en el suelo de la cavidad espiracular: la
unica especie de zifio que presenta esta singularidad morfologica es Mesoplodon bidens
(Heyning, 1989).

La diseccion también puso de manifiesto que la asimetria de los sacos nasales, con mayor
desarrollo en los del lado derecho, y era mas evidente en el ejemplar juvenil MBI-XO que en la
cria MBI-SD. En un estudio reciente sobre el aparato nasal de varios odontocetos se ha observado
precisamente una menor asimetria en etapas ontogenéticas tempranas y que hasta que no finaliza
el desarrollo del craneo tampoco se completa la transformacion de las estructuras del aparato nasal
(Lanzetti et al., 2022). Otro dato morfoldgico que refuerza la propuesta de escasa edad para el
ejemplar MBI-SD fue observar papilas marginales en el vértice de la lengua. Las papilas
marginales en los cetdceos estan presentes en los individuos lactantes y desaparecen poco tiempo
después del destete; permiten que la lengua se adapte mejor al pezon de la madre, evitando asi la
pérdida de leche (Heyning & Mead, 1996; Shindo et al., 2008).

La comparacion de las biometrias de los tres zifios con las registradas en el zifio de Sowerby de
Martin et al. (2011) (MBI-control) permitié cuantificar diferencias y similitudes en valores
absolutos (mm) y normalizados (% LCB y % LM). En relaciéon con la biometria craneal, MBI-
SD presentd una longitud condilobasal (LCB) muy inferior (442,8 mm) al resto de ejemplares
(739,7-779 mm), presentando una LCB muy similar a las registradas en el estudio de Smith et al.
(2021) de 7 juveniles (476-461 mm) de zifio de Sowerby; las medidas de los otros tres zifios de
este trabajo fueron similares a las de los adultos registrados en ese mismo estudio (757-676 mm).
En base a la LCB, que representaba el 17-18 % de la longitud total en los demads ejemplares, se
calculdé que MBI-SD podria tener una longitud total de 246-260,5 cm, es decir, un individuo
neonato (Ellis & Mead, 2017; Jefferson et al., 2015).

Por otro lado, MBI-AC mostrd una longitud de rostro mucho mayor (78,8 % LCB) que el resto
(66,5-69,5 % LCB), lo que sugiere un craneo relativamente mas estrecho y alargado, quizas
reflejo de una variabilidad geografica o individual (Kobayashi et al., 2021; Smith et al., 2021).
Las anchuras craneales mantuvieron valores muy similares (38-38,9 % LCB en postorbital; 37,6-
38,1 % LCB en cigomatica; 31,3-32,3 % LCB en exooccipital), aunque ligeramente elevadas en

MBI-SD (35,5-41,4 % LCB), indicativo de un craneo mas compacto y “mas ancho”; esta mayor
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anchura en proporcion a la longitud total del craneo se reflejo también en la cria y en los juveniles
y subadultos del estudio de Smith et al. (2021) y de otras especies de mesoplodontes como M.
densirostris y en odontocetos como Indopacetus pacificus en los estudios de Besharse (1971) y
Kobayashi et al (2021), respectivamente. El mismo patrén se repitié para la longitud de orbita:
MBI-control, MBI-AC y MBI-XO presentaban longitudes similares (10,7-12,7 % LCB), mientras
que MBI-SD present6 una longitud mayor (15,6 % LCB). Esta diferencia de longitudes de drbita
posiblemente responde a una variacion ontogenética entre ellos, puesto que se ha observado en
otros odontocetos que los juveniles y subadultos presentan una longitud de orbita mayor en
relacion con su LCB (Dalebout et al., 2003; Kobayashi et al., 2021).

