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1.- RESsumMs

1.1.- RESUM (EN CATALA)

Amb l'objectiu d‘avaluar el grau de resistencia de diverses poblacions
d’Austropotamobius pallipes envers la infeccié produida per Aphanomyces astaci,
aquest protocol descriu la metodologia a seguir per a la realitzacié d’experiments
amb aquest fi. Aquesta metodologia inclou des de la recollida d’individus salvatges
de cranc autocton al seu medi natural dins I'area del LIFE Potamo Fauna, fins al
disseny de l|'experiment d'infeccid i observacid del seus efectes, passant pel
transport dels animals vius fins a les instal-lacions del CSIC a Madrid, on es duran a
terme. En aquest cas, el fet de dur a terme els experiments a una ubicacié fora de

I’'area del projecte és necessaria per 2 motius:

1)Degut a l'alt risc d’infeccid que representa treballar a la vegada amb poblacions
salvatges d’Austropotamobius pallipes i amb individus infectats per Aphanomyces

astaci.

2) La necessitat de treballar amb I'equip i instal-lacions del Dr. Diéguez-Uribeondo,

ja que soén referencia mundial en el camp de I'afanomicosi.

Com que la principal causa del declivi d’Austropotamobius pallipes és |'afanomicosi,
aquests experiments tenen una gran importancia per tal de cercar una potencial
resisténcia a la infeccié produida per Aphanomyces astaci que, d’arribar a trobar-se,
podria significar un gran ajut per a la recuperacio del cranc de riu autocton a nivell

europeu.
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1.2.- RESUMEN (EN ESPANOL)

Con el objetivo de evaluar el grado de resistencia de diversas poblaciones de
Austropotamobius pallipes hacia la infeccién producida por Aphanomyces astaci,
este protocolo describe la metodologia a sequir para la realizacion de experimentos
con este fin. Esta metodologia incluye desde la recogida de individuos salvajes de
cangrejo de rio autdctono en su medio natural dentro del area del LIFE Potamo
Fauna, hasta el disefio del experimento de infeccién y observacion de sus efectos,
pasando por el transporte de los animales vivos hasta las instalaciones del CSIC en
Madrid, donde se llevaran a cabo. En este caso, el hecho de llevar a cabo los
experimentos en una ubicacion fuera del area del proyecto es necesario por dos

motivos:

1) Debido al alto riesgo de infeccidn que representa trabajar a la vez con
poblaciones salvajes de Austropotamobius pallipes y con individuos infectados por
Aphanomyces astaci..

2) La necesidad de trabajar con el equipo y las instalaciones del Dr. Diéguez-
Uribeondo, ya que son referencia mundial en el campo de la afanomicosis.

Como la principal causa del declive de Austropotamobius pallipes es la afanomicosis,
estos experimentos tienen una gran importancia para buscar una resistencia
potencial a la infeccién producida por Aphanomyces astaci que, si llega a
descubrirse, podria significar una gran ayuda para la recuperacidon del cangrejo de

rio autdctono a nivel europeo.
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1.3.- ABSTRACT (ENGLISH)

In order to assess the resistance degree of different populations of
Austropotamobius pallipes infected by Aphanomyces astaci, this protocol describes
the methodology to make the experiments for this purpose. This protocol includes:
the collection of crayfish on rivers (into the area of Potamo Fauna LIFE Project), the
transport of live animals to the lab of CSIC in Madrid and the methodology to make
the experiments of resistance to Aphanomyces astaci.

These experiments will carry out at location outside of the project area for two

reasons:

1) Due to the high risk of infection that represents to work, in the same time, with
natural crayfish populations, and individuals of Austropotamobius pallipes infected
by Aphanomyces astaci.

2) The need to work with the staff and lab of Dr. Diéguez-Uribeondo, because they
are a world reference in the crayfish plague topic.

The main cause of the decline of Austropotamobius pallipes is the crayfish plague,
for this reason these experiments are very important to deepen on the knowledge
of Aphanomyces astaci. The results of these experiments could be very relevant for
our study area and also for all European regions.
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2.- INTRODUCCIO

El cranc de riu autocton (Austropotamobius pallipes) és un invertebrat tipicament
bentonic, poc adaptat a la natacidé, encara que de vegades pot atényer grans
velocitats de desplagcament, especialment quan es veu atacat. Té el cos subcilindric,
comprimit lateralment, i els tres primers parells de pereiopodis acaben amb una
pinca. SOn de costums sedentaris i solen viure en grups d’aproximadament 10
individus. Surten dels seus amagatalls per a alimentar-se durant la nit i es
consideren practicament omnivors. El nombre d'ous que pon cada femella és

relativament petit (de 50 a 100) i el desenvolupament és directe.

