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INFORME PARCIAL. SITUACION DE M. margaritifera.

Abril 2012

Este informe se centra basicamente en la Accion A4, que incluye el inventario de
Margaritifera margaritifera y la evaluacidn de su estado de conservacién en la cuenca del
rio Ulla. Se trata de un informe parcial, y por lo tanto preliminar, ya que concierne
Unicamente a los resultados obtenidos en los muestreos realizados hasta el momento.

Aunque dentro del cronograma no esta prevista la entrega conjunta de un informe sobre
la Accion A5 “Definicion de unidades de gestidn y seleccidn de reproductores para el plan
piloto de conservacion ex situ de M. margaritifera”, consideramos oportuno incluir un
pequeiio avance que resuma en cierta medida su estado de ejecucion. Esta actividad se
encuentra intimamente ligada a la actuacién anterior, ya que depende tanto de los
resultados del inventario como de la evaluacion del estado demografico de la especie. Asi,
parte de la misma, incluyendo los muestreos y la extraccién de DNA, se ha ejecutado
forma paralela a la Accién A4. El informe correspondiente se puede consultar en el Anexo
1.
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1 METODOLOGIA DE MUESTREO

La metodologia de trabajo que se describe a continuacidn ha sido aplicada durante el afio
2011, pero es previsible que se realicen algunos cambios dirigidos a mejorar el proceso en
los muestreos correspondientes al afio 2012.

Se ha disefiado una variante del muestreo “en dos fases”, descrito en Villella & Smith,
(2005), con algunas modificaciones derivadas del tipo de distribucién que sigue la especie
en los rios gallegos. Ambas fases del muestreo se ejecutan de forma paralela, a lo largo de
los afios 2011 y 2012, con el fin de cubrir distintos objetivos. Previsiblemente, con esta
metodologia de trabajo, al final de las dos campafias de muestreo sera posible hacer una
estima del numero total de ejemplares que viven en la cuenca.

Para facilitar la planificacién del trabajo se ha dividido la cuenca en tres grandes tramos:
Alto Ulla (por encima del embalse de Portodemouros), Ulla medio (entre el embalse de
Portodemouros y la desembocadura del rio Deza) y Ulla bajo (incluye el resto del rio hasta
su desembocadura).

Asi mismo, es conveniente indicar que en el cronograma de trabajo se contempla, durante
el primer afio, el examen de las subcuencas en las que se tenia constancia de la presencia
de la especie, es decir las del Arnego, Alto Ulla y Deza. En el afio 2012 esta previsto el
inicio del cultivo experimental y, dado que serd necesario tener informacién sobre las
unidades de conservacion, se considerd oportuno ampliar el muestreo a otras zonas, con
el fin de incluir una mejor representacion de ejemplares en el andlisis genético. Asi,
aprovechando el prolongado estiaje del afio 2011, y tras confirmar la presencia de la
especie en la subcuenca del Deza, se ha incorporado el tramo del Ulla medio a los
muestreos de ese afio.

Primera fase

La primera fase del muestreo es de tipo extensivo, y tiene por objetivo el cartografiado de
la distribucion de la nayade.

Inicialmente, con el fin de optimizar la eficacia del muestreo y evitar una distribucion
sesgada de las muestras, tanto el cauce principal del Ulla como aquellos tributarios con
una superficie de cuenca mayor de 6000 m?, se han dividido en tramos de 1 km (Fig. 1). En
trabajos previos hemos constatado que ésta es la superficie minima que poseen los rios
en los que la especie estd presente (Outeiro et al., 2008; Ondina et al., 2009).

En cada uno de estos tramos de 1 km se examinan como minimo dos transectos de rio de
50 m de longitud y 2 m de ancho y, en caso de resultado positivo, se cuentan los
ejemplares localizados y se miden sus longitudes maximas. Con los datos obtenidos en
cada transecto se cubre una ficha que incluye ademas algunas variables descriptivas del
habitat (Anexo 1). Tras la recogida de datos, los ejemplares son devueltos al rio en el
mismo punto donde se localizaron. Un minimo de dos personas trabajan conjuntamente
en el rio utilizando un visor o un equipo de esnérquel si las condiciones lo requieren.



Pereiro

Ulla Bajo

Figura 1: Mapa de la zona de actuacion indicando las subcuencas de superficie mayor de 6000m 2

Figura 2: A.- muestreo fase 1 con equipo de apnea. B y C.- Muestreo fase 2. Delimitacion del tramo
para el célculo de la superficie de muestreo, y muestreo por estratos con cuadrados aleatorios. D.
Toma de muestras para andlisis fisico-quimico.



Segunda fase

Son diversos los objetivos que se persiguen en esta segunda fase, entre ellos se
encuentran el calculo de la densidad, la estima del nUmero de ejemplares en diferentes
tramos del rio, la evaluacion del estado de conservacidn de la especie, y un analisis de las
condiciones del habitat. Para ello, entre los tramos que resultaron positivos en la primera
fase se seleccionan una serie tramos de 50 m de rio, en los que se repite el muestreo, esta
vez de forma intensiva, utilizando la técnica de “muestreo por estratos”.

El muestreo por estratos es un procedimiento disefiado para optimizar la toma de
muestras cuando una especie no se distribuye al azar sino en forma contagiosa, como es
el caso de M. margaritifera, que sigue una marcada tendencia a formar agregados de
diferentes tamafios cerca de las orillas.

