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RESUMEN

La obstruccion de sistemas de regadio por parte de bivalvos invasores, como el mejillon
cebra (Dreissena polymorpha) o la almeja asiatica (Corbicula fluminea), puede poner en
compromiso el suministro de agua a cultivos en la cuenca del Ebro. Hasta el momento,
los métodos quimicos mas utilizados para evitar este problema incluyen el uso de cloro y
el empleo de productos basados en el perdxido de hidrogeno.

En el presente estudio se ha ensayado el uso de dos formulaciones diferentes de
ingredientes activos microencapsulados (BioBullets), en tuberias obstruidas del sistema
de regadio de Modra La Nova, en la cuenca del Ebro. El primer producto, SB1000, se
administré a una concentracion de 150 mg/l mientras que el segundo, SB2000, fue
administrado a 30 mg/l. Ambos productos han pasado las normas de calidad reguladoras
para su uso en sistemas de abastecimiento de agua potable en Reino Unido. Asi mismo,
ambos productos fueron administrados utilizando un sistema automético de calibracion
durante 8 horas en dos dias consecutivos.

El niimero de organismos vivos, agonizantes y conchas recientemente vacias fue
monitoreado tanto antes de la administracion del producto como a lo largo de cuatro
semanas después. También se recogieron submuestras de bivalvos para su posterior
analisis. Los dos productos demostraron ser de extraordinaria eficacia en el exterminio de
ambas especies, llegando al 100% de organismos muertos en las muestras recogidas. El
mejilléon cebra se elimind mas rapidamente utilizando SB1000 que SB2000, aunque
ambos productos consiguieron el mismo resultado final. No se observd ninguna
diferencia de tamafio en cuanto a los organismos afectados, de lo que se deduce que los
productos podrian ser adecuados para el control de cualquier tipo de poblacidén que se
pudiera encontrar, independientemente del tamaiio de los individuos.

No se ha detectado dafio alguno de las BioBullets en los cultivos afectados, son seguras
de manejar y administrar y requieren un tiempo corto de administracion (dos o tres dias)
al final de cada temporada de crecimiento del mejillon, resultando por tanto un
tratamiento especialmente comodo. Las BioBullets ofrecen una solucion viable para el
control de la obstruccion por bivalvos en tuberias de riego.



INTRODUCCION

El mejillon cebra esta reconocido como una de las plagas con mayores impactos
econdmicos y medioambientales en todo el mundo. Su invasiéon en Europa occidental
(Aldridge et al., 2004) y los Grandes Lagos de Norte América (Hebert et al., 1989) ha
conducido a cambios importantes a nivel de ecosistema (Maclsaac, 1996), la eliminacion
de otras especies de unidnidos (Ricciardi et al., 1998) y la obstruccion extensiva de
tuberias de abastecimiento en todo tipo de infraestructuras como plantas energéticas,
potabilizadoras, sistemas de irrigacion, canales de navegacion y centros recreativos
(Khalanski, 1997). Solamente en Norte América se estima que el mejillon cebra ha
costado a la industria alrededor de 1-5 billones de dolares al afio (Pimentel et al., 2005).
En Espafia, un estudio de la Confederaciéon Hidrografica del Ebro (www.chebro.es)
revela que en la cuenca del rio Ebro el mejillon cebra ya ha provocado dafios valorados
en mas de 13 millones de euros desde su aparicion.

La llegada del mejillon cebra a la cuenca del rio Ebro a principios de 2000 ha suscitado
una gran preocupacion debido a sus potenciales repercusiones econdémicas y
medioambientales. La obstrucciéon de sistemas de riego, embalses y otras infraestructuras
industriales es enormemente costosa y continuard en aumento; mientras que los impactos
sobre el ecosistema, incluyendo especies endémicas amenazadas como la ndyade
Margaritifera auricularia, es de especial preocupacion para la conservacion. Por tanto, la
identificacion de estrategias de control del mejillon cebra en las masas de agua en Espafia
es de claro interés no s6lo econdmico sino también a nivel medioambiental.