El cranc de riu autocton és una espécie de gran importancia ecologica als rius on es
distribueix, ja que durant la seva fase juvenil actua com a presa d’'un gran nombre
de depredadors fluvials i, principalment com adult, ja que intervé de manera activa
en el reciclatge de nutrients al riu gracies al seu régim alimentari, en gran part
carronyaire. Aquesta espéecie, a més d’ajudar a mantenir els rius en bon estat, és
un bon bioindicador de la qualitat de les aiglies fluvials, ja que no sobreviu en

aiglies contaminades.

Durant les darreres tres decades, s’ha produit una disminucié alarmant de les
poblacions de cranc de riu autocton a tot Europa. Aquesta regressid es deu a la
contaminacié, destruccio de I'habitat i principalment a la introduccié de
I'afanomicosi, malaltia de la qual sén portadores diverses espécies de cranc de riu
america (i a la qual sén resistents). La malaltia produida per aquest fong
(Aphanomyces astaci) és la causant de la desaparicié6 de poblacions senceres de
cranc de riu autocton. Estudis realitzats durant els Ultims trenta anys mostren la
disminucié de les poblacions d’ A. pallipes, paral-lelament a I'expansio del cranc de
riu america, P. clarkii, que desplaca al primer en aquells habitats que li sén
favorables.

La regressio d’A. pallipes es troba a dos nivells: reduccié del nimero de poblacions
observades i fragmentacié de les mateixes. La continua i incontrolada expansié del
cranc de riu america, implica, en molts indrets, la colonitzacié d’aquells habitats
ocupats anteriorment per A. pallipes. A més, degut al fet de ser portadors
d’afanomicosi, aquests habitats colonitzats per |'afanomicosi queden normalment
inservibles per una possible recuperacio, ja sigui natural o artificial per part d’A.
pallipes, el qual es veu forgat a reduir el seu ninxol ecologic a aquells ecosistemes

no aptes per P. clarkii.
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Durant els anys 90 del segle XX, i en vistes a I'alarmant declivi de les poblacions de
cranc de riu autocton, es va comengar a gestionar I'espécie a Catalunya, mitjangant
el monitoreig de les seves poblacions. A principis del 2000 (a les conques del Fluvia,
Ter i Muga) s’iniciaren altres accions de conservacio, incloent la cria en captivitat i
els reforcaments poblacionals. En |'actualitat i gracies a la inclusié del cranc de riu
al projecte LIFE Potamo Fauna, s'ampliaran els esforgos per conservar i recuperar
aquesta especie. Aquest projecte, amb el titol “Conservacié de fauna fluvial de
interés europeu a xarxa Natura 2000 de les conques dels rius Ter, Fluvia i Muga”, i
una durada total de quatre anys (2014-2017), té com a principal objectiu la
conservacido i millora de les poblacions de diverses especies de fauna fluvial
amenacada del nord-est de Catalunya, incloent el cranc de riu (Austropotamobius
pallipes). Pel que fa al cranc de riu, s’han projectat tota una série d’accions, entre
les que s’inclouen el seu seguiment (Accié D5), cria en captivitat (Accié C6),
reforcaments poblacionals (Accid6 C7), seguiments i control de crancs exotics
(Accions D5 i C9), proteccid enfront de I'afanomicosi (Accié C8) i experimentacid
amb afanomicosi (Accio A10).

En el present protocol s’indica la metodologia per a la realitzacié d’experiments
amb I'afanomicosi (Accié A10), malaltia causada per I'oomicet Aphanomyces astaci.
Aguests experiments tenen una gran importancia, ja que aquesta infeccid és la

principal causa del declivi d’Austropotamobius pallipes.