Para este tipo de muestreo se divide el tramo acotado en dos tipos de estratos: uno de
gran superficie y baja densidad de ejemplares (que suele corresponder a la zona central
del cauce), y otro de superficie pequeiia y alta densidad (que suele situarse en las orillas).
En cada uno de esos estratos se recogen muestras al azar. Siguiendo la metodologia del
muestreo por estratos, se consigue que el nimero de muestras sea proporcionalmente
mayor en los estratos de alta densidad, de forma que las muestras se concentran donde
son menos probables los nulos (Villella & Smith, 2008).

Una vez completado el muestreo para el cdlculo de la densidad, se inicia un nuevo
muestreo que tiene como objetivo estimar la distribucién de frecuencias de longitudes y
edades de los ejemplares. Este muestreo lo realizan buceadores que recogen al azar entre
100y 150 ejemplares que se miden y fotografian.
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Figura 3: Esquema del sistema de muestreo por estratos en un tramo acotado

Para construir las claves talla-edad, y conocer la frecuencia con la que a una determinada
longitud de concha le corresponde una clase de edad, es necesario previamente datar las
valvas procedentes de ejemplares muertos. Esta datacion se lleva a cabo tras eliminar el
periostraco, segun el proceso descrito por Ekman (1905), lo que hace mas visibles los
anillos anuales de crecimiento.



Figura 4. Toma de medidas con calibre digital Figura 5. Grupo de trabajo en el campo

Para obtener un nimero suficiente de valvas en buen estado, es necesario aprovechar las
acumulaciones de conchas que se producen tras las crecidas de los rios. Los ejemplares
muertos son arrastrados y depositados en bancos de arena o en las margenes del rio, por
lo que ademas de recolectar todas las conchas que se encuentran durante los muestreos,
se realizan recolecciones a lo largo del afio, especialmente tras periodos de lluvia.

1.1 METODOLOGIA PARA CARACTERIZAR EL HABITAT

Durante el muestreo de la fase 2, ademas de recoger muestras del sedimento para ser
analizadas en el laboratorio, se midieron una serie de variables relacionadas con la calidad
del agua (pH, conductividad, % O, disuelto, etc.) y del lecho fluvial. Dada la importancia de
las condiciones de este ultimo para la supervivencia de los juveniles, se ha valorado el
grado de compactacién y de oxigenacion del lecho fluvial en diferentes tramos, siguiendo
las recomendaciones y procedimiento descritos por Geist & Auerswald (2007). Con este
fin, en cada estrato de alta densidad se realizaron 15 medidas de potencial redox (Eh) en
agua libre y a profundidades de 5 y 7 cm bajo el sustrato, y 15 medidas de resistencia a la
penetracidn, mediante los mismos dispositivos de medida descritos por los mencionados
autores.



2 RESULTADOS

Los resultados que se presentan en este informe han de considerarse preliminares y
tomarse con cautela, ya que no es posible aportar conclusiones definitivas ni sobre la
distribucién, ni sobre el estado de conservacion de las poblaciones, hasta la finalizacién de
los muestreos y del correspondiente analisis de los resultados.

2.1 RESULTADOS DEL MUESTREO EXTENSIVO (FASE 1). DISTRIBUCION

Durante el periodo comprendido entre los meses de junio y finales de octubre de 2011,
correspondiente a la época de mayor estiaje de los rios, se inicié la campafia de muestreo
centrada en las subcuencas del Alto Ulla, Arnego y Deza. En estas subcuencas existia
constancia de la presencia de la especie a través a muestreos previos, algunos de los
cuales fueron realizados durante el afio 2010 dentro del proyecto Life.

Se han examinado un total de 722 transectos de 50 m, lo que supone aproximadamente
36 kildmetros de rio recorridos a lo largo de sus cauces. El numero de rios tributarios
muestreados, contabilizando también los tramos del cauce principal del Alto y Medio Ulla,
es de 15, de los cuales sélo en ocho se han encontrado ejemplares vivos.

Tal y como se aprecia en la tabla 1, los rios con resultado positivo son Alto Ulla, Arnego,
Furelos y Pambre, el Deza y dos de sus afluentes, Asneiro y Toxa, asi como también el
cauce principal, entre el embalse de Portodemouros y la desembocadura del Deza, que
denominamos Ulla medio.

Tramo Principal Rio n2 tramos Tramos positivos % Positivos
Pambre 34 2 5,9%
Roxdan 8 0 —
Seco 11 0 —
Furelos 40 6 15%
Boente 19 0 -
Alto Ulla Iso 35 0 -
Brandeso (Vello) 7 0 -
Alto Ulla 102 63 61,7%
Arnego 129 56 43,4%
Rego das Abellas 19 0 —
Deza 129 17 13,2%
Cervaiifo 6 0 —
Ulla Medio Toxa 25 2 8%
Asneiro 62 7 11,3%
Ulla Medio 96 6 6,2%
TOTAL 722 159 22%

Tabla 1: Resultados preliminares obtenidos en la primera fase del muestreo

Aunque seria un dato util, no es posible aportar la relacion entre el nimero de transectos
positivos y los kildmetros de rio ocupados por la especie, dado que en los tramos
examinados se encuentran, frecuentemente, ejemplares aislados o colonias con pocos
individuos dispersas a lo largo del cauce. Este es el caso de la mayor parte de los rios que
han resultado positivos, a excepcién del Alto Ulla y del Arnego, en los que es posible
encontrar tramos con colonias extensas, formando manchas mds o menos continuas que



tapizan el lecho fluvial cerca de las orillas. Es ilustrativa en este aspecto la situacién del rio
Deza, en el que se han examinado 129 transectos, 17 han resultado positivos, y no se han
contabilizado mas de 40 ejemplares vivos, o la del Asneiro en el que se han encontrado
igual nimero de conchas que de ejemplares vivos.