La técnica mas popular de control del mejillébn cebra en el ambito industrial es la
cloracion. Sin embargo, este bivalvo ha demostrado ser capaz de cerrar sus valvas y dejar
de alimentarse cuando es expuesto a diversas toxinas, incluyendo el cloro (Claudi &
Mackie, 1994). El mejillon puede, de este modo, sobrevivir hasta tres semanas, por lo que
la cloraciéon ha de ser continuada durante al menos este periodo. Ademas, el cloro
reacciona con la materia orgdnica presente en el agua produciendo elementos
carcindgenos (trihalometanos, THM). Por este motivo, el uso de la cloracion esta
perdiendo popularidad, especialmente cuando el agua tratada es para consumo humano o
se va a verter directamente a aguas libres.

El control del mejillon cebra en el medioambiente es incluso mas problematico por los
grandes volumenes de agua que seria necesario tratar, el riesgo potencial para otras
especies y el impacto sobre los servicios a los que daria demanda la masa de agua (como
la provision de agua potable, de riego, zonas de pesca o recreativas).

En los ultimos afios se han desarrollado numerosas alternativas quimicas a la cloracion,
pero éstas a menudo se centran en el control de la fase de larva veliger en tuberias
industriales. En este caso, la dosis de control es relativamente baja dado que la larva
veliger es mas sensible que el adulto, siendo necesario unicamente que la larva cierre sus
valvas de modo que no llegue a adherirse a las paredes de la tuberia.



El incremento reciente de casos de obstruccion de sistemas de riego por parte tanto del
mejillén cebra como de la almeja asidtica, ha llevado a una considerable limitacion de la
capacidad de suministro de agua en la cuenca del Ebro. Hasta el momento, la solucion
mas aceptada ha sido el uso de cloro o productos basados en el peroéxido de hidrogeno.

El objetivo del presente estudio es el ensayo de una tecnologia emergente para el control
del mejillon cebra y otros bivalvos, las BioBullets o biobalas (Aldridge et al., 2006). Este
producto supera las limitaciones de la cloracion y el peroxido de hidrégeno y ha
demostrado con éxito su eficiencia para el tratamiento de obstrucciones en plantas
potabilizadoras de Reino Unido, por lo que ha sido concedido licencia de uso por parte de
las autoridades reguladoras inglesas (UK Drinking Water Regulators, DWI). Las
BioBullets utilizan la encapsulacion de un ingrediente activo en particulas microscopicas
de material comestible para el bivalvo. Aprovechando su habilidad natural para filtrar y
acumular particulas, el mejillon elimina el producto de la columna de agua sin llegar a
estimular el mecanismo de defensa por el cual cierra sus valvas. Gracias a dicha
capacidad natural del mejillon para concentrar BioBullets, la dosis de ingrediente activo
necesaria para tratar la obstruccion se reduce substancialmente. Las BioBullets estan
disefiadas por ingenieria para romperse y disolverse completamente en cuestion de horas,
por lo que el riesgo de contaminacién del ecosistema es minimo.



METODOLOGIA

Formulacion de la particula

Las particulas de liberacion controlada se desarrollaron comercialmente utilizando un
proceso modificado de espray seco (TasteTech Ltd., Bristol, U.K.). En primer lugar se
prepara una mezcla primitiva de ingrediente activo y producto encapsulante bajo
condiciones de viscosidad controladas. Esta mezcla se bombea a través de una boquilla
atomizante ultrasonica hacia una cdmara refrigerada. Las particulas atomizadas forman
esferas perfectas, que se enfrian a medida que descienden hacia el fondo de la camara. Un
sistema de transporte aéreo sirve para enfriar ain mas las particulas antes de su descarga
a través de un ciclon en un procesador de lecho fluido. Las particulas encapsuladas de
este modo son recubiertas con un tensioactivo no-iénico para ayudar a su dispersion en
medio acuoso. Un enfriamiento aun mayor del lecho fluido consigue eliminar todo el
calor liberado en la cristalizacion del producto antes de su empaquetado.