Respecto a la biometria mandibular, la longitud total de la mandibula (LM) de MBI-AC (656,3
mm) y MBI-XO (678,2 mm) fueron muy similares a MBI-control (655 mm), mientras que MBI-
SD alcanz6é una LM muy inferior (363,5 mm) y menos parecida a la registrada en Smith et al.
(2021) en los 7 juveniles (429-441 mm) de zifio de Sowerby; las LM de los otros zifios fueron
mas similares a las de los adultos del estudio (682-597 mm). Por otra parte, la region fusionada
de la sinfisis en MBI-AC y MBI-XO fueron muy similares (29,9 % y 27.8 % LM,
respectivamente), pero algo mas bajas que en MBI-control (35,2 % LM), mientras que MBI-SD
presentd una medida notablemente inferior (17,8 % LM), denotando que la region fusionada de
la sinfisis es menor respecto a la LM, propio de crias y juveniles que aun no han completado la
fusion y el crecimiento (Besharse, 1971; Mead, 1984). En la longitud alveolar se observaron
diferencias notables debidas al tamafio y al grado de erupcion de los dientes (Besharse, 1971):
MBI-control y MBI-AC, que presentaban los colmillos erupcionados, mostraron una mayor
longitud alveolar (9 y 10 % LM, respectivamente) a diferencia de MBI-XO y MBI-SD que los
tenian ocultos (3,2 y 5,8 % LM, respectivamente). Ademas, MBI-AC present6 una menor longitud
del diente (60,9 mm /9,3 % LM) que MBI-control (87 mm / 13,3 % LM); esto puede indicar que
MB-AC es un adulto que ha erupcionado mas recientemente y aun no ha completado su
crecimiento post-erupcion, es decir, un adulto mas joven que MBI-control, puesto que la erupcion
de los colmillos marca el inicio de la fase adulta (Wiirsig & Orbach, 2023).

Para ilustrar la variabilidad interna de las biometrias en los cuatro zifios (sin intencion de inferir
sobre la poblacion del zifio de Sowerby), se calcularon estadisticos descriptivos basicos debido a
que solo se disponia de cuatro ejemplares (n=4). Las medidas craneales mostraron un coeficiente
de variacion elevado para la LCB (CV=20,3 %) y la longitud del rostro (CV=21,5 %),
traduciéndose en que existe una variabilidad notable en el tamafio y la forma del craneo entre los
ejemplares; sin embargo, la longitud de la 6rbita fue la medida que menor variaciéon mostré (CV=
12,2 %). Este contraste se debe a que en odontocetos el complejo de huesos que forman la orbita
se desarrolla y alcanza el tamafio definitivo en etapas tempranas, antes de que se complete el
alargamiento rostral, la fusion mandibular y que las suturas rostrales completen su fusion

(Heyning, 1989; Mead, 1984). En las medidas mandibulares se observaron coeficientes de
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variacion muy elevados para la longitud del alveolo (CV=49,2 %), la longitud de la sinfisis
(CV=37 %) y en la longitud pico-margen anterior alveolo (CV=33,3 %), revelando una gran
dispersion atribuible mayoritariamente a las diferencias ontogenéticas (Dalebout et al., 2003;
Kobayashi et al., 2021; Smith ef al., 2021). Por el contrario, la longitud vertical del diente fue la
que menor variacion presentd (CV=17,6 %), pudiendo reflejar una pequeiia diferencia vinculada
a la edad exacta en adultos (Wiirsig & Orbach, 2023). En definitiva, la estadistica descriptiva
confirma que existe una heterogeneidad interna en las medidas craneo-mandibulares, dominada
por diferencias en el desarrollo durante el crecimiento, aunque también podria ser coincidente con
lo descrito por Smith ef al. (2021), quienes reportan diferencias biométricas entre poblaciones de
zifios de Sowerby del Atlantico este y oeste.

Los estudios de genética molecular proporcionaron informacién clave que, en varios aspectos,
complementa y esclarece los hallazgos morfologicos. MBI-AC era un macho con dientes
erupcionados y al que en la necropsia se le encontraron los 6rganos genitales completos (pene y
testiculos); en el caso de MBI-SD, el sexo de era desconocido; y para MBI-XO existian dudas de
que se tratase realmente de un macho: durante la necropsia no se encontraron los testiculos (pero
si el pene) y pese a tener una longitud cercana a la de un adulto (449 cm) los dientes estaban
escondidos en las encias (tipico de hembras) (MacLeod & Herman, 2004; Wiirsig & Orbach.,
2023). Por ello se realizo la amplificacion por PCR de los intrones Zfx y Zfy de los cromosomas
sexuales, obteniéndose dos bandas (~1050 pb para Zfx y ~950 pb para Zfy) que confirmaron un
cariotipo XY y, por ende, que los tres individuos eran machos. Esta identificacion genética del
sexo es esencial para evitar clasificaciones erroneas basadas solo en la morfologia externa, muy
importante en los zifios si solo se emplea el criterio de la erupcion de los dientes para establecer
el sexo de los individuos (Jefferson et al., 2015; Smith ef al., 2021). Por otro lado, mediante una
técnica molecular cuantitativa (Amplicon-Seq) Einfeldt et al. (2019) hallaron aneuploidia XXY
en tres zifios del Atlantico norte (dos Hyperoodon ampullatus y un Mesoplodon mirus), los cuales
mostraban rasgos sexuales masculinos y femeninos simultdneamente, recalcando que la
morfologia externa no basta para determinar el sexo. Con perspectivas futuras, MBI-XO podria
ser un buen candidato para este protocolo ya que, aunque su morfologia atipica puede deberse a
una variacion individual, otra posible causa podria ser la intersexualidad.