En la figura 6 se muestra el mapa de la cuenca con los transectos muestreados y los
resultados obtenidos. En él se sefialan los puntos negativos, positivos y también aquellos
en los que Unicamente se encontraron restos de conchas, pero no ejemplares vivos.

En las figuras 7, 8,9, 10,11 y 12 se precisan las abundancias de los transectos de 1 km que
han resultado positivos la fase 1 en las diferentes subcuencas.

El cartografiado detallado de estos resultados se presenta en formato shape, realizado
con un sistema de informacién geografica (GIS).
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2.2 RESULTADOS DEL MUESTREO INTENSIVO (FASE 2). ANALISIS DE LA DENSIDAD

Unicamente se han considerado viables para la realizacién de muestreos por estratos, el
rio Arnego y el Alto Ulla. En cada uno de ellos se han seleccionado seis tramos de 50 m,
distanciados entre si y donde se habia constatado la presencia de un nimero significativo
de ejemplares durante la fase 1.

La situacion de los tramos se puede observar en la figura 13.
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Figura 13. Mapa mostrando la localizacidn de los diferentes tramos muestreados en la fase 2 de los rios
Arnego y Alto Ulla

Es necesario sefialar que el patrén de distribucidn espacial en agregados, caracteristico de
la especie, dificulta el muestreo. La tendencia general es a subestimar la densidad, ya que
frecuentemente los ejemplares estan restringidos a unos pocos agregados, que tienen
una alta probabilidad de no ser incluidos en muestras tomadas al azar.

La técnica de muestreo por estratos corrige en cierta medida esta tendencia, y el indice de
Morisita estandarizado, en la mayoria de los casos superiores a 0, confirma este tipo de
distribucidn en agregados en los tramos muestreados.

En el rio Arnego, las mayores densidades se observan en el tramo de Arnego3 que alcanza
8,897 ejemplares/m”y en el que se estima la presencia de unos 7.540 individuos. Las mas
bajas se corresponden al tramo de Arnego2 con 0,337 ejemplares/m”. De forma general,
excepto para este Ultimo tramo, las densidades obtenidas en el rio Arnego son superiores
a las del Alto Ulla.
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En el Alto Ulla las cifras mas altas de densidad corresponden al tramo de Ulla5 con 1,281
individuos/m?y un nimero de ejemplares estimados de 698. (Figuras 14y 15).

Densidades tramos Alto Ulla y Arnego

Arnego3
Arnego4
Arnegob
Arnego5
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Arnegol -
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Ullad
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Ullal
Ulla3 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 14. Distribucion de densidades en los diferentes tramos de los rios Arnego (azul) y Alto Ulla
(naranja)

En Ulla3 la densidad es llamativamente baja (0,076 ind/m2), se estima la presencia de sélo
38 individuos en el tramo, y el indice de Morisita estandarizado es negativo. Se evidencia,
por tanto, que en esa zona la distribucion es uniforme, no existiendo parches ni agregados
de mejillones. Esto puede estar relacionado o bien con una escasa oferta de habitats
propicios en el tramo (adecuacion del substrato, presencia y accesibilidad de
hospedadores, velocidad de la corriente...) o, lo que es mas probable, que esta situacion
sea el resultado de una serie de impactos negativos, puntuales o mantenidos en el
tiempo, que provocaron pérdidas de efectivos, mermando la poblacidn hasta la situacidn
actual.

n? individuos estimados tramos Alto Ulla y Arnego
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Ullas
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Figura 15. Distribucién del nimero de individuos en los diferentes tramos de los rios Arnego (azul) y Alto
Ulla (naranja)
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A continuacidn se presentan con detalle los resultados parciales obtenidos en ambos rios,

tanto para los estratos de baja y alta densidad (centro del rio y orilla respectivamente),

como para el conjunto del tramo.

ALTO ULLA
Tramo Ullal Fecha: Septiembre 2011
Resultados parciales por estratos
Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 1.714 0.000 0.259
Desv. Tip. 1.352 0.000 0.088
Superficie (m?) 150 842 992
Estimacion n2 ejemplares 257 0 257
indice Morisita estandarizado 0.047 - -
Tramo Ulla2 Fecha: Septiembre 2011
Resultados parciales por estratos
Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 2.400 0.000 0.440
Desv. Tip. 2.203 0.000 0.145
Superficie (m?) 200 890 1090
Estimacion n? ejemplares 430 0 480
indice Morisita estandarizado 0.514 -- -
Tramo Ulla3 Fecha: Septiembre 2011
Resultados parciales por estratos
Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 0.308 0.000 0.076
Desv. Tip. 0.543 0.000 0.053
Superficie (m?) 125 378.5 503.5
Estimacion n2 ejemplares 38 0 38
indice Morisita estandarizado -0.042 - -
Tramo Ulla4 Fecha: Septiembre 2011
Resultados parciales por estratos
Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 1.913 0.000 0.371
Desv. Tip. 1.795 0.000 0.141
Superficie (m?) 125 519 644
Estimacion n2 ejemplares 239 0 239
indice Morisita estandarizado 0.500 - -
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Tramo Ulla5 Fecha: Julio 2011