Se desarrollaron dos productos con diferentes ingredientes activos. SB1000 contiene un
compuesto de amonio cuaternario. SB2000 a su vez contiene un producto salino que
resulta toxico para el mejillon. Ambos productos han demostrado ser capaces de eliminar
con ¢€xito el mejillon cebra en laboratorio y su uso en infraestructuras de abastecimiento
potable ha sido aprobado en Reino Unido.

Administracion

Los productos fueron aplicados en el sistema de regadio de Moéra La Nova, el cual riega
300 Ha de olivos, melocotoneros, cerezos y almendros. En 2010 el principal suministro
de agua fue bloqueado debido a la obstruccidon por bivalvos, cuya limpieza supuso un
gasto de alrededor de 3000€. Dos especies fueron identificadas en el sistema: mejillon
cebra (Dreissena polymorpha) y almeja asiatica (Corbicula fluminea).

Se instalaron tomas en dos de las principales tuberias de distribucion donde se administro
el producto como polvo seco utilizando una bomba centrifuga con sistema venturi. El
flujo seleccionado en las tuberias fue de 10.000 1/h. La dosis de producto administrado se
controld con exactitud mediante un alimentador vibratorio (Coote Vibratory, UK) que se
calibr6 in situ. SB1000 se administré a 150 mg/l durante 8 horas a lo largo de dos dias
(10 y 11 de Mayo de 2011) en una longitud de tuberia de 5 km. SB2000 por su parte se
administré en una tuberia diferente de 2 km de longitud a una concentracion de 30 mg/l,
igualmente durante 8 horas, 2 dias (17 y 18 de Mayo de 2011). Un periodo de 8 horas
asegura que el producto se distribuye homogéneamente por toda la longitud de la tuberia.

Seguimiento

El monitoreo del ensayo se realizd mediante la inspeccion del material retenido en filtros
situados a lo largo de las tuberias tratadas. Un total de tres filtros fueron seleccionados en
cada tuberia ademas de un séptimo filtro en una tuberia no tratada. Los filtros se vaciaron
antes de cada prueba, recogiendo datos justo antes de comenzar las pruebas para contar
con datos de referencia. Para mejorar la captura de material, se dejo correr el agua a



través de los filtros en la medida de lo posible. Como la cantidad de agua que atravesaba
los filtros cada dia variaba considerablemente, en parte debido a los requerimientos de los
agricultores, la mejor manera de medir el resultado fue contar el nimero de ejemplares
vivos, agonizantes y conchas recientemente vacias. Los bivalvos vivos son aquellos que
cierran o mantienen cerradas sus valvas en respuesta a un ligero golpe en la concha. Los
individuos agonizantes no cierran sus valvas en respuesta al golpe y representan los
mejillones que han muerto recientemente. Las conchas recientemente vacias son aquellas
en las que el contenido tisular del mejillon se ha perdido, pero en las que todavia se
aprecia un periostraco brillante y un ndacar iridiscente. El monitoreo de ejemplares
continuo hasta el 16 de Junio de 2011.

Para investigar la influencia del tamafio en cuanto a la mortalidad de los ejemplares, se
midi6 la longitud maxima de la concha de 30 ejemplares vivos y 30 recientemente
muertos en cada ocasion, utilizando un calibre vernier. En caso de no encontrar 30
ejemplares, se midieron todos los ejemplares disponibles.

Una vez el tratamiento fue completado con éxito (el 20 de Mayo de 2011) se introdujo
una camara endoscopica en las tuberias tratadas para visualizar la presencia de mejillon
en los primeros 20 m de las mismas.

Analisis estadisticos

La mortalidad se calculdé como la proporcion de ejemplares vivos comparada con la de
individuos agonizantes y vacios. Se calculd el valor medio y el error estandar de las tres
réplicas recogidas a lo largo de cada tuberia.