Mitjancant aquesta accid es pretén avaluar els diferents graus de resisténcia de
varies poblacions de cranc autocton presents dins el LIFE Potamo Fauna, incloent
la poblacié del riu Arnera, que amb anterioritat ha demostrat presentar un cert grau
de resistencia, o si més no, un temps més elevat en comengar a presentar
simptomes d’infeccid i de supervivéncia. La troballa d’'una poblacié que presentés
resistencia a l'afanomicosi podria significar un avang molt important per la
conservacio de l'espécie, que d’altra manera, i malgrat als esforgos que s’han dut i

es duran a terme, presenta un futur incert.

Les accions detallades en aquest protocol s’han de realitzar amb la col-laboracié de
I'equip i personal del CSIC de Madrid, dirigits pel Dr. Diéguez-Uribeondo, els quals
tenen una gran experiéncia en el camp de I'afanomicosi i son una referéncia a nivell

estatal i mundial.
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3.- OBJECTIUS

3.1.- OBJECTIU GENERAL

Aquest protocol dissenya com s’han de realitzar els experiments per avaluar els
diferents graus de resisténcia de diverses poblacions d’Austropotamobius pallipes a
I'afanomicosi (Aphanomyces astaci).

3.2.- OBJECTIUS CONCRETS

Confirmar i avaluar la resistencia aparentment superior a l'afanomicosi de la
poblacié d’Austropotamobius pallipes de |'Arnera, en comparacié a les altres

poblacions de cranc de riu autocton de la zona d’estudi.

4.- METODOLOGIA

4.1.- CONSIDERACIONS PREVIES

Un dels objectius dels experiments és avaluar la resisténcia aparentment superior a
I'afanomicosi de la poblacidé d’Austropotamobius pallipes de I’Arnera (situada al SCI
Alta Garrotxa-Massis de les Salines (ES5120001)), en comparacido a les altres
poblacions de cranc de riu autocton de la zona d’estudi. Aquesta suposicid prévia és

conseqiencia a dos fets observats durant els darrers anys:

1) L'agost de I'any 2007 I'afanomicosi va entrar al Centre de Reproducci6 d'Olot, els
exemplars provinents de la poblacid de I’Arnera van ser els Ultims en presentar

simptomes d’infeccié i els ultims en morir.

2) A la tardor de 2011 es va detectar un brot d’afanomicosi a la part inferior
d’aquesta poblacié de I’Arnera i un any després només havia afectat uns 800
metres de la mateixa, restant encara avui uns 7 km de riu aiglies amunt en
perfectes condicions. Aquest fet es contraposa amb la progressié habitual dels brots
d’afanomicosi en altres poblacions que desapareixen senceres amb pocs dies o

setmanes.
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4.2.- MATERIAL

- 9 aquaris (80L), filtres i oxigenadors per establir-hi els crancs durant els

experiments.

- Aigua autoclavada per assegurar que |I'Unic agent infeccids que afectara els
crancs sera la soca d’afanomicosi que sera introduida als aquaris durant els

experiments.

- Grava i refugis per cranc (totxanes) autoclavats per reproduir les condicions

de I'habitat dels crancs.

- Microscopi optic per a la realitzacio de les observacions de melanitzacio de la

cuticula dels crancs infectats.
- Soca coneguda d’Aphanomyces astaci.

- Pinces, bisturi i agulles emmanegades per a |'extraccio i manipulacié de

mostres.

4.3.- CRONOGRAMA DELS EXPERIMENTS

Tot seguit es proposa el cronograma a seguir per aplicar aquest protocol. Les
setmanes que durara I'experiment no es pot saber a priori, pero dificilment

superara les setmanes aqui descrites.

L'experiment s’hauria de realitzar fora dels periodes de reproduccié o de baixa

activitat d’hivern.

_1 2[3[4]5]/6]7|8]9]10]/11[12][13]14

Captura dels
exemplars i trasllat
al CSIC-Madrid
aclimatacio dels
crancs als aquaris

Infecciod dels crancs

Observacions
diaries (Annex 2)

Incorporacio ala
base de dades

Figura 1. Cronograma de les diferents fases de I'experiment.
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4.4.- PREPARACIO DE L'EXPERIMENT

4.4.1.- CAPTURA DELS EXEMPLARS DE CRANC I TRANSPORT

- Es capturaran 12 exemplars mascles de mida gran de cada una de les conques
d’estudi del LIFE Potamo Fauna (conques del Riu Ter, Fluvia i Muga, d’aquesta
ultima pertanyents a la poblacié de I’Arnera). S’especificara la procedéncia dels
crancs, aixi com els col-laboradors que hagin efectuat la seva captura, omplint la

taula adjunta a I’Annex 1.