Resultados parciales por estratos

Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 5.939 0.235 1.281
Desv. Tip. 5.365 0.485 0.380
Superficie (m?) 100 445 545
Estimacion n2 ejemplares 593 105 698
indice Morisita estandarizado 0.534 - -
Tramo Ulla6 Fecha: Julio 2011

Resultados parciales por estratos

Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 1.091 0.428 0.557
Desv. Tip. 1.101 1.134 0.355
Superficie (m?) 150 625 775
Estimacion n? ejemplares 163 267 430
indice Morisita estandarizado 0.081 1.000 -
ARNEGO
Tramo Arnegol Fecha: Julio 2011

Resultados parciales por estratos

Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 4.000 0.160 0.712
Desv. Tip. 2.708 0.400 0.203
Superficie (m?) 100 596 696
Estimacion n? ejemplares 400 95 495
indice Morisita estandarizado 0.504 - -
Tramo Arnego2 Fecha: Julio 2011

Resultados parciales por estratos

Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 1.000 0.143 0.337
Desv. Tip. 1.732 0.378 0.249
Superficie (mz) 100 341 441
Estimacion n2 ejemplares 100 49 149
indice Morisita estandarizado 1.000 - -
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Tramo Arnego3

Fecha: Septiembre 2011

Resultados parciales por estratos

Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 26.800 5.800 8.897
Desv. Tip. 20.112 8.164 2.868
Superficie (m?) 125 722.5 847.5
Estimacion n2 ejemplares 3350 4190 7540
indice Morisita estandarizado 0.600 0.588 -
Tramo Arnego4 Fecha: Septiembre 2011
Resultados parciales por estratos
Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 12.470 0.364 2.157
Desv. Tip. 6.437 0.584 0.486
Superficie (m?) 125 719 844
Estimacion n2 ejemplares 1559 261 1820
indice Morisita estandarizado 0.515 -0.073 -
Tramo Arnego5 Fecha: Septiembre 2011
Resultados parciales por estratos
Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 3.579 0.572 1.384
Desv. Tip. 3.645 0.956 0.534
Superficie (m?) 100 270 370
Estimacion n2 ejemplares 358 154 512
fndice Morisita estandarizado 0.564 0.423 -
Tramo Arnego6 Fecha: Septiembre 2011
Resultados parciales por estratos
Alta densidad Baja densidad TRAMO
Densidad ejemplares (Ej./mz) 6.857 0.308 1.987
Desv. Tip. 5.229 0.543 0.728
Superficie (m?) 200 580 780
Estimacion n2 ejemplares 1371 179 1550
indice Morisita estandarizado 0.547 -0.042 --
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2.3 RESULTADOS SOBRE EL ESTADO DE CONSERVACION DE M. margaritifera

La abundancia y la capacidad de reclutamiento son dos variables fundamentales para
determinar el estado de conservaciéon y realizar un diagndstico sobre la situacion de la
especie. Sin embargo, para evaluar la capacidad de reclutamiento es necesario conocer
previamente las distribuciones de frecuencias de edades en las poblaciones.

Conocer con precisién la edad de los ejemplares de esta especie sélo es posible
sacrificando los animales ya que, en la mayoria de los casos, sélo se pueden observar las
lineas anuales de crecimiento de las valvas si se desprende el periostraco. Evidentemente,
el sacrificio de ejemplares estd descartado, lo que nos lleva a contemplar otras
alternativas (Figuras 16 y 17).

La longitud de la concha esta correlacionada con la edad, por lo que se utiliza
habitualmente como estimador. De forma general, se asume que los ejemplares menores
de 65 mm son juveniles (Hastie et al., 2000; Moorkens et al., 2007).

Durante los muestreos intensivos se midieron las longitudes maximas de alrededor de 100
ejemplares recogidos al azar de entre los observados en los transectos. Con esas medidas
se construyeron histogramas de frecuencias de longitudes de concha para cada tramo
tanto del Alto Ulla (Fig. 18), como del rio Arnego (Fig. 19).

Para una interpretacién correcta de los resultados, es necesario tener en cuenta que, a
diferencia de lo que sucede en latitudes septentrionales de Europa, se ha comprobado
que M. margaritifera en Galicia es menos longeva, y posee una tasa de crecimiento mas
alta y variable entre rios (Bauer, 1986, 1992; San Miguel et al., 2004; Outeiro et al., 2008).
De esta forma, adoptar el criterio de 65 mm en estas poblaciones puede conducir a
errores en el diagndstico. Si con la misma longitud se encuentran ejemplares de edades
dispares, se podrian estar considerando juveniles a individuos adultos y viceversa.

Una mejor aproximacion a la estima de las edades, consiste en analizar las valvas vacias
recogidas en cada rio. A partir de ellas se puede conocer la longitud que tenian los
ejemplares a diferentes edades, lo que permite construir claves talla-edad especificas
para cada rio. Con la clave talla-edad y las longitudes de los ejemplares vivos es posible
obtener un histograma con la distribucidn de frecuencias de las edades estimadas, y
analizar la estructura demografica.

Las conchas vacias se recolectaron durante los meses de invierno, aprovechando los
arrastres producidos por las fluctuaciones de nivel de caudal en los rios. Estas conchas
fueron posteriormente tratadas en el laboratorio para eliminar el periostraco. En total se
han recogido y tratado 243 conchas del Alto Ulla, 214 del Arnego, 6 del Deza y 18 del
Asneiro.

Es bastante indicativo de la situacidn actual de la especie en esta cuenca el hecho de que
en los rios Asneiro y Toxa, se hayan encontrado mds conchas que mejillones vivos. En el
caso del rio Toxa, informaciones recogidas de habitantes de la zona aportan, ademas,
datos no desdefiables sobre la abundancia de la especie hace mas de treinta afios.
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Figura 16. Valvas antes y después de ser eliminado elperiostraco Figura 17. Varadero de conchas

En el presente informe se exponen Unicamente los datos de la distribucidn de frecuencias
de longitudes de los 12 tramos muestreados en la fase 2. Las claves talla-edad estan
todavia en fase de elaboracién. De esta forma, hasta que no se analice la estructura por
edades, los resultados que se exponen a continuacién son meramente indicativos y han
de tomarse con cautela.

En la tabla 2 se indica el numero de ejemplares medidos en cada tramo para la
elaboracion de las gréficas.

Tramo Arnego N2ind medidos Tramo Alto Ulla N2 ind medidos

Arnegob 151 Pontenova 129
Arnego2 69 San Xurxo 142
Arnego3 152 Trasmil 36

Arnego4 152 Ramil 131
Arnego5 130 Barazén 175
Arnegol 156 Tostachorexe 67

TOTAL 810 680

Tabla 2: N2 de inviduos medidos en cada tramo de los rios Arnego y Alto Ulla

Siempre que fue posible, se midieron mas de 100 ejemplares por tramo. En los tramos de
Arnego2, del rio Arnego, y en Ulla3 y Ulla6, del Alto Ulla, no se alcanzo esta cifra por ser
escasos los ejemplares presentes.

Los resultados de los histogramas de frecuencias de longitudes, tanto del Alto Ulla (Fig.
19) como del Arnego (Fig. 20), muestran que la presencia de ejemplares menores de 65
mm es siempre menor del 5% (Fig. 18). Si bien es cierto que los ejemplares mas pequeinos
(menores de 30 mm) pueden pasar desapercibidos con el sistema de muestreo empleado,
si deberian aparecer los que tienen medidas entre 30 y 65 mm. La Unica explicacidn para
su escasa presencia es que las poblaciones tienen dificultades para reproducirse con éxito
desde hace tiempo.

Pese a todo, tanto en el Alto Ulla (tramos Ullal y Ulla5) como en el Arnego (tramo
Arnego5) se encontraron individuos con longitudes entre 45-50 mm, lo que corresponde
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sin duda a juveniles. Esto indica que la especie, pese a las dificultades, conserva todavia
capacidad reproductiva, pero insuficiente para sostener la poblacién.

Por otra parte, se observan diferencias entre las longitudes de los ejemplares del Alto Ulla
y del Arnego. Asi, en casi todos los tramos del Alto Ulla se encuentran individuos mayores
de 105 mm, y las medidas de concha mas frecuentes oscilan entre 85-100 mm (Fig. 20),
mientras que en el Arnego no se encuentran ejemplares mayores de 105 mm vy las
medidas mas frecuentes son menores, entre 70-90 mm (Fig. 21). Este resultado puede
deberse, bien a que las poblaciones del Alto Ulla estan mas envejecidas que las del
Arnego, o bien que en el Arnego el ritmo de crecimiento de los ejemplares es menor y son
mas pequeiios con la misma edad.

En la actualidad se estdn elaborando las claves talla-edad, que permitirdn responder a esa
cuestion y realizar un diagndstico concluyente.

% <65 mm Arnego
Arnego4-6
Arnego2
Arnego3
Arnegol
Arnego5
Arnego7
0 0,5 1 15 2 2,5 3 35 4 4,5 5
% <65 mm Alto Ulla
Ullas | | | | | |
S N
Ulla2 ‘
Ullad
1 Ullaé
Ulla3
0 0,5 1 15 2 25 3 35 4 4,5 5

Figura 18. Porcentaje de ejemplares menores de 65 mm localizados en los tramos del Alto Ulla y Arnego.
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Figura 19.- Histogramas con las distribuciones de frecuencias de longitudes en los diferentes tramos del Alto Ulla. La flecha indica la longitud 6.5 mm.

26



<
N h
zzsozzs )
o 4
o "
Yo ’
$ S "
zo,a&oo )
S S
~
& 4
oo S
o
ozw S
O o ¥
&yo&a ;
O ¥
& 4
SIS ¥
S
&
A7 ;
OJ> 7
)0.1»0\m: Ao
S ' E
~ < @ a%m - S
o o3 So3
g e S LOE o & 2
9] @ 5§ & S §
£ g sozm K 2 @53
- C f=- N
< < S < S
N N
0 © P
N N
7 ©
& &
Rd LN
& &
) ESES)
N &
D P
& ¥
D DD
[N &
N N
S &
S s
(N &
B o
o
[N g
o mn
S B I3L&R 28 -° g B RARKR VS Ve B IL&R L8 e
(%) seuandaiy (%) sepuandaly (%) sepuandaiy
>
3
N
o
> Y
Jo.oz o
NN
Lo
g
~ ozv
S
S
&
S
&
ozv
O P
)
sozm
O &
&
S°
§
&
00 K
OJ»
O° A
A A
&.ozs £
© « T3 \n
I}
o o QB =]
& & So8 | &
o 2 & 3
£ c & £
< < &o.ozvo <
0 0
Cai¥:
5
o ©
W
N
0 5o
eozv
O S
S
ozv
o
eo(e
IS
»
oz\?
o
&
S
B
i
oS
& ©
m g n 9 ;1 g w o a8 & a8 » - 2R RAR B Ve
(%) serpuandaiy (%) seruandaiy (%) seruandaiy

27

Figura 20.- Histogramas con las distribuciones de frecuencias de longitudes en los diferentes tramos del rio Arnego. La flecha indica la longitud 6.5 mm.



2.4_RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DEL HABITAT

Por lo general, la mayoria de los tramos presentan valores de Eh superiores a 300 mV en
la columna de agua libre, lo que indica condiciones de alta oxigenacién (Figuras 21y 22).
Sin embargo, en los espacios instersticiales del lecho fluvial se aprecian, en algunos casos,
caidas de potencial superiores a 100mV. Destacan cuatro tramos en los que el Eh
desciende por debajo de los 300mV a 7 cm, tres del Alto Ulla (Ulla4, Ulla2 y Ulla3) y uno
en el Arnego (Arnego6). Esto indica condiciones reductoras y no aptas para la
supervivencia de los juveniles.

En los tramos de Ullad4 y Ulla3 no se detectd la presencia de juveniles, por lo que los
valores de Eh obtenidos podrian apuntar como causa una deficiente oxigenacion del
lecho.

En relacion a los perfiles de resistencia a la penetracién, no se han observado problemas
de compactacién en ninguna de los transectos, si bien, en Arnego6 existe un sustrato
poco profundo (£ 5 cm) y, ademads, presentd una resistencia a la penetracion superior al
resto de localidades (0,25-0,40 kg/cm2). En este tramo tampoco se han encontrado
juveniles, y la abundancia de individuos fue muy baja por lo que el estado del lecho del rio
podria estar influyendo en la supervivencia de la especie.

Estos resultados deben ser considerados como preliminares, ya que, junto con el resto de
parametros estudiados en la cuenca, se utilizaran para realizar un analisis integral para
establecer el estado del habitat de Margaritifera margaritifera en la cuenca de Ulla.
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Figura 21. Caracterizacion del lecho fluvial en los tramos del Alto Ulla. Perfiles resultantes de las medidas de potencial
redox en agua libre, a 5y 7 cm de profundidad en el substrato y de resistencia a la penetracion.
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Figura 21 (cont.) Caracterizacidn del lecho fluvial en los tramos del Alto Ulla. Perfiles resultantes de las medidas de
potencial redox en agua libre, a5 y 7 cm de profundidad en el substrato y de resistencia a la penetracion.
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Figura 22. Caracterizacion del lecho fluvial en los tramos del Arnego. Perfiles resultantes de las medidas de potencial
redox en agua libre, a 5y 7 cm de profundidad en el substrato y de resistencia a la penetracion.
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Figura 22. (cont.) Caracterizacién del lecho fluvial en los tramos del Arnego. Perfiles resultantes de las medidas de

potencial redox en agua libre, a5 y 7 cm de profundidad en el substrato y de resistencia a la penetracion.
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3 ANEXO 1. ACTIVIDADES REALIZADAS DENTRO DE LA ACCION
PREPARATORIA A5: DEFINICION DE UNIDADES DE GESTION Y
SELECCION DE REPRODUCTORES PARA EL PLAN PILOTO DE
CONSERVACION EX SITU M. margaritifera

Tal y como se ha explicado al inicio del documento, se incluye en este Anexo 1 un informe
preliminar del estado de ejecucion de la Accién A5

3.1 RESUMEN

Se han iniciado las tareas planteadas de andlisis genético para la consecucion de los
objetivos previstos en el proyecto.

1) En primer lugar, se ha adecuado y ejecutado un protocolo de extraccion de DNA a
partir de muestreos no invasivos de hemolinfa en todos los tramos de M. margaritifera
caracterizados en la cuenca del Ulla, constituyendo un banco de DNA preservado para
futuros estudios genéticos.

2) En segundo lugar, se ha puesto a punto un panel optimizado de marcadores
moleculares para llevar a cabo el andlisis genético poblacional. Por un lado, de cara al
encuadre taxondmico y filogeografico de las muestras estudiadas (contexto
macrogeografico de la especie) se han ajustado las condiciones de secuenciacidon de dos
marcadores de DNA mitocondrial (16S rRNA y COli). Por otro, se ha seleccionado una
bateria de 12 marcadores microsatélites (MarMal1632, MarMa2671, MarMa3050,
MarMa3621, MarMa4143, MarMa4277, MarMa4322, MarMa4726, MarMa4859,
MarMa5023, MarMa5167 y MarMa5280) que en estudios previos han mostrado utilidad
para abordar el andlisis genético poblacional de esta especie a nivel microgeografico.

3) Se ha iniciado la evaluacidn filogeografica preliminar en submuestras de los tramos a
estudio mediante secuenciacidon de los dos marcadores mitocondriales anteriormente
citados. Todos los tramos muestreados de han genotipado para los 12 marcadores
microsatélites, utilizando muestras de estudios previos en Galicia y Centro Europa para
establecer las categorias alélicas de referencia. Los genotipos multilocus obtenidos
permitiran iniciar el andlisis de datos genéticos poblacionales acorde a lo previsto.

3.2 MUESTREO BIOLOGICO

Hemos partido de los resultados obtenidos en nuestro trabajo anterior (Bouza et al.,
2007) que revelaban el elevado grado de estructuracidén genética de las poblaciones de
esta ndyade en los rios gallegos. Estos datos apuntarian a considerar cada una de las
cuencas como una unidad de gestién de conservacion y obligarian a disefiar una
estrategia de gestion comun para cada una.

El primer paso para llevar a cabo el plan de conservacidn ex situ propuesto para la cuenca
del Ulla, es caracterizar los recursos genéticos disponibles de la especie en la cuenca para
definir el potencial genético estructurado a conservar (unidades de gestion) en el medio
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natural. Estos datos son esenciales para apoyar el plan de cria en cautividad, en el que se
parte de mejillones salvajes para formar el ndcleo de reproductores que provisionara los
gloquidios empleados para infectar los peces. En nuestro trabajo previo, se analizdé una
Unica muestra en la cuenca, en el rio Arnego, que mostrd los niveles mas reducidos de
variabilidad genética detectados en el conjunto de poblaciones gallegas (nUmero medio
de alelos 1,2 y heterocigosidad esperada 0,010). Estos datos, que sugerian un deterioro
importante de la especie en esta cuenca, van a ser reevaluados en el presente proyecto
en el que se ha realizado un exhaustivo muestreo de las principales regiones
hidrograficas. Ademds constituyen una alerta sobre la necesidad de evitar pérdidas de
diversidad genética en la fundacion del programa ex situ, ya que, para preservar el
potencial genético adaptativo y garantizar la viabilidad poblacional a medio-largo plazo,
resulta primordial que los reproductores elegidos representen (retunan) toda la
variabilidad genética presente en la cuenca.
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Figura 23. Mapa de la cuenca del Ulla con la localizacién de los tramos correspondientes al estudio genético

Por tanto, para tener una visién global de los niveles de variabilidad genética de toda la
cuenca, el primer paso ha sido ampliar el nimero de muestras a analizar.

El area de muestreo para este estudio ha incluido, siempre que ha sido posible, los tramos
seleccionados de la fase 2, por observarse en ellos las mayores abundancias de
ejemplares. Al finalizar la segunda fase del muestreo y ya definidos los limites del tramo
de 50 m, se realizd un recorrido con equipo de apnea por encima y por debajo de la zona
acotada. El objetivo ha sido recoger individuos al azar y distanciados entre si, a lo largo de
todo el parche de distribucién en esa zona, inicidndose el muestreo donde comienzan a
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observarse ejemplares y finalizando donde dejan de estar presentes. La superficie media
recorrida no superé de forma general los 300 m, y sus limites frecuentemente coincidian
con modificaciones morfoldgicas en el cauce o discontinuidades en el habitat, que
impedian o dificultaban el asentamiento de la especie.

De esta forma se han obtenido muestras en cinco tramos del Arnego vy seis del Alto Ulla.
Excepciones a este protocolo son el tramo G22 del rio Arnego, que se ha seleccionado
considerando un reparto mas homogéneo de las muestras, y los de los rios Deza, Asneiro,
Furelos y Ulla Medio, donde los ejemplares eran escasos y se encontraban dispersos a lo
largo del rio. El hecho de que en estos Ultimos rios no existiese constancia previa de la
presencia de la especie y de que se hayan incluido en el andlisis genético, ha elevado el
numero de tramos analizados de los 18 previstos inicialmente, a 22. En la Figura 23 se
muestra la localizacién de los tramos en la cuenca.

El DNA se ha obtenido a través de la extraccién de hemolinfa del pie del animal utilizando
una aguja hipodérmica. Este método se ha revelado como el mas inocuo para la
supervivencia de la ndyade (Geist & Kuehn, 2005). EI nimero minimo de individuos
utilizados, siempre que ha sido posible, ha sido de 30 ejemplares por tramo (Tabla 3). Una
vez realizada la extraccion, los ejemplares fueron marcados, fotografiados, medidos y
devueltos al rio.

Cadigo Ne
Rio tramo individuos | Localidad Denominacion
2G 30 Ulla6 2G
5G 31 Ulla5 5G
Alto Ulla 116G 30 Ulla3 11G
12G 30 Ullad 12G
13G 30 Ullal 13G
14G 30 Ulla2 14G
6G 30 Arnego4 6G
7G 30 Arnego5 7G
Arnego 8G 30 Arnegol 8G
9G 31 Arnego3 9G
10G 30 Arnego2 10G
22G 30 Arnego8 22G
21G 11 Dezal
3G 9 Deza2
Deza 4G 4 Deza3 DE
Furelos 15G 30 Furelosl FU
16G 5 Ulla7
17G 4 Ulla8
Ulla Medio 18G 1 Ulla9
19G 2 Ulla10 UM
20G 1 Ullall

Tabla 3. Tramos de muestreo genético de M.margaritifera analizados en la cuenca del Ulla.
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Se puso especial cuidado en seleccionar individuos con diferentes tallas, y con longitudes
superiores de 4,5cm. De cada individuo se extrajeron 0.5 mL de hemolinfa que se
almacend en tubos eppendorf etiquetados y guardados en frio durante el transporte al
Laboratorio del Servicio de Secuenciacidon de la Plataforma USC Gendmica, sito en la
Facultad de Veterinaria del campus de Lugo, donde se procesaron y almacenaron a -80°C.

3.3 EXTRACCION Y EVALUACION DE CALIDAD DEL DNA.

Se ha ajustado un protocolo de extraccién de DNA a partir de hemolinfa que permite
maximizar la preservacion de este material bioldgico. Dicho material requiere un
importante control de la temperatura, tanto durante la toma de muestras, como en el
transporte al laboratorio de genética, donde se realizard el procesado posterior. El DNA
total fue aislado de todas las muestras, utilizando el sistema de purificacion NucleoSpin®
Tissue (CULTEK), siendo procesadas de acuerdo a las especificaciones de kit comercial. La
cantidad y la calidad del DNA se evalué mediante espectrofotometria (Nanodrop). Cuando
las muestras presentaron concentraciones de DNA reducidas (<20-30ng/puL) se empleé el
Kit de amplificacion GenomiPhi. Las concentraciones finales oscilaron entre 5 y 150 ng/uL
por cada 100 pL de eluciéon, permitiendo realizar todos los analisis genéticos subsiguientes
y crear un banco de DNA.

3.4 SELECCION DE MARCADORES MOLECULARES

Como marcadores genéticos se han seleccionado 12 loci microsatélites (MarMa1632,
MarMa2671, MarMa3050, MarMa3621, MarMa4143, MarMa4277, MarMa4322,
MarMa4726, MarMa4859, MarMa5023, MarMa5167 y MarMa5280), y dos secuencias
parciales de DNA mitocondrial: 16S rRNA y COI, que han demostrado en estudios previos
su utilidad para abordar analisis poblacionales y filogeograficos en la especie (Bouza et al.,
2007; Geist et al., 2005; Machordom et al., 2003).

3.5 ANALISIS PRELIMINAR DE SECUENCIAS DE DNA MITOCONDRIAL

Se ha iniciado la secuenciacién de un total de 1.153 bp de DNA mitocondrial para un
rastreo preliminar de la variacidn existente en el area de estudio, seleccionando
inicialmente una submuestra de 10 individuos por tramo. Para obtener los 657 pb de la
region COIl se emplearon los primers descritos en Folmer et al.. (1994) y para las 496 pb
de la region 16S los descritos en Lydeard et al.. (1996). El anadlisis se realizé en la
plataforma de secuenciacién USC utilizando el protocolo de ABI PRISM BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) en un
secuenciador automatico ABI PRISM® 3730xl| (Applied Biosystems, Foster City, CA). El
alineamiento de secuencias y el analisis de sitios variables se esta haciendo manualmente
con el programa SeqgScape 2.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA) empleando como
referencia las secuencias de Machordom et al.. (2003) (GeneBanK accession numbers
AF303282 y AF303316 para las secuencias 16S y COl, respectivamente).
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3.6 RESULTADOS PRELIMINARES PARA MARCADORES MICROSATELITES

Se ha determinado el genotipo de un total de 429 individuos para los 12 microsatélites
seleccionados, todos depositados en el NCBI-GeneBank (Geist et al. 2003 y Geist y Kuehn
2005). Con 9 de ellos realizamos el estudio previo de caracterizacion de las poblaciones
gallegas (Bouza et al.. 2007), a los que se afnadieron 3 mds en el presente proyecto,
atendiendo a los niveles de variabilidad descritos para poblaciones europeas en otros
trabajos (Geist y Kuehn 2005). Las condiciones de amplificacién y reacciones PCR se
modificaron ligeramente de las descritas en Geist et al.., 2003 y Geist y Kuehn 2005.
Tanto en la puesta a punto de PCR como en el genotipado posterior, se han utilizado
muestras de referencia procedentes de Galicia, disponibles de nuestro estudio previo, que
incluia individuos de la poblacion mencionada del Arnego-Ulla. El analisis de fragmentos
de DNA se realizé en el secuenciador automatico (ABl PRISM® 3100 GENETIC ANALYSER
(Applied Biosistems) y el genotipado mediante el programa GeneMapper 4.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), utilizando muestras de referencia para la categorizacion
alélica respecto a muestras seleccionadas de estudios previos.

Para el anadlisis genético de los datos se estan utilizando diferentes paquetes estadisticos,
que implementan estimadores adecuados para el andlisis de diversidad y estructura
genética.

Figura 24. A. Extraccién hemolinfa. B. Procesado de las muestras C. Unidad de secuenciacion.
D. Andlisis del genotipado
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4 ANEXO 2. FICHA DE CAMPO

Ficha de campo utilizada y cubierta durante los recorridos de 50m a lo largo de los transectos

de 1Km.
LIFE Margaritifera 2011

Ne 10 20 POSITIVO NEGATIVO
Rio Cuenca | | FECHA |
LUGAR
CONCELLO PARROQUIA |

X Y
HORARIO MUESTREO (tiem po invertido) Hora comienzo Hora final

RECORRIDO50m X2 m

N° EJEM. N° CONCHAS (poner X) DISTRIBUCION
ESPECIE Observ. Observ. Recog. Juveniles dispersos colonias ambos
Margaritifera <6,5cm
Unio <5cm
Potomida <5cm
Anodonta <5cm

sernesqueron ||

seenomera |

BEIRAS ALTERNAS

AGUA

Profundidad
media

Velocidad agua

Sustrato

Anchura (m)

<10cm
0,5-1m

estancada :l

10-30 cm
1-2m

media[ |

predominante

secundario

fango < 0,75

area (0,75-2) mm

grava fina (2-10 mm)

grava gruesa (10-75 mm)

coios 7°5-30 cm

pedras >30 cm

Tipo masa agua|

30-50 cm
>2m

rapidal |

Contaminaciéon

Sélidos susp. |:|

espumal |

Oor[ ]

Vertidos sélidos |:|

HABITAT

Tipo de veg. Ribera anchura cobertura
Matogueira 0 0
Bosque autéctono <3m <33%

B. al6ctono 3-5m 33-66%
Mixto >5m >66%
Prados y cultivos

OBSERVACIONS
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