Para identificar sin lugar a duda la especie se secuencio la region control del ADN mitocondrial,
puesto que se trata un marcador altamente fiable para la identificacion de especies de zifios
(Dalebout et al., 2004). Tras obtener las secuencias consenso de los tres ejemplares, se sometieron
a un analisis BLASTn contra la base de datos “nt core” de NCBI y presentaron la mejor
correspondencia con Mesoplodon bidens (AY579507.1), con porcentajes de identidad > 96% y
valores de E-value inferiores a 107'®!. Estas coincidencias indican que los tres individuos
estudiados pertenecen a la misma especie: zifio de Sowerby. Sin embargo, la base de datos

“nt_core” de NCBI proviene mayoritariamente de GenBank, la cual presenta numerosos
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problemas con las secuencias genéticas de cetdceos como la falta de validaciéon morfologica
rigurosa y el muestreo taxonémicamente insuficiente (Hare et al., 2002). Por esta razon, se decidid
comprobar los resultados sometiendo las secuencias contra la base de datos de “Witness for the
Whales” de DNA Surveillance, donde cada secuencia ha sido validada morfolégicamente por
especialistas, lo que reduce drasticamente el riesgo de asignaciones erroneas (Dalebout et al.,
2004). Finalmente, los resultados en DNA Surveillance coincideron con los de NCBI,
identificando de forma inequivoca que se trataba de zifios de Sowerby.

Esta validacion molecular es crucial puesto que los caracteres morfologicos craneo-mandibulares
de mesoplodontes atlanticos pueden solaparse entre M. bidens y M. mirus y con otras especies de
mesoplodontes atlanticos (Kobayashi et al., 2021; Smith et al., 2021). Estos resultados, ademas,
coinciden y validan los obtenidos en los estudios TC y anatomicos, y han permitido confirmar
que las ligeras variaciones morfoldgicas y biométricas corresponderian a variaciones en la
ontogenia e individuales. El hecho de que dos ejemplares careciesen de dientes erupcionados
subraya la importancia de no basar la identificacion de especie y sexo en zifios exclusivamente
en este criterio.

Los resultados moleculares en este trabajo demuestran la necesidad de integrar estas pruebas en
protocolos de identificacion de especies, especialmente cuando se examinan cadaveres en estados
de conservacion desfavorables o en ejemplares juveniles. Tal y como han enfatizado Visser et al.
(2022), la simple morfologia puede llevar a clasificaciones erroneas que a su vez dificultan la
evaluacion de abundancia relativa, estructura poblacional y patrones de varamiento de M. bidens.
Asimismo, el sexo determinado por PCR permite corregir posibles sesgos al estimar la proporcion

machos/hembras en varamientos, dato relevante para estudios demograficos (Reeves et al., 2005).

6. CONCLUSIONES

e El empleo de técnicas anatomicas, de diagnostico por imagen y de genética molecular ha
permitido validar la hipotesis de partida y confirmar que MBI-XO y MBI-SD eran zifios de
Sowerby (Mesoplodon bidens).

o Los estudios de TC y biometrias de la cabeza mostraron las similitudes morfoldgicas y de
tamafio de MBI-XO y MBI-SD con M. bidens; por su parte, la diseccion si permitio identificar
a ambos individuos como zifios de Sowerby, ya que es la tinica especie de zifio que presenta
surcos en el suelo de la cavidad espiracular.

e Los estudios anatomicos y de TC demostraron que MBI-SD presentaba caracteres
morfologicos propios de una cria de zifio de Sowerby, mientras que MBI-XO presentaba

caracteres morfoldgicos compatibles con un estadio juvenil o subadulto de zifio de Sowerby.
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El estudio genético demostré que MBI-XO y MBI-SD presentaban cariotipo XY, permitiendo
clasificarlos por tanto como machos, aunque no se puede descartar una posible
intersexualidad en MBI-XO.

La genética molecular demostro ser la prueba mas fiable para la identificacion de la especie
en MBI-XO y MBI-SD, por lo que se recomienda integrar el anlisis genético en los
protocolos de la Red de Varamientos de Galicia para asegurar una identificacion de especie

en casos dudosos.
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