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1. RESUMEN

Actualmente, muchas especies de misticeto se encuentran en peligro de extincion por
causas tales como la contaminacion marina, la exposicion a toxinas marinas o a
microbios patégenos e incluso por causas antropogénicas. Debido a ello, son multiples
los estudios existentes sobre esta superfamilia y el medio en el que habitan a partir del
analisis de heces por ser su método de obtencion no invasivo y, por lo tanto, no

perjudicial para el animal.

En el presente Trabajo Fin de Grado se ha realizado una revision bibliografica de los
diferentes estudios basados en el analisis de muestras de heces de misticeto publicados
durante los ultimos 20 afos a través de una busqueda bibliografica llevada a cabo en la
base de datos Web Of Science (WOS).

A partir de los 43 articulos publicados durante el tiempo acotado de busqueda se ha
podido observar que los estudios basados en el analisis de muestras fecales de
misticeto abordan el estudio de la fisiologia de dichas especies, la exposicién a toxinas
marinas, la identificacion de microorganismos, ya sean patdgenos o presas; la
contaminacién marina y la importancia ecolégica que representan en la productividad
primaria marina. Asimismo, se ha podido concluir que el método mas utilizado para la

obtencion de muestras es la red de inmersion de nylon de 300um de malla.

PALABRAS CLAVE: misticeto, heces, matriz bioldgica, fisiologia, ecologia
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ABSTRACT

Currently, many species of mysticete are in danger of extinction due to causes such as
marine pollution, exposure to marine toxins or pathogenic microbes, and even
anthropogenic causes. Due to this, many studies are being carried out on this
superfamily and the environment where they live. These studies are based on the
analysis of faeces as they are a non-invasive obtaining method and, therefore, not

harmful to the animal.

In this Final Degree Project, a bibliographic review of the different studies based on the
analysis of faecal samples of mysticete published during the last 20 years has been done
through a bibliographic search on the Web Of Science database (WOS).

From the 43 articles published during the limited search period, it has been observed
that the studies based on the analysis of faecal samples of mysticete address the study
of the physiology of these species, exposure to marine toxin, the identification of
microorganisms, both pathogenic or prey; marine pollution and the ecological importance
they represent in primary marine productivity. Likewise, it has been concluded that the
most used method for obtaining faecal samples is the 300um mesh nylon immersion

network.

KEY WORDS: mysticete, faeces, biological matrix, physiology, ecology
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2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades de los misticetos

Los misticetos son un grupo de especies de mamiferos marinos pertenecientes a la
superfamilia Mysticeti del infraorden de los cetaceos que se conocen comunmente como
ballenas barbadas por poseer barbas en lugar de dientes. Esta superfamilia comprende
cuatro familias de organismos exclusivamente filtradores (Tabla 1) cuyas medidas
pueden llegar a superar los 30 metros de longitud y las 100 toneladas de peso (Reyes,
2009).

Tabla 1. Taxonomia de las diferentes familias de especies de misticetos. Fuente: Elaboracién propia.

Familia Géneros Nombre vulgar Especies
Ballenade .
Balaena ] Balaena mysticetus (Linnaeus, 1758)
(Linnaeus, 1758) Groenlandia
Balaenidae Eubalaena australis (Desmoulins, 1822)
Eubalaena -
Ballenafranca Eubalaena glacialis (Miiller, 1776)
(Gray, 1864)
Eubalaena japonica (Lacépéde, 1818)
Balaenoptera acutorostrata (Lacépeéde, 1804)
Balaenoptera bonaerensis (Burmeister, 1867)
Balaenoptera borealis (Lesson, 1828)
Balaenoptera -
o p Rorcual Balaenoptera edeni (Anderson, 1878)
. (Lacépede, 1804)
Balaenopteridae Balaenoptera musculus (Linnaeus, 1758)
Balaenoptera omurai (Wada, Oishi & Yamada, 2003)
Balaenoptera physalus (Linnaeus, 1758)
Megaptera .
gap Yubarta Megaptera novaeangliae (Borowski, 1781)
(Gray, 1864)
L. Eschrichtius . "
Eschrichtidae Ballenagris Eschrichtius robustus (Lillieborg, 1861)
(Gray, 1864)
. Caperea . .
Neobalaenidae (@ P 1864) Ballena pigmea Caperea marginata (Gray, 1864)
ray,

El rasgo mas caracteristico de esta superfamilia, y por lo que se diferencian de los
odontocetos, son las barbas, placas triangulares de tejido oral queratinizado que
cuelgan del maxilar superior (Werth et al., 2018). Gracias a esta adaptacion, los
misticetos obtienen el alimento utilizando las barbas como filtros que retienen a las
presas en el interior de la boca al ingerir grandes cantidades de agua. De esta manera,
pueden alimentarse de copépodos y otros micoorganismos pertenecientes al
zooplancton de forma pasiva, como en el caso de las especies pertenecientes a las
familias Balaenidae y Neobalaenidae (Goldbogen et al, 2017); de krill y otros

organismos pertenecientes al micronecton de manera activa, como en el caso de las
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especies pertenecientes a la familia Balaenopteridae o de vertebrados bentdnicos

mediante la succion, como en el caso de la familia Eschrichtiidae (Werth, 2000).

Los misticetos son especies migratorias ya que realizan largas migraciones hacia
regiones polares y subpolares para alimentarse durante el verano y hacia regiones
tropicales, subtropicales y templadas durante el inverno con fines reproductivos (Reyes,
2009).

Su distribucion es mundial ya que encontramos especies cosmopolitas como
Balaenoptera acutorostrata, Balaenoptera borealis, Balaenoptera musculus,
Balaenoptera physalus, y Megaptera novaeangliae, pero también especies regionales
ya que Balaena mysticetus se encuentra unicamente en aguas articas y subarticas,
Eubalaena australis se distribuye por el hemisferio sur, Eubalaena glacialis por las aguas
templadas y subpolares del norte del Atlantico, Eubalaena japonica por el norte del
Pacifico, Balaenoptera bonaerensis por las aguas antarticas, Balaenoptera edeni vive
prevalentemente en los trépicos, Balaenoptera omurai se distribuye por el noroeste y
oeste central del Pacifico asi como por el océano indico, Eschrichtius robustus se
extiende por el océano Pacifico y sus mares adyacentes y Caperea marginata por las
aguas templadas y subantarticas del hemisferio sur (Jefferson, Leatherwood y Webber,
1993)

Los misticetos, asi como el resto de mamiferos marinos, se ven cada vez mas afectados
por una variedad de impactos que incluyen desde antropogénicos, como son los
enredos en aparejos de pesca o la exposicion al ruido, hasta el cambio climatico global
(Hunt et al., 2013). Estos factores, ademas de afectarles directamente, contribuyen tanto
en la disminucion de poblaciones de especies como en el impedimento de su
recuperacion. En particular, los misticetos se vieron afectados por la caza de ballenas,
hoy en dia prohibida y, actualmente, sufren los efectos que conllevan la contaminacion
marina, la exposicion a toxinas y a agentes patdgenos, el trafico marino y la disminucion
de sus fuentes de alimentacion, entre otros (Reyes, 2009). Es por ello que su estudio
puede resultar particularmente util para su conservaciéon (Hunt et al., 2013), asi como
fuente de informacion sobre el papel ecoldgico que estos mamiferos marinos

desempefan en el medio marino.

Cabe destacar que, a pesar del desafio que supone el estudio de esta superfamilia por
estar designada como especie “no capturable” (Hunt et al., 2013), los avances recientes
en los métodos de muestreo no letales y no invasivos han conseguido que incluso las
especies mas grandes de ballenas sean susceptibles de estudio (Hunt, Rolland y Kraus,
2015).
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El presente trabajo aborda la importancia que constituyen las muestras de heces de
misticeto (método no invasivo) como fuente de informacion, tanto del estado de las
diferentes especies de esta superfamilia como de aspectos ecoldgicos relacionados con

el medio en el que habitan.

2.2 Estudio de las heces como fuente de informacion

Son diversas las matrices biolégicas de los misticetos a partir de las cuales obtener
informacion relevante sobre diferentes aspectos fisioldgicos y ecologicos de misticetos
entre las cuales se destacan la sangre, heces, orina, grasa, secrecién ocular, vapor
respiratorio o las barbas (de Mello y de Oliveira, 2016). No obstante, cuando se
requieren muestras de ejemplares vivos, son pocas las opciones validas ya que algunas
matrices unicamente pueden ser obtenidas a partir de individuos muertos. Ademas,
actualmente son pocos los investigadores que trabajan con éxito en la captura,
manipulacién, muestreo y liberacion de cetaceos (Martin y da Silva, 2004). Por ello, las
heces constituyen una buena opciéon como matriz bioldgica de la que extraer informacion

sin perjudicar al individuo o el medio ambiente (Rolland et al., 2005).