- Les poblacions seleccionades seran poblacions amb informacié precisa de la seva

genetica.

- Els crancs seran transportats de manera separada per cada poblacio al CSIC de
Madrid (Real Jardin Botanico, CSIC. Plaza de Murillo, 2. Madrid E-28014).

- Els transport es dura a terme en diposits de 30 litres, plens d’aigua autoclavada i
amb oxigenadors, ja que el transport sera forca llarg.

- Un cop arribats a desti, els animals seran introduits en aquaris per a la seva

aclimatacio.

- S’ha de desinfectar tot el material abans i després del transport.

4.4.2.- CURA DELS CRANCS

4.4.2.1-ALIMENTACIO

Durant el periode en que els crancs visquin als aquaris se’ls alimentara amb una
dieta similar al que se’ls hi proporciona als crancs presents al Centre de
Reproducciéo d'Olot. Aquesta consistira en l'aport de sardines i fetge de xai
trossejats per simular la part de la dieta carnivora i en patata bullida i trossejada
per la part herbivora. Caldra adequar les quantitats d‘aliment i la seva renovacié
durant tot el procediment, ja que a mesura que la infeccié vagi avancant els crancs

s’alimentaran en menor quantitat.
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4.4.2.2.- AIGUA I FILTRES

Gracies a la instal-lacié de filtres d’aquari automatics, només caldra supervisar el
seu correcte funcionament. En cas que els crancs sobrevisquessin durant un
periode llarg de temps, s’haurien de netejar els filtres i es valoraria la possibilitat de

renovar l'aigua dels aquaris.

4.3.3.- SOCA APHANOMYCES ASTACI

S’utilitzaran els cultius purs de diferents soques d’Aphanomyces astaci procedents
de la col.lecci6 del Dr. Diéguez-Uribeondo del CSIC Madrid. Aquesta col.leccio
disposa de cultius purs d’Aphanomyces astaci de les soques associades a les
diferents espécies vectores de cranc exotiques: Procambarus clarkii, Pacifastacus

leniusculus i Orconectes limosus.

Inicialment els experiments es realitzaran amb la soca provinent de Procambarus
clarkii, ja que és la soca que esta causant més mortalitats a la zona d’actuacié del
LIFE Potamo Fauna. Tot i aixi, en funcid dels resultats, es podria repetir el mateix
experiment amb les altres soques provinents de Pacifastacus leniusculus i
Orconectes limosu. D'aquesta manera, es podria comparar les diferents viruléncies

de les soques i la resisténcia que realitzen els crancs.

4.5.- EXPERIMENTACIO

S'utilitzaran 9 aquaris (3 per cada poblacié). Cada aquari tindra 3 crancs
provinents de la mateixa poblacié. D’aquesta manera s’obtindran 3 repliques (cada
aquari) de I'experiment per poblacio.

- Cada cranc s’haura de poder distingir de manera individualitzada per poder seguir
en detall la seva evolucid (Annex 2). En el cas que els individus siguin molt
semblants entre ells es realitzara una petita marca amb pintaungles per poder-los

identificar.

- Tot i que es capturen 12 crancs de cada poblacié només se n’utilitzen 9. Els altres
3 son per seguretat, per si algun individu mort durant el transport i/o aclimatacio.

-10 -
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- S’infectaran al mateix temps tots els exemplars de les 3 poblacions amb Ia
mateixa soca. El procediment d’infeccié consistira en realitzar un raspat sobre la
cuticula dels exemplars d’Austropotamobius pallipes amb la soca d’Aphanomyces
astaci seleccionada (apartat 4.3.3 d’aquest protocol).

- Revisions diaries d’efectes subletals (Mathews & Reynolds, 1990) d’Aphanomyces
astaci a tots els individus, recollits a la taula adjunta a I’Annex 2:

Saludable: Quan és pertorbat s'amaga rapidament. Actiu a la nit i roman amagat
durant el dia. Moviment de les antenes sovint, alimentacié amb normalitat. Si se’l
col-loca panxa enlaire tornara a la posicié natural amb cops de cua en menys de 5

segons.

Letargic: S’amaga lentament quan se’l pertorba, perd per altra banda és reticent a
moure’s. Si se’l col-loca panxa enlaire pot tornar a la seva posicié natural pero

lentament (més de 5 segons).