El parametro de la longitud, tanto de mejillon cebra como de almeja asidtica, mostrd una
distribucion normal (Test de Anderson- Darling, P> 0.05). La selectividad por tamafio
fue, en consecuencia, investigada mediante el andlisis de t-Student al comparar la
longitud media de al menos, 30 individuos de cada categoria (individuos de mejillon
cebra y Corbicula vivos y recientemente muertos). Valores de P>0.05 demuestran que no
existen diferencias significativas en cuanto a la distribucion por tamafios de organismos
vivos y muertos.



RESULTADOS

Organismos presentes en la obstruccion

Durante la recogida de muestras quedo claro que la obstruccion no estaba causada por
mejillén cebra y almeja asidtica Unicamente, sino también por algas filamentosas y
recrecimientos considerables del hidrozoo Cordylophora caspia (Fig. 1). Ademads, una
pequeiia proporcion de los especimenes recogidos de Corbicula eran morfolégicamente
diferentes y posiblemente representen el primer registro de una nueva especie invasora en
la Peninsula Ibérica: Corbicula fluminalis (Fig. 2).

Figura 1. Crecimiento masivo del hidrozoo Cordylophora caspia, recogido de uno de los
filtros.

Figura 2. Corbicula fluminalis (?) en la linea superior, en comparacion con C. fluminea
en la linea inferior. Posiblemente un nuevo registro de especie invasora en la Peninsula
Ibérica.



Mortalidad

Ambos productos, SB1000 como SB2000, eliminaron de manera efectiva tanto D.
polymorpha como C. fluminea (Fig. 3). Se encontraron ejemplares agonizantes de ambas
especies tan solo unos dias tras la administracion del producto y siguieron siendo
recogidos durante aproximadamente una semana, tras la cual las conchas vacias
empezaron a ser dominantes. En ambos casos, se registrd una variabilidad considerable
entre los tres puntos de muestreo, que dieron fluctuaciones a lo largo del tiempo, como se
puede observar en las relativamente amplias barras de error (Fig. 3). Es importante tener
en cuenta que la interpretacion de estas figuras puede llevar a subestimar la mortalidad,
dado que algunos organismos no tratados con el producto pudieron haber sido arrastrados
hasta los filtros durante el muestreo, procedentes de zonas no expuestas a la accion de las
BioBullets.

Con respecto a los dos productos (SB1000 y SB2000), la mortalidad del mejillon cebra
parece mas rapida que la de Corbicula. SB1000 arrojo patrones mas variables,
alcanzando un 100% de mortalidad en el mejillon cebra tras cuatro dias pero
estabilizdndose en un nivel del 95% de mortalidad tras cuatro semanas. La mortalidad de
Corbicula se estabiliz6 tras dos semanas en un 80%. Por su parte, con SB2000 todos los
mejillones cebra recogidos estaban muertos tres dias después del tratamiento. La
mortalidad de Corbicula mostrd una tendencia en aumento, con un 100% de mortalidad
tras cuatro semanas aproximadamente.

La inspeccion del filtro de control no mostré material de ningtn tipo. Esto concuerda con
las observaciones experimentales de los filtros realizadas antes de comenzar el
tratamiento con BioBullets y sugiere que la mortalidad observada es consecuencia directa
de la aplicacion del producto.
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Figura 3. Mortalidad media (porcentaje de ejemplares agonizantes y vacios en
comparacion con vivos) de mejillon cebra y Corbicula tratados con dos formulaciones de
BioBullets (SB1000 y SB2000). La barra azul sefala el periodo de administracion del
producto para los dos tratamientos.

Seleccion por tamarios

Los especimenes de Corbicula mostraron una longitud de entre 7 y 28 mm; mientras que
los de mejillon cebra fueron entre 8 y 28 mm. Los de Corbicula en la tuberia tratada con



SB1000 fueron relativamente pequefios (7-18 mm), reflejando dos cohortes con picos
modales de 10 y 15 mm respectivamente. Los mejillones en la tuberia tratada con
SB1000 fueron de 8 a 27 mm, pero sin distinguirse cohortes. Corbicula en la