Las técnicas disponibles para estudios de fisiologia para la conservacion de misticetos
incluyen el analisis de heces como muestra alternativa que puede sustituir a la sangre
(Rolland et al. 2005, 2007; Hunt et al. 2006). Cuando esta técnica se combina con el
estudio a largo plazo de individuos identificados, es posible reconstruir una imagen de
la respuesta fisiologica a diferentes perturbaciones incluso para una especie "no

capturable" como son los misticetos (Rolland et al. 2012).

El material fecal es una matriz extremadamente util para el monitoreo hormonal de
animales salvajes ya que su recoleccién casi no causa estrés al animal y, por lo tanto,
no provoca interferencias en los valores hormonales finales (de Mello y de Oliveira,
2016). Por esta razon, las muestras fecales constituyen una de las alternativas mejor
validadas para analizar el estrés y la endocrinologia reproductiva (Rolland et al., 2005;
Hunt et al., 2006; Corkeron et al., 2017).

Asimismo, las muestras fecales han sido utilizadas durante mucho tiempo para el
andlisis de la dieta, tradicionalmente mediante inspeccion visual de elementos
esqueléticos y, mas recientemente, utilizando métodos genéticos (Gillett, White y
Rolland, 2008; Gillett et al., 2010) y analisis de isétopos estables (Hunt et al., 2013)
permitiendo, de esta manera, evaluar la eficiencia digestiva al comparar las heces con

la composicion de la presa.
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La exposicion a toxinas también es posible detectarse a partir de muestras fecales.
Debido a su transferencia y bioacumulacion a través de la red trofica (D’Agostino et al.,
2017) estas neurotoxinas han provocado numerosos incidentes letales en mamiferos
marinos durante episodios de floraciones algales toxicas (Lefebvre et al., 2002). Por ello,
son multiples los estudios sobre deteccion de neurotoxinas en heces de misticeto
(Doucette et al., 2006, 2012; Leandro et al., 2009; Wilson et al., 2016; D’Agostino et al.,
2017).

Cabe destacar que la materia fecal también incluye ADN de una variedad de fuentes,
incluido el animal huésped, la especie presa, la microflora intestinal (Valentini et al.,
2009) y microorganismos patdgenos, lo que permite caracterizar el microbioma intestinal
y asociar los cambios observados a situaciones de estrés o enfermedad (Hunt et al.,
2013). En este contexto, comprender el nivel de diversidad gendmica en las poblaciones
de misticetos y la susceptibilidad de cada individuo a patégenos, a floraciones algales
nocivas y a toxinas, proporciona informacion relevante para comprender los impactos

tanto a nivel individual como de la poblacion (Leroy et al., 2017).

Por otro lado, a partir de las heces también se puede estudiar los factores que influyen
en la exposicion y la bioacumulacion de compuestos tdoxicos, como pueden ser los
bifenilos policlorados o los pesticidas, provenientes de la contaminaciéon (Weisbrod
et al., 2000).

Por ultimo y, desde otra perspectiva, las heces pueden resultar ser una fuente de
informacion util sobre la importancia ecolégica que representan los misticetos en el
ecosistema marino, ya que mejoran la productividad primaria de las éareas de
alimentacion mediante la defecacion de altas concentraciones de nutrientes en las
aguas superficiales del océano que estimulan el reciclaje de nutrientes (Roman y
McCarthy, 2010; Ratnarajah, Nicol y Bowie, 2018) y, a su vez, potencian el crecimiento
del fitoplancton contribuyendo a la captura y almacenamiento de carbono (Smith et al.,
2013).

2.3 Caracterizacion de las heces de misticeto

La consistencia de las heces de misticeto varia segun la especie, época y alimentacion,
por ello, es posible encontrar desde grupos semisdlidos flotantes bien formados, como
en el caso de los balaénidos (familia Balaenidae) hasta penachos mas fluidos y
dispersos como en las ballenas jorobadas (Megaptera novaeangliae) (Hunt et al., 2013).
El motivo por el que los misticetos y, en general todas las ballenas, defequen en un

estado casi liquido se debe a que, durante el buceo, se ralentizan todas las funciones



Revision bibliografica: Estudio de las heces de misticeto como fuente de informacion.

biolégicas no cruciales como son la filtracion glomerular y el flujo de la orina (Lavery
etal., 2014).

Generalmente, las heces de misticeto se pueden caracterizar por presentar un color
tipico de marrén a rojo anaranjado, olor fuerte, gran tamafo y presencia de pelos finos
(Rolland et al., 2005).

Otro aspecto importante, y por lo que se facilita su recoleccion, es el hecho de que las
heces flotan en la superficie del agua durante un corto periodo de tiempo después de la
defecacion (Gillett, White y Rolland, 2008) aunque, una proporcion sustancial se
dispersa y persiste en la zona fética alargando, minimamente, el tiempo habil de

recoleccion de muestras (Lavery et al., 2014).

2.4 Metodologia de obtencion de muestras fecales de misticeto

La obtencién de heces en la naturaleza es una técnica completamente no invasiva y su
metodologia esta bien desarrollada. No obstante, tiene sus propias limitaciones,
especialmente cuando los investigadores intentan tomar las muestras de mamiferos
acuaticos (Rolland et al., 2005; Hunt et al., 2006).

Una de estas limitaciones tiene que ver con el hecho de que las heces de misticeto
suelen ser recolectadas unicamente en areas de alimentacion, ya que la probabilidad
de producirse la defecaciéon aumenta en los momentos posteriores a la alimentacion
(Roman y McCarthy, 2010), por lo que al ser especies migratorias solo se pueden
muestrear durante la mitad del afio. Por otro lado, es bastante dificil hacer coincidir las
muestras con sus correspondientes individuos y clasificarlas por sexo o edad (de Mello
y de Oliveira, 2016).

Normalmente, las muestras de heces se obtienen de manera oportunista durante las
campanas de fotoidentificacion de misticetos al observar dichas muestras fecales
flotando en la superficie (Rolland et al., 2005), aunque también es frecuente la utilizacién
de perros de deteccion de olores entrenados para aumentar la eficiencia de muestreo
(Rolland et al., 2006). Este ultimo método conlleva la desventaja de no poder asociar la
muestra con su individuo, ya que cuando el perro detecta el olor de las heces, el

misticeto suele encontrarse lejos (Gillett et al., 2010).

Los equipos utilizados para la recoleccion de las muestras de la superficie del agua
suelen constar de redes de inmersion de nylon unidas a anzuelos extensibles cuyas
micras pueden variar entre las 300 y 63, aunque también se ha descrito la utilizacion de
botellas como la LDPE Nalgene (Ratnarajah et al., 2017) y baldes (Flores-Cascante
et al., 2019).
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Se debe anotar la fecha, hora y localizacién (latitud/longitud) donde ha tenido lugar la
recoleccion de las muestras (Burgess et al., 2017) y el codigo del misticeto si la muestra

procede de un individuo que ha sido identificado previamente (Rolland et al., 2005).

Una vez recolectadas las muestras, se les realiza un filtrado para eliminar el agua salada
y, rapidamente, se conservan refrigeradas a una temperatura de -20°C hasta llegar a la
estacion de campo donde se almacenan congeladas a -80°C hasta su analisis (Hunt,
Rolland y Kraus, 2015).

Cabe destacar que también es posible la obtencion de muestras fecales directamente
del tracto intestinal durante la realizacién de necropsias de individuos varados (Doucette
etal., 2012).

2.5 Metodologia de analisis de muestras fecales de misticeto

Una vez obtenidas las muestras de heces de misticeto, son multiples los analisis que se

les puede aplicar segun el objetivo de estudio.

Se pueden analizar glucocorticoides fecales (Hunt et al., 2006), hormonas sexuales y
sus metabolitos fecales (Hunt, Rolland y Kraus, 2015) ademas de extraer y cuantificar
el ADN del individuo (Gillett et al., 2010) con tal de obtener informacion sobre la fisiologia

y genética de los misticetos.

Del mismo modo, se analizan neurotoxinas en muestras fecales como las saxitoxinas y
sus derivados, un tipo de toxinas que causan la intoxicacion paralizante por marisco
(PSP) o el acido domoico (DA), una toxina que causa la intoxicacion amnésica por
moluscos (ASP). Estos analisis se realizan mediante ensayos de unién a receptor por
permitir detectar todas las toxinas paralizantes y amnésicas (Doucette et al., 2006, 2012;
Wilson et al., 2016) o mediante cromatografias liquidas de alta resolucion (Lefebvre
et al., 2002; D’Agostino et al., 2017). Ademas, se puede determinar la exposicion a
toxinas mediante la identificacion de frustulos de Pseudo-nitzschia spp con el

microscopio electronico (Lefebvre et al., 2002; Fire et al., 2010; D’Agostino et al., 2015).

Por otro lado, existe la posibilidad de identificar microorganismos presentes en el
intestino de los misticetos mediante la extraccion y purificacion de su ADN (Marén et al.,
2019), la observacion al microscopio (D’Agostino, Hoffmeyer y Degrati, 2016) y la
realizacion de ensayos inmunofluorescentes (Hughes-Hanks et al., 2005) a partir de
muestras fecales, ademas de obtener informacion sobre la dieta de los individuos

mediante la identificacion de sus presas (Nickels, Sala y Ohman, 2018).
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Asimismo, se utilizan las muestras fecales para medir concentraciones de bifenilos
policlorados y pesticidas para determinar el grado de exposicion y bioacumulacion de

los contaminantes en misticetos (Weisbrod et al., 2000).

Finalmente, se analizan las concentraciones de nutrientes, como el nitrégeno y el hierro,
elementos traza (Wing et al., 2014) y carbono para evaluar la contribucién de las heces
de misticeto al reciclaje de nutrientes y a la mejora de la productividad primaria del medio

marino (Ratnarajah et al., 2014).

Por todo lo expuesto, las muestras fecales estan consideradas actualmente como
matrices bioldgicas utiles tanto por los multiples estudios que se pueden realizar a partir

de su analisis como por su inofensivo método de obtencion.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos que se pretenden alcanzar con el presente Trabajo Fin de Grado se

presentan a continuacion:

o Objetivo principal: Conocer la importancia del estudio de las heces de misticeto
como fuente de informacion.
o Objetivos especificos:
o Describir los tipos de estudio que se realizan a partir de las heces de
misticeto.
o Determinar los tipos de estudio que se han realizado a partir de las heces
de misticeto desde el afio 2000 hasta la actualidad.
o Determinar los tipos de estudio que se han realizado a partir de las heces
de misticeto en las diferentes especies de la superfamilia Mysticeti.
o Describir los métodos de analisis de heces de misticeto y determinar el
mas utilizado segun el tipo de estudio.
o Describir los métodos de muestreo de heces de misticeto y determinar el

mas utilizado.

10
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Busqueda bibliografica

La metodologia llevada a cabo para la realizacion del presente Trabajo Fin de Grado
fue el analisis documental clasico con el objetivo de poder realizar un estudio detallado,
selectivo y critico examinando la bibliografia publicada desde enero de 2000 hasta abril

de 2020 y poder situarla en perspectiva.

La recopilacién bibliografica se centré en estudios basados en el andlisis de las heces
de misticeto con el objetivo de conocer la informacién que proporciona esta matriz, asi

como las diferentes metodologias de analisis y recoleccion de muestras.
La presente busqueda bibliografica se llevé a cabo durante el mes de abril de 2020.

4.1.1 Base de datos
La base de datos consultada para la realizaciéon de la busqueda bibliografica fue Web
Of Science (WOS), una de las principales bases de datos mundiales de referencias
bibliograficas y citas de publicaciones periddicas ya que incluye mas de 21,000 revistas
académicas de alta calidad, mas de 205,000 actas de conferencias y mas de 104,000

libros seleccionados.

La tecnologia Web en la que esta basada dicha base de datos recoge las referencias
de las principales publicaciones cientificas ya sean de ambito cientifico, tecnolégico,
humanistico o sociologico desde 1945 y, ademas, permite evaluar y analizar el

rendimiento y la calidad cientifica de la investigacion.

La plataforma pertenece a Clarivate Analytics y su licencia esta gestionada por la

Fundacién Espafola para la Ciencia y la Tecnologia (FECYT).

4.1.2 Ecuaciones de busqueda
Para realizar la busqueda bibliografica se utilizaron diferentes ecuaciones de busqueda
empleando los conceptos clave de busqueda (descriptores) y sus términos sindbnimos.
Para la elaboracién de las ecuaciones de busqueda se utilizaron operadores booleanos,
es decir, palabras en inglés que se utilizan como nexos entre términos de busqueda y
que indican la relacion entre ellos. De esta manera, se utilizé: AND para indicar que
ambos términos deben aparecer en la busqueda, OR para indicar que puede aparecer,
indiferentemente, un término u otro y NOT que excluye los registros en los que aparece

el término al que acompafia.

11
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Por otro lado, también se utilizé el truncado (*) para recuperar variaciones de una
palabra permitiendo, de esta manera, aumentar la exhaustividad de la busqueda con el

mismo término y, las comillas (“ “), para recuperar palabras compuestas.

En la primera busqueda realizada se utilizaron los términos de busqueda “heces” y
“ballenas” en inglés (faeces AND whales), ya que el idioma de busqueda en la WOS es
el anglosajon. Los documentos recuperados en esta busqueda permitieron tener una
vision general de los documentos existentes en la base de datos, asi como seleccionar
las palabras clave con las que realizar una busqueda mas exhaustiva. Dichos términos
se recogen en la Tabla 2 ordenando los diferentes descriptores junto a sus sinénimos y

respectivas traducciones al inglés.

Tabla 2. Descriptores utilizados para la creacién de las ecuaciones de busqueda con sus

respectivos términos sindnimos y traducciones al inglés.

Descriptor Términos sindnimos Traduccion
Ballenas y derivados whale*
Balaena
*balaena
Eubalaena
Ballenas Balaenoptera balaenoptera
Megaptera megaptera
. mysticet*
Misticetos - y —
baleen whale
faeces
Heces
feces
excrement*
Heces Excrementos
scat
faecal
Fecal
fecal

Para obtener la ecuacion de busqueda final con la que se recuperaron todos los
documentos existentes sobre el principal tema del trabajo, primero se crearon diferentes
ecuaciones de busqueda parciales, todas ellas recogidas en la Tabla 3, con el fin de
asegurar que la busqueda final contenia todos los articulos relevantes sobre el tema de

estudio.

Durante la busqueda, se utilizé tanto el campo de busqueda por titulo para hacer mas
precisa la busqueda, como el campo de busqueda por tema para hacerla mas

exhaustiva.

De esta manera, para la primera ecuacion de busqueda se utilizaron los términos whale,

faeces, y feces para obtener una vision global sobre la bibliografia existente sobre heces
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de misticetos. En la segunda ecuacién de busqueda, se incorporaron todos los términos
sinénimos de heces a la primera ecuacién de busqueda y, para finalizar con las
busquedas parciales, se realizaron multiples busquedas utilizando todos los términos
sinénimos de heces, pero permutando el primer término de busqueda por todos los

sinénimos de ballena presentes en la Tabla 2.

Con ello, se obtuvo la ecuaciéon de busqueda final en la que se incorporaron operadores
booleanos de exclusion con tal de refinar lo maximo posible la busqueda ya que, en
inglés, existen numerosos animales cuyos hombres comunes integran la palabra whale
pero que no son objeto de estudio de este trabajo, tales como el cachalote (sperm
whale), la orca, (kller whale), la beluga (beluga whale), el zifio (beaked whale) o el tiburén

ballena (whale shark) .

Tabla 3. Ecuaciones de busqueda utilizadas durante el mes de abril de 2020 en la base de

datos de Web Of Science para la busqueda bibliografica.

Ecuaciones de busqueda
(whale* AND (faeces OR feces))
(whale* AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement) OR
fecal) OR faecal))
(*balaena AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement)
OR fecal) OR faecal))
(balaenoptera AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR
Parciales excrement) OR fecal) OR faecal))
(megaptera AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement)
OR fecal) OR faecal))
(mysticet* AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement)
OR fecal) OR faecal))

("baleen whale*" AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR
excrement) OR fecal) OR faecal))

((((((whale* OR *balaena) OR balaenoptera) OR megaptera) OR
mysticet*) OR “baleen whale*’)) AND ((((((faeces OR feces) OR
Final excrement) OR scat) OR fecal) OR faecal)) NOT (((((sperm
whale* OR killer whale*) OR beluga whale*) OR beaked whale*) OR
whale shark))

Una vez finalizada la busqueda y obtenidos todos los articulos relacionados con el tema
de estudio, se confeccionaron diferentes tablas y graficos a partir de Excel para extraer

la informacion correspondiente con los objetivos del trabajo.

La primera tabla que se confecciond clasifica los articulos seleccionados segun la
especie objeto de estudio, el tipo de estudio para el que se analizan sus muestras de

heces, asi como la metodologia de analisis de las muestras y la de su obtencion.
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Por otro lado, los graficos que se realizaron muestran el numero de publicaciones por
afno, los diferentes tipos de estudio que se realizan a partir del anadlisis de heces de
misticeto por afio, asi como por especie, las diferentes metodologias analiticas que se
utilizan en cada tipo de estudio y los diferentes equipos que se emplean para la

obtencioén de las muestras.

4.2 Criterios de inclusion y exclusion

Para la busqueda bibliografica se incluyeron:

Articulos, revisiones, editoriales, libros, resumenes y meetings.

Todas las bases de datos de la WOS, es decir, la Coleccién principal de Web
of Science, Current Contents Connect, Derwent Innovations Index, Korean
Journal Database, MEDLINE, Russian Science Citation Index y SciELO Citation

Index.

Todos los estudios basados en el analisis heces de misticetos.

Todas las publicaciones posteriores a enero de 2000.

Documentos publicados en inglés.

No obstante, se excluyeron:

Todos los documentos cuyo objeto de estudio fueran los cachalotes (sperm
whale), orcas (killer whale), belugas (beluga whale), ballenas picudas (beaked

whale) o tiburones ballena (whale shark).

Estudios de misticetos basados en campos diferentes al analisis de sus heces.

Documentos publicados en coreano o en ruso.

Todas las publicaciones anteriores a enero de 2000.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Seleccion de los articulos obtenidos mediante el analisis bibliografico

Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de cada ecuacion de busqueda para el

analisis bibliografico en la base de datos Web Of Science se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados obtenidos a partir de las ecuaciones de busqueda utilizadas durante el

mes de abril de 2020 en la base de datos de Web Of Science para la busqueda bibliografica.

Ecuaciones de busqueda e Siitade
obtenidos
(whale* AND (faeces OR feces)) 149
(whale* AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement) OR
187
fecal) OR faecal))
(*palaena AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement) a4
OR fecal) OR faecal))
(balaenoptera AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR 34
Parciales excrement) OR fecal) OR faecal))

(megaptera AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement) 20
OR fecal) OR faecal))
(mysticet* AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR excrement) 23
OR fecal) OR faecal))
("baleen whale*" AND (((((faeces OR feces) OR dregs) OR 25
excrement) OR fecal) OR faecal))
((((((whale* OR *balaena) OR balaenoptera) OR megaptera) OR
mysticet*) OR “baleen whale*”)) AND ((((((faeces OR feces) OR

Final excrement) OR scat) OR fecal) OR faecal)) NOT (((((sperm 119
whale* OR killer whale*) OR beluga whale*) OR beaked whale*) OR
whale shark))

Una vez realizada la ecuacién de busqueda final y aplicados los criterios de inclusiéon y
exclusion fueron finalmente seleccionados 43 articulos de los 119 obtenidos para el

desarrollo del presente Trabajo Fin de Grado.

A continuacion, en las Tablas 5 y 6 se clasifican los articulos obtenidos segun la especie
objeto de estudio, el tipo de estudio para el que se analizan las muestras de heces, asi
como la metodologia de analisis y obtencion de dichas muestras. Cabe mencionar la
repeticion de referencias de algunos de los articulos obtenidos ya que, en algunos
estudios, son varias las especies de misticeto de las que se analizan sus muestras

fecales.
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A continuacion, se muestra graficamente (Figura 1) el numero de articulos publicados
anualmente dentro del periodo acotado para la busqueda bibliografica, es decir entre
2000 y 2020. Se puede observar como los estudios a partir de heces de misticeto
ganaron importancia a partir del afio 2015 aunque con un leve receso en el 2018, ya
que de media se publicaron, aproximadamente, 5 documentos al afio. Por otro lado, el
afio 2010 destaca por sus multiples estudios publicados a partir de dichas matrices
biolégicas en comparacién con los afios que le preceden y le siguen hasta el 2015,

siendo considerado el segundo afio mas fructifero después de 2017.

Cabe destacar que, en los afios 2001, 2003, 2004, 2007 y 2011 no se publicd ningun
articulo referente a los estudios basados en heces de misticeto, tal y como se observa
en la Figura 1. De esta manera, mas de la mitad de los articulos publicados durante el

tiempo acotado de busqueda pertenecen a los afios 2010, 2016, 2017 y 2019.

NUMERO DE PUBLICACIONES POR ANO

N2 de articulos
N

=

| Hinin

2000 2002 2005 2006 2008 2009 2010 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Ano

o

Figura 1. Representacion grafica de los articulos publicados basados en estudios a partir de
heces de misticeto por afio (n=43 articulos)
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5.2 Tipos de estudios a partir del analisis de heces de misticeto

Los articulos seleccionados para el presente trabajo mostraron que las investigaciones
a partir de heces de misticeto tratan sobre temas muy diversos, pudiendo distinguir 5
grandes tipos de estudio: estudios sobre fisiologia, identificacion de microorganismos,
exposicién a toxinas, contaminacion marina y productividad primaria marina (Figura 2).
De estos estudios, los que trataban aspectos sobre fisiologia de misticetos y sobre
identificacion de microorganismos destacaron por ser los mas frecuentes en la literatura
cientifica, representando el 63% de los articulos publicados, usando dichas matrices
bioldgicas, durante el tiempo acotado para el analisis bibliografico. Los estudios sobre
exposicion a toxinas marinas y sobre la influencia de las heces en los procesos de
productividad primaria marina también resultaron abundantes, representando el 19% y
el 16% de los articulos publicados respectivamente. Sin embargo, cabe destacar la
escasez de articulos publicados sobre contaminacion marina a partir de muestras
fecales de misticeto ya que, incluso extendiendo el periodo temporal de busqueda
bibliografica 100 afios, unicamente se obtuvo un estudio, lo que representa el 2% de los

articulos obtenidos.

TIPOS DE ESTUDIOS A PARTIR DEL ANALISIS DE
HECES DE MISTICETO

e Fisiologia
(]

Identificacion de
2% 35% microorganismos

Exposicion a toxinas
19% Contaminaciéon marina

Productividad primaria
marina

28%

Figura 2. Representacion grafica de los diferentes tipos de estudio basados en el analisis de

heces de misticeto (n=43 articulos)

Respecto a los estudios sobre fisiologia, se ha podido observar que las heces
constituyen una fuente de informacién fiable de la que extraer datos sobre el estado

reproductivo (Corkeron et al., 2017), la respuesta al estrés (Burgess et al., 2017; Rolland
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et al., 2017) la respuesta inmune o la edad de madurez sexual (Rolland et al., 2005).
Por lo tanto, es logico pensar que la fisiologia constituye el tipo de estudio a partir de
heces mas relevante del momento por constituir una fuente de informacion crucial del

estado poblacional de los misticetos (de Mello y de Oliveira, 2016).

Por otra parte, la identificacién de microorganismos a partir de muestras fecales también
resulta relevante ya que, mediante la identificacion de las presas que se hayan en el
interior de los misticetos se obtiene informacion nutricional e, indirectamente,
informacion relevante sobre su salud. (D’Agostino, Hoffmeyer y Degrati, 2016; de Vos
et al., 2018; Nickels, Sala y Ohman, 2018). Asimismo, a partir de la caracterizacion del
microbioma intestinal (Guass et al., 2016) como de la identificacion de organismos
patégenos, como es el caso de la identificacion de Clostridium perfringens (Marén et al.,
2019), Enterococcus faecalis (Ogawa et al., 2010; McLaughlin y Kopanic, 2017 ), Giardia
spp y Cryptosporidium spp (Hughes-Hanks et al., 2005), entre otros, se obtiene
informacion relevante sobre enfermedades e incluso sobre posibles causas mortales

debidas a agentes biologicos.

La falta documental sobre estudios de contaminacion marina basados en heces de
misticeto se debe a que los resultados del articulo publicado sobre este tema
demostraron que las heces no son matrices biologicas validas para utilizarse en este
tipo de estudios, ya que la comparativa entre los resultados obtenidos a partir de
biopsias de piel y grasa de misticetos y los resultados obtenidos a partir de heces
diferian en grandes magnitudes, siendo estos ultimos de dos a tres 6rdenes de magnitud
inferiores (Weisbrod etal., 2000), lo que significa que la bioacumulacién de

contaminantes no puede ser estudiada a partir de muestras fecales.

Por ultimo, cabe destacar que el 84% de los articulos obtenidos aplican sus estudios a
partir de heces de misticeto al conocimiento de estas especies de mamiferos marinos y,
unicamente un 16%, lo aplican a la investigacion de la importancia ecolégica que
suponen dichas matrices bioldgicas para el ecosistema marino. Esta brecha constituida
por el objetivo ultimo de estudio ya sea el misticeto o el ecosistema marino, es relevante
ya que refleja la preocupacion existente sobre el estado de las poblaciones de misticetos

al encontrarse, muchas de ellas, en peligro.
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5.2.1 Tipos de estudios a partir del analisis de heces de misticeto por afio

La publicacién de estudios basados en el analisis de heces de misticeto en los ultimos
20 afios ha sido continua, aumentando el niumero de publicaciones en los ultimos 5 afos
(Figura 3). Los temas tratados en estas publicaciones a lo largo de estas ultimas dos
décadas son diversos y varian a lo largo del tiempo. Por una parte, podemos observar
como el unico estudio que se ha obtenido en la busqueda bibliografica sobre
contaminacioén marina fue publicado en el afio 2000. Por otra parte, los articulos sobre
identificacion de microorganismos representan el 75% de los articulos publicados en los
ultimos afos (18-19), por lo que podemos inferir que es el tema que despierta mas
interés en la comunidad cientifica en la actualidad. Por ultimo, cabe destacar que los
articulos sobre productividad primaria comienzan a aparecer en la literatura cientifica
hace 10 afios (afos 2010, 2013, 2014, 2016 y 2017), describiendo la importancia
ecolégica que suponen dichas matrices bioldgicas por influir en los ciclos de nutrientes

y en la productividad primaria marina.

Ne de articulos publicados

TIPOS DE ESTUDIOS A PARTIR DEL ANALISIS DE HECES DE MISTICETO POR ANO

Tipo de estudio

Productividad
primaria marina

5
Contaminacién
marina

4 Exposicion a
toxinas

3 Identificacion de
microorganismos
Fisiologia

2

1

0

2000 2002 2005 2006 2008 2009 2010 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Afo

Figura 3. Representacion grafica de los articulos publicados segun el tipo de estudio basado en

el analisis de heces de misticeto por afio (n=43 articulos).
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5.2.2 Tipos de estudios a partir del analisis de heces de misticeto por
especie

Las publicaciones basadas en el analisis de heces de misticeto a lo largo de los ultimos
20 afos variaron en numero segun la especie de misticeto estudiada, tal y como se
puede apreciar en la Figura 4. Dichas investigaciones se realizaron sobre 9 de las 14
especies de misticeto conocidas, siendo Eubalaena glacialis 1a especie de misticeto mas
estudiada utilizando las heces como matriz biolégica (14 de los articulos publicados),
seguida de Balaenoptera musculus (11 articulos), de Eubalaena australis (7 articulos) y
de Megaptera novaengliae (6 articulos). Las demas especies de misticeto (Balaenoptera
musculus brevicauda, Balaena mysticetus, Balaenoptera acutorostrata, Balaenoptera
physalus 'y Balaenoptera edeni brydei) aparecen en un menor numero de estudios (entre

3y 1 articulos).

N2 de articulos publicados

TIPOS DE ESTUDIOS A PARTIR DEL ANALISIS DE HECES DE MISTICETO POR ESPECIE
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Eubalaena Balaenoptera Eubalaena  Megaptera Balaenoptera Balaena  Balaenoptera Balaenoptera Balaenoptera No descrita
glacialis musculus australis  novaeangliae musculus  mysticetus acutorostrata  physalus  edeni brydei
brevicauda

Especies de misticeto

Figura 4. Representacion grafica de los articulos publicados segun el tipo de estudio basado en

el analisis de heces de misticeto por especie (n=43 articulos)

El hecho de que Eubalaena glacialis represente la especie de misticeto cuyas muestras
fecales han sido las mas estudiadas se debe a que se trata de una de las especies de
cetaceo mas amenazadas (categoria IUCN (2017): en peligro). Durante la década de

1990, los individuos de esta especie disminuyeron significativamente su reproduccion y
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mostraron signos de una salud comprometida (Gillett, White y Rolland, 2008), hecho
que provoco el inicio de los estudios no invasivos basados en muestras fecales (Gillett
et al., 2010). El alto grado de amenaza de esta especie explica también que el mayor
numero de articulos encontrados traten sobre fisiologia, ya que es una de las lineas mas
importantes de estudio para la conservacién de especies. Por ultimo, esta especie
constituye un buen modelo de estudio, ya que la mayoria de sus individuos han sido
fotoidentificados y se posee informacion histérica abundante que permite realizar

exhaustivos estudios sobre su fisiologia (Hunt et al., 2006; Corkeron et al., 2017)

Por otro lado, Balaenoptera musculus es otra especie en peligro de extincion (categoria
IUCN (2018): en peligro), por ello, sus muestras fecales se han visto ampliamente
analizadas en diversos tipos de estudio, siendo la identificacion de microorganismos el
mas comun de ellos por representar el analisis del microbioma intestinal, asi como el
comportamiento alimenticio a partir de muestras fecales, una importante fuente de
informacion sobre la salud y aptitud de esta especie (Guass et al., 2016; de Vos et al.,
2018; Nickels, Sala y Ohman, 2018). Asimismo, los estudios en los que se revel6 la
presencia de endoparasitos destacan la necesidad de potenciar este tipo de estudio
basado en el analisis de muestras fecales para llevar a cabo un monitoreo de la salud
de esta especie de cetaceo y procurar su conservacion (Marén et al., 2019), ya que se
ha evidenciado que, en el Golfo de California, Balaenoptera musculus se encuentra
permanentemente parasitada de helmintos (Flores-Cascante et al., 2019) ademas de
encontrar, en dos ejemplares de esta especie, bacterias del género Clostridium y hongos
del filo Ascomycota (Guass et al., 2016), asi como una cepa de la bacteria Enterococcus

faecalis (McLaughlin y Kopanic, 2017).

Cabe destacar que, aunque no se considere una especie en peligro de extincion,
(categoria IUCN (2017): preocupacion menor), Eubalaena australis fue cazada hasta
casi su extincion a mediados del siglo XX. Este hecho, sumado a las 706 muertes que
sufrié la poblacion del Atlantico Sur en las areas de parto de la Peninsula Valdés
(Argentina) entre 2003 y 2017, seguramente explica que sea la tercera especie en
numero de estudios que utiliza heces como matriz biolégica. Una de las causas que ha
sido investigada para entender el alto numero de muertes en estos ultimos afios es la
exposicion a toxinas marinas derivada de floraciones algales nocivas (D’Agostino et al.,
2015, 2017; Wilson et al., 2016), lo que se ve reflejado en el numero de publicaciones
sobre este tema (3 de los 7 articulos publicados). Por otra parte, los varamientos sufridos
en esta especie podrian deberse a la presencia de microbios patégenos, por los que los
estudios basados en la identificacién de microorganismos a partir de muestras fecales

tratan esta problematica (Marén et al., 2019).
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La cuarta especie de misticeto en numero de estudios basados en el analisis de sus
heces, Megaptera novaeangliae, es otra especie que tampoco se encuentra amenazada
(categoria IUCN (2018): preocupacion menor) y que esta ampliamente distribuida. Es
por ello que, los estudios recuperados en este trabajo no tratan tanto de aspectos
relacionados con la conservacion de esta especie, sino de la importancia ecologica que
suponen las heces de estos misticetos para el ecosistema marino. Esta especie, junto
con la especie Balaenoptera musculus brevicauda, fueron utilizadas en los mismos
estudios para analisis de concentracion de hierro (Nicol et al., 2010), asi como de otros

elementos traza (Ratnarajah et al., 2014).

Por ultimo, los estudios publicados sobre las especies Balaena mysticetus,
Balaenoptera acutorostrata, Balaenoptera physalus y Balaenoptera edeni brydei fueron
escasos (uno o dos articulos por especie) aunque, cabe destacar que uno de los
articulos publicados de cada especie, tratd sobre la identificacion de organismos basado
en el andlisis de heces de misticeto, siendo los cuatro estudios muy recientes (Hughes-
Hanks et al., 2005; Ogawa et al., 2010; Arregui et al., 2018; Carroll et al., 2019), lo que
afianza la hipétesis que este tema despierta curiosidad en la comunidad cientifica en la

actualidad.

5.3 Metodologia de analisis de heces de misticeto segun el tipo de estudio

Segun el tipo de estudio para el que fueron analizadas las heces de misticeto se han
podido diferenciar las técnicas de analisis utilizadas, asi como los ambitos de estudio o

los elementos analizados.

5.3.1 Fisiologia de misticetos
Los diferentes estudios sobre fisiologia de misticetos realizados a partir del analisis de
muestras fecales se recogen en la Figura 5. Como se puede observar, el 53% de los
articulos publicados sobre fisiologia de misticetos a partir del analisis de heces trataron
sobre el estado reproductivo de estos mamiferos marinos. Esto se debe a que el estudio
de las tasas reproductivas representa una fuente crucial de informacion para el manejo
y conservacion de las poblaciones de esta superfamilia (de Mello y de Oliveira, 2016),
ya que este ambito de estudio se incluye dentro del monitoreo a largo plazo de la salud

de misticetos (Valenzuela-Molina et al., 2018).
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ESTUDIOS SOBRE FISIOLOGIA DE MISTICETOS A PARTIR
DEL ANALISIS DE HECES

23.5%

® Estado reproductivo

Endocrinologia general

23.5% Identificacidn de misticetos

Figura 5. Representacion grafica de los estudios sobre fisiologia de misticetos a partir del

analisis de heces (n=15 articulos).

Por otro lado, tanto los estudios sobre endocrinologia como los estudios basados en la
identificacion de misticetos supusieron el 23.5% de los articulos obtenidos sobre
fisiologia. La abundancia de estudios endocrinos basados en el andlisis de heces se
debe a que estos mamiferos marinos poseen caracteristicas inusuales como la larga
vida util, la larga duracion del periodo de gestacion, reproduccion fuertemente
estacional, ciclos interparto de varios afios, migraciones anuales, ayuno estacional en
muchas especies, etc, que resultan en aspectos Unicos de liberacion de hormonas, tales
como las catecolaminas y alteraciones en la actividad suprarrenal y en el sistema
renina-angiotensina-aldosterona (Hunt et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que el
analisis de glucocorticoides fecales puede ser utilizado para la evaluacion del estrés
fisiologico (Burgess et al., 2017; Rolland et al., 2017). Por otra parte, los estudios
basados en la identificacion de misticetos destacan por ser estudios de suma
importancia ya que, gracias a los perfiles genéticos realizados a partir de muestras
fecales, se facilita la relacion entre la informacion obtenida sobre parametros
reproductivos y/o estado de salud y el sujeto de la muestra (Gillett, White y Rolland,
2008).

Las diferentes técnicas de analisis utilizadas para estudios de fisiologia de misticetos a
partir de muestras fecales se presentan en la Figura 6. Tal y como se puede observar

en el grafico, el ensayo hormonal aparece como técnica de analisis mas empleada para
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el estudio de la fisiologia de los misticetos a partir de muestras fecales, empleandose
en el 75% de los articulos analizados. La otra técnica de analisis aplicada a muestras
fecales para la obtencion de informacion referente a la fisiologia fue el perfil genético,
ya que se empleod en el 25% de los articulos analizados restantes.

TECNICAS DE ANALISIS UTILIZADAS PARA ESTUDIOS DE
FISIOLOGIA DE MISTICETOS A PARTIR DE HECES

Perfil genético

M Ensayo hormonal

Figura 6. Representacion grafica de las diferentes técnicas de analisis utilizadas en los
documentos obtenidos para el estudio de la fisiologia de misticetos a partir de heces (n=15

articulos)

El hecho de que sea el ensayo hormonal la técnica mas utilizada para el analisis de
heces aplicado al estudio de la fisiologia de misticetos se debe a que las técnicas
tradicionales basadas en analisis de sangre no se pueden efectuar en grandes ballenas
(Hunt, Rolland y Kraus, 2015; Rolland et al., 2017). Por ello, son multiples los estudios
basados en analisis de glucocorticoides fecales (Hunt et al., 2006; Hunt, Rolland y
Kraus, 2015; Burgess et al., 2017; Rolland et al., 2017), cortisol (Corkeron et al., 2017),
estrogenos, progestinas, androgenos y metabolitos fecales (Rolland et al., 2005;
Corkeron et al., 2017) para extraer informacién sobre respuestas al estrés causado por
factores antropogénicos (Corkeron et al., 2017; Rolland et al., 2017), asi como del
estado reproductivo y poblacional de cada especie de misticeto (Rolland et al., 2005)
(Birnie-Gauvin, 2017).
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5.3.2 Exposicion a toxinas marinas
Los estudios sobre exposicion de los misticetos a toxinas marinas mediante muestras
fecales analizaron, principalmente, dos elementos: las neurotoxinas y los frustulos de
Pseudo-nitzschia spp (Figura 7). Tal y como se puede comprobar en el grafico, los
estudios basados en el analisis de neurotoxinas fueron mas numerosos (7 de 8 articulos)

que los que analizaron frustulos de Pseudo-nitzschia spp (3 de 8 articulos)

ELEMENTOS ANALIZADOS EN LOS ESTUDIOS DE EXPOSICION DE
MISTICETOS A TOXINAS MARINAS A PARTIR DEL ANALISIS DE HECES

N2 de documentos obtenidos

Neurotoxinas Frastulos de Pseudo-nitzschia spp

Figura 7. Representacion grafica de los elementos analizados en los estudios de exposicion de

misticetos a toxinas marinas a partir del analisis de heces (n=8 articulos)

Dentro de las neurotoxinas analizadas en los articulos publicados, destaca el acido
domoico por ser una toxina amnésica, soluble en agua y posible causante de multiples
muertes en mamiferos marinos por su transferencia y acumulacion a través de la cadena
trofica mediante vectores planctivoros (D’Agostino et al., 2017). Por otro lado, las
saxitoxinas y sus derivados comprenden un conjunto de mas de 20 compuestos de
tetrahidropurina, solubles en agua y de bajo peso molecular que, segun algunos
investigadores, pueden provocar efectos subletales en la fisiologia respiratoria de
cetaceos llegando a causar un comportamiento anormal de buceo y alimentacién que,

finalmente, afecte a la fecundidad (Doucette et al., 2006).

Por otra parte, algunas diatomeas del género Pseudo-nitzschia resultan ser productoras
naturales del acido domoico (Lefebvre et al., 2002; Fire et al., 2010), por lo que el
analisis de frustulos de este grupo en muestras fecales de misticetos aporta informacion

indirecta sobre el grado de exposicion de los misticetos a esta neurotoxina. De hecho,
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este género resulté ser un importante componente de las comunidades de fitoplancton
durante los afios 2004, 2005 y 2010 (D’Agostino et al., 2015).

Los trabajos publicados sobre exposicion a toxinas marinas asociadas a floraciones
algales nocivas se fundamenta en que pueden causar anormalidades reproductivas y
de salud en misticetos (Doucette et al., 2006; Leandro et al., 2009). A nivel mundial, la
incidencia de estos eventos ha aumentado dramaticamente en las ultimas décadas y se
espera que continue constituyendo una situacién problematica en escenarios de cambio
climatico (Doucette et al., 2012), por lo que el estudio de los blooms algales téxicos se

presenta como necesario para la conservacion de estas especies.

Para llevar a cabo el analisis de neurotoxinas, asi como la identificacion de frustulos a
partir de muestras fecales de misticetos fueron diversas las técnicas utilizadas, tal y

como se puede observar en la Figura 8.

TECNICAS DE ANALISIS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DE

EXPOSICION DE MISTICETOS A TOXINAS MARINAS A PARTIR
DE HECES

MW Ensayo de unién a
receptor

=™ Cromatografia liquida
dealtaresolucion

Observacién al
microscopio

Figura 8. Representacion grafica de las diferentes técnicas de analisis utilizadas para el estudio

de la exposicion de misticetos a toxinas marinas a partir de heces (n= 8 articulos)

La técnica de analisis mas utilizada consistié en el ensayo de unién a receptor, ya que
aparecio descrita como técnica de analisis en el 40% de los articulos en los que se
analizaban las saxitoxinas y el acido domoico (neurotoxinas) para evaluar la exposicion
de los misticetos a toxinas marinas. Otra técnica utilizada para el analisis de dichas
neurotoxinas resultdé ser la cromatografia liquida de alta resolucién, ya que aparecio

descrita en el 30% de los articulos obtenidos como técnica de analisis para este tipo de
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estudio basado en muestras fecales. Por ultimo, para la identificacion de frastulos de
Pseudo-nitzschia spp, la técnica utilizada fue la observacion al microscopio que coincide
con el 30% restante de los articulos obtenidos para el estudio de la exposicion de

misticetos a toxinas marinas.

La gran utilizacion del ensayo de union a receptor como técnica de analisis se debe a
que permite detectar todas las toxinas paralizantes, entre las que se incluyen las
saxitoxinas y sus derivados, asi como las toxinas amnésicas, como el acido domoico,
en proporcién a su afinidad de union por los canales de sodio dependientes de voltaje
(Doucette et al., 2006, 2012; Leandro et al., 2009).

Por otro lado, la utilizacion de la cromatografia liquida de alta resolucién Unicamente se
ha visto utilizada para el analisis de acido domoico, por lo que para realizar los analisis
de neurotoxinas se prefiere el ensayo de unidn a receptor como técnica de analisis. De
igual modo ocurre con la identificacion de frustulos de Pseudo-nitzschia spp, ya que
unicamente se ha visto descrita la observaciéon al microscopio electronico como técnica

de analisis.

5.3.3 Identificacion de microorganismos
Los microorganismos identificados a partir del analisis de las heces de misticetos se

muestran en la Figura 9.

MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS A PARTIR DEL ANALISIS DE
HECES DE MISTICETO

Ne¢ de articulos

Bacterias Crustdceos (Clase Crustaceos (Clase Parésitos Protozoos Hongos
anaerdbicas Malacostraca) Maxillopoda)

Tipos de microorganismos

Figura 9. Representacion grafica de los diferentes microorganismos hallados en los estudios

sobre la identificacion de microorganismos a partir de heces de misticeto (n=12 articulos)
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Las investigaciones que analizan crustaceos de la clase Malacostraca en heces de
misticeto fueron las mas publicadas ya que en dicha clase de crustaceos se incluye el
krill, organismos marinos pelagicos abundantes en todos los ecosistemas oceanicos que
constituyen la principal fuente de alimento de depredadores vertebrados como son los
misticetos (Carroll et al., 2019). Los copépodos, crustaceos de la clase Maxillopoda,
también constituyen parte de la alimentacién de algunas especies de misticeto
(D’Agostino, Hoffmeyer y Degrati, 2016) y, por ello, también fueron objeto de estudio,
aunque en menor medida. Cabe destacar que la identificacion del krill en la dieta de
depredadores marinos es vital para el conocimiento de los ecosistemas marinos por
representar un papel central en las redes tréficas marinas y relacionar a los

depredadores megafaunales con la produccion primaria (Jarman et al., 2002).

Por otro lado, también fueron multiples los estudios sobre bacterias anaerdbicas en
muestras fecales de misticetos en los que se identificaron Enterococcus faecalis (Ogawa
et al., 2010; McLaughlin y Kopanic, 2017), Enterococcus sp., Enterobacter cloacae,
Enterobacter sp., Escherichia coli, Edwardsiella ictaluri'y Clostridium sp (Ogawa et al.,
2010; Guass et al., 2016).

Por dltimo, un estudio llevado a cabo a partir del analisis de muestras fecales de
Balaenoptera musculus cuantificé e identific6 huevos de helmintos (parasitos) (Flores-
Cascante et al., 2019) y determiné la prevalencia de dos protozoos (Cryptosporidium
spp y Giardia spp ) en cinco mamiferos marinos en los que se incluyé la especie de
misticeto Balaena mysticetus (Hughes-Hanks et al., 2005). Y, para concluir, un estudio
basado en la microbiota del material fecal de dos misticetos de la especie Balaenoptera
musculus, identificd el hongo Metschnikowia spp del filo Ascomycota (Guass et al.,
2016).

Las diferentes técnicas de analisis utilizadas para la identificacion de microorganismos
a partir de heces de misticeto se muestran en la Figura 10. Tal y como se puede
observar, en la mitad de los documentos obtenidos sobre identificacion de
microorganismos se utilizo la extraccion y purificacion de ADN como técnica de analisis
y, en un 25% de los articulos publicados, se utilizé la técnica tradicional de observacién
al microscopio, ya fuera mediante tincion o sin ella. Por ultimo, los ensayos
inmunofluorescentes, los analisis de secuenciacion de 16S rRNA y los de is6topos
estables de heces aparecieron descritos, cada uno, en el 8.33% de los articulos

analizados.

30



Revision bibliografica: Estudio de las heces de misticeto como fuente de informacion.

TECNICAS DE ANALISIS UTILIZADAS PARA LA IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS EN MISTICETOS A PARTIR DE HECES

Observacion al microscopio
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Figura 10. Representacion grafica de las diferentes técnicas de analisis utilizadas para la

identificacion de microorganismos en misticetos a partir de heces (n=12 articulos).

La importancia que representa el método analitico basado en la extraccion y purificacion
de ADN se debe a que a partir de los métodos de secuenciacién de ADN se pueden
caracterizar comunidades bacterianas y detectar posibles patégenos permitiendo, a su
vez, estudiar otra posible causa de las muertes sucedidas en Peninsula Valdés ya que,
como se ha mencionado anteriormente, los microbios patégenos pueden ser causantes
de varamientos en cetaceos (Maron et al.,, 2019). Por otro lado, para estudiar el
comportamiento alimenticio de los misticetos a través de la caracterizacion de la dieta,
se puede realizar mediante la extraccién del ADN de las presas presentes en muestras
fecales (Jarman et al., 2002; Carroll et al., 2019), o bien, mediante la observacion al
microscopio, otra técnica ampliamente utilizada por permitir la obtencién de
conocimientos basicos sobre la ecologia tréfica y el grado de aprovechamiento del

alimento (D’Agostino, Hoffmeyer y Degrati, 2016).

Cabe destacar que las demas técnicas aparecen poco utilizadas en los articulos
obtenidos sobre identificacién de microorganismos en heces de misticeto, ya que se
usan con los mismos objetivos que las dos técnicas empleadas en el 75% de las
publicaciones, siendo el ensayo inmunofluorescente utilizado para detectar parasitos en
heces (Hughes-Hanks et al., 2005), el analisis de secuenciacion de 16S rRNA para
identificar colonias bacterianas previamente aisladas (Ogawa et al., 2010) y el analisis
de isotopos estables como técnica alternativa para el estudio de la dieta de misticetos a

corto plazo (Arregui et al., 2018).
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5.3.4 Contaminaciéon marina
Para el estudio sobre la exposicién de los misticetos a la contaminacion marina a partir
de muestras fecales unicamente se obtuvo un articulo y, en este, se utilizaba la

cromatografia de gases como técnica analitica.

La utilizacion de esta técnica de analisis se debe a que permite analizar la concentracion
de organoclorados y pesticidas en muestras fecales de sujetos que previamente han
sido contaminados mediante la ingestién de presas contaminadas. De esta manera, se
pueden identificar los factores que influyen en la exposicion y la bioacumulacion de
toxicos, ya que pueden llegar a ser perjudiciales por sus propiedades de
biomagnificaciéon (Weisbrod et al., 2000) aunque, como ya se ha mencionado
anteriormente, para este tipo de estudio no se recomienda el analisis de heces como

metodologia analitica.

5.3.5 Productividad primaria marina
Por ultimo, como se puede observar en la Figura 11, también son multiples las técnicas
analiticas que se pueden aplicar a las muestras fecales de misticeto para el estudio de

la productividad primaria marina.

TECNICAS DE ANALISIS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DE LA
PRODUCTIVIDAD PRIMARIA MARINA A PARTIR DE HECES DE
MISTICETO

Andlisis de NH4+y de PON
14%
28.66% Andlisis de Fe
. Andlisis de la concentracion
28.66% de oligoelementos y de C
Andlisis de la fotosintesis de
28.66% cultivos enriquecidos con
heces

Figura 11. Representacion grafica de las diferentes técnicas de analisis utilizadas para el
estudio de la productividad primaria marina a partir del analisis de heces de misticeto (n= 7

articulos).
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Tal y como se observa en la Figura 11, las técnicas de analisis de NH4+ (amonio) junto
con PON (nitrégeno organico particulado), analisis de Fe (hierro) y analisis de la
concentracion de multiples oligoelementos y C (carbono) fueron utilizadas en la misma
proporcion de estudios sobre productividad primaria marina basados en el analisis de
heces de misticeto, ya que se vieron descritas, cada una, en el 28.66% de los articulos

obtenidos.

No obstante, en un 14% de los articulos, se describi6 el analisis de la fotosintesis de
cultivos enriquecidos con heces de misticeto como método analitico para evaluar la

influencia de las heces en la productividad primaria marina.

Los analisis de NH4+ y PON en muestras fecales de misticeto son usuales en el estudio
de la productividad primaria marina, ya que se utilizan para evaluar como el proceso de
defecacion de misticetos interviene en el reciclaje rapido y eficiente de nutrientes
(Roman y McCarthy, 2010; Roman et al., 2016). Asimismo, los analisis especificos de
hierro en muestras fecales de misticeto también son frecuentes en estudios de reciclaje
de nutrientes del ecosistema marino por ser este un nutriente limitante en el océano e
influir, por ello, en la productividad primaria marina (Nicol et al., 2010; Ratnarajah et al.,
2017) .Por otro lado, los analisis de varios oligoelementos y carbono a partir de muestras
fecales son, de igual modo, utilizados para el estudio del papel de los misticetos en la
redistribucion de micronutrientes en el medio marino, asi como en la captura y

almacenamiento de carbono (Ratnarajah et al., 2014; Wing et al., 2014).

Cabe destacar la importancia del Unico estudio en qué se demuestra que las heces de
una especie de misticeto, Balaenoptera musculus brevicauda, estimulan el rendimiento
fotosintético y el crecimiento de tres especies de fitoplancton marino analizando la
fotosintesis de cultivos enriquecidos con heces porque, a pesar de considerarse estos
hallazgos como preliminares, demuestran que los misticetos son un medio
potencialmente importante de reciclaje de nutrientes en el medio marino (Smith et al.,
2013).
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5.4 Metodologia de obtencion de heces de misticeto
La obtencién de heces de misticeto se puede llevar a cabo mediante la utilizacion de

diferentes equipos, tal y como se recoge en la Figura 12.

EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA OBTENCION DE
MUESTRAS DE HECES DE MISTICETO

3% . .,
12% Red deinmersién

7% L
Botella osimilar

Extracddn intestino

78%
No especifia

Figura 12. Representacion grafica de los distintos equipos utilizados para la obtenciéon de heces
de misticeto (n=43 articulos)

El equipo mas utilizado para la recoleccion de las muestras fecales de misticeto fue la
red de inmersion, como se puede observar en la Figura 12, ya que se utilizé en el 78%
de los articulos sobre estudios basados en el analisis de heces de misiticeto. Cabe
destacar que son multiples las micras de malla que se vieron utilizadas en las redes de

inmersion, como se mostrara en adelante.

El hecho de que sea la red de inmersion el método mas utilizado para la recoleccion de
muestras fecales se debe a que, mediante su union al anzuelo telescopico, permite la
recoleccion de la mayor cantidad posible de material fecal y constituye el método de

recoleccion mas inocuo para las muestras (Rolland et al., 2005).

Por otro lado, la extraccion directa del intestino llevada a cabo durante las necropsias
postmortem de individuos varados fue la segunda metodologia de obtencion de heces

mas utilizada, aunque unicamente fuera descrita en el 12% de los articulos publicados.

El empleo de este método se debe, por desgracia, a las multiples muertes que tuvieron
lugar en Peninsula de Valdés que trajeron consigo la obtencion de ejemplares de
misticetos de los que obtener diversas muestras, entre las que se encuentran las

muestras del contenido intestinal (Wilson et al., 2016; Maron et al., 2019).
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Por ultimo, cabe destacar la poca utilizacion de metodologias de obtencién de heces de
misticeto alternativas ya que, entre todas ellas, unicamente aparecen empleadas en el
7% de los articulos publicados. El escaso empleo de botellas o similares para la
recoleccion de muestras fecales se debe a que las muestras que se obtienen contienen
una proporcién mas alta de agua que de heces y esto puede ser contraproducente si las
muestras fecales van a ser utilizadas para ensayos hormonales, ya que cabe la
posibilidad de que los metabolitos polares de la hormona fecal migren al agua de mar
(Hunt et al., 2013).

Por otro lado, y como se ha mencionado anteriormente, fueron diversas las micras de
las mallas de red de inmersion utilizadas durante los muestreos de heces de misticeto,

tal y como se recogen en la Figura 13.

REDES DE INMERSION UTILIZADAS PARA LA OBTENCION DE
MUESTRAS DE HECES DE MISTICETO SEGUN LAS MICRAS DE
MALLA

300pum
398, 3%
150pm
17% 120pum
63um
» ®1lmm
3% 57%
4% 0.5mm
10% 0.2mm
No especifica

Figura 13. Representacion grafica de las redes de inmersion utilizadas para la obtencién de
muestras de heces de misticeto segun las micras de malla.

La red de inmersidon mas utilizada para la obtencién de heces de misticeto fue la de
300um de malla, ya que se describi6 como equipo de muestreo en el 57% de los
articulos publicados. Por otro lado, la red de inmersion de 0.5mm de malla supuso el
segundo equipo mas utilizado para la obtencion de muestras fecales de misticeto por
describirse en el 17% de los articulos publicados vy, el tercero, la malla de 150um por
emplearse en el 10% de los articulos. Las demas redes de inmersion utilizadas en los

diferentes articulos no supusieron mas del 4% de los instrumentos escogidos para
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realizar el muestreo de heces de misticeto tal y como se puede observar en la Figura
13.

El hecho de que exista tanta diversidad en cuanto a las micras de malla utilizadas en las
redes de inmersion se debe a que muchas de dichas redes fueron confeccionadas por
los investigadores que llevaron a cabo el muestreo (Hunt et al., 2013) y, por lo tanto,
cada investigador sigui6 sus propios criterios para la confeccion. Otro motivo que explica
la diversidad de redes es el hecho de que, durante la realizacién de algunos estudios
basados en el anadlisis de muestras de heces de misticeto también se analizaron
muestras de zooplancton vy, por lo tanto, se utilizé la misma red para recolectar tanto
muestras fecales como muestras de dichos organismos (Weisbrod et al., 2000; Doucette
et al., 2006; Leandro et al., 2009; Carroll et al., 2019).
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos de la revision bibliografica llevada a cabo para la

realizacion del presente Trabajo Fin de Grado, se puede concluir:

- Las heces de misticeto representan una importante fuente de informacién por su
método de obtencidén no invasivo y por los multiples estudios basados en su
analisis.

- Los trabajos analizados basados en el analisis de heces de misticeto incluyen
estudios sobre: fisiologia, exposicién a toxinas marinas, identificacion de
microorganismos (patdégenos y presas), contaminacion marina y productividad
primaria marina.

- Los trabajos sobre fisiologia de misticetos y sobre identificacion de
microorganismos son los que mas utilizan heces como matriz biolégica (63% de
los articulos publicados analizados)

- Para el estudio sobre la exposicion y la bioacumulacién de compuestos toxicos
provenientes de la contaminacidén marina no se recomienda la utilizacion de las
heces como matriz biologica.

- Los estudios realizados con el objetivo de conocer el estado poblacional de los
misticetos a partir del analisis de muestras fecales se han publicado a lo largo
de los ultimos 20 afios. Sin embargo, los estudios sobre la importancia ecoldgica
que representan las heces de estos mamiferos marinos para la productividad
primaria marina son mas recientes y comenzaron a publicarse hace 10 afos.

- Los articulos sobre identificacion de especies representan un 75% de los
articulos publicados en los ultimos dos afios (18-19), por lo que podemos inferir
que es el tema que despierta mas interés en la comunidad cientifica en la
actualidad.

- Las especies Eubalaena glacialis y Balaenoptera musculus, ambas en peligro de
extincidn, han sido las especies mas estudiadas en los ultimos 20 afios utilizando
muestras fecales como matriz bioldgica (25 de los 43 articulos publicados).

- Las metodologias de analisis mas utilizadas en los estudios basados en el
analisis de heces de misticeto son:

El ensayo hormonal para los estudios de fisiologia de misticetos.

El ensayo de union a receptor para los estudios sobre la exposicion de
misticetos a toxinas marinas.

La extraccion y purificacion de ADN para los estudios sobre identificacion

de microorganismos en misticetos.
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Y, los analisis de NH4+ (amonio) y PON (nitrégeno organico particulado),
de Fe (hierro), asi como de la concentracion de diferentes oligoelementos
y carbono para los estudios sobre el papel ecoldgico de los misticetos en
la productividad primaria marina.

- Por ultimo, el método de obtencidn de heces de misticeto mas utilizado segun la

presente revision bibliografica es la red de inmersion de 300um de malla.
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7. LINEAS FUTURAS

A partir de la revision bibliografica llevada a cabo para la realizacion del presente Trabajo

Fin de Grado, se pueden plantear las siguientes lineas de investigacion:

o Estudio de microplasticos y nanoplasticos en heces de misticeto

o Estudio de poblaciones de zooplancton a través del analisis de heces de
misticeto

o Estudio poblacional de las especies de misticeto en peligro de extincién a través
de la identificacion de individuos mediante perfiles genéticos a partir de muestras

fecales
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