Feble: Molt lent, moviments laboriosos. Moviments molt febles de cua. No es mou,

roman sense amagar-se. Poc moviment de les antenes.

Erratic: Inici de la fase final de la malura. Els animals cauen i s’aixequen
repetidament. Pérdua de coordinacid i l'equilibri. Freguen les pinces o altres
apendixs uns contra els altres i han d’utilitzar la resta d’apéndixs o el télson per
desplagar-se.

Postrat: L’'animal reposa sobre la part posterior o lateral del cos i no pot redregar-se.
Moviments molt esporadics i febles. De tant en tant les extremitats d’un costat del

cos es paralitzen.

Proper a la mort: Extremadament feble. Els pereiopodis pengen sense forces si es
treu I'animal de l'aigua. Si es punxa lI'animal la resposta reflexe de les extremitats

és dificilment perceptible.

Mort: Generalment panxa enlaire i en espai obert

- Revisid diaria de la mortalitat causada per Aphanomyces astaci i omplir la taula
adjunta a ’Annex 2.

- Revisi6 amb microscopi del nivell de melanitzacié de la cuticula dels cadavers,

seguint les instruccions de I'apartat 4.4.1 “Presa de mostres de cuticula”
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4.5.1.- PRESA DE MOSTRES DE CUTICULA

- Un cop el procés d'infeccié hagi finalitzat i es trobin crancs morts es procedira a
I'extraccié de mostres de cuticula per a la seva observacid posterior al microscopi

per avaluar el nivell de melanitzacio.

- Mitjangant I'ajuda de pinces i tisores, s’extraura un tros de cuticula, concretament

de la placa abdominal. (Figura 1)

- Quan s’hagi extret el fragment de placa abdominal es procedira a la neteja de la
seva part interior. Es retiraran les restes de muscul i altres parts de carn que hi
puguin quedar enganxades, gratant amb el bisturi. Aquestes parts de carn i muscul
s’hauran de llengar.

- En cas que l'analisi al microscopi no es realitzi immediatament després de
I'extraccié de mostres de cuticula, es recomana conservar aquestes en aigua freda,

indicant clarament I’'aquari de procedéncia i la data i hora de la mort d’extraccid.

Figura 2. Extraccié de mostra de la placa abdominal de la cuticula.
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4.6.- ESQUEMA GENERAL DELS EXPERIMENTS

12 crancs poblacié 12 crancs pobla.c‘ié Alrig::n(f:ir?gab?gig
conca del Ter conca del Fluvia Muga)
!
Transport al CSIC (Madrid)
v ! !
3 Aquaris 3 Aquaris 3 Aquaris
(3 crancs/aq.) (3 crancs/aq.) (3 crancs/aq.)
v v !

Infeccié amb Aphanomyces astaci

Alimentacio i cura dels animals

Revisio diaria

Hi ha baixes
Si No —
Extraccio mostres Avaluacié
simptomes
Analisi nivell
melanitzacio al
microscopi

Base de dades -

Figura 3. Esquema general del procediment que es dura a terme durant el protocol.
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5.- TRACTAMENT DE DADES

- S’inclouran les dades obtingudes a una base de dades per realitzar analisis
estadistics.

- En funcié dels resultats trobats es valorara repetir I'experiment, perdo sempre

mantenint la poblacié de I’Arnera i en tot cas canviant les poblacions del Ter i Fluvia.

- Aixi mateix, depenent dels resultats, es podria repetir el mateix experiment amb
les altres soques provinents de Pacifastacus leniusculus i Orconectes limosu.
D’aquesta manera, es podria comparar les diferents viruléncies de les soques i la

resisténcia que realitzen els crancs.
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ANNEXES

ANNEX 1.- FITXA DE CAMP PER LA RECOLLIDA D’EXEMPLARS
D’AUSTROPOTAMOBIUS PALLIPES EN LLIBERTAT
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RECOLLIDA D'EXEMPLARS D'AUSTROPOTAMOBIUS PALLIPES EN
LLIBERTAT

Coordenades

final tram

Observacions:
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ANNEX 2.- TAULA D'OBSERVACIO DELS EFECTES DE LA INFECCIO PER
AFANOMICOSI
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TAULA D'OBSERVACIO DELS EFECTES DE LA INFECCIO PER AFANOMICOSI

Observacions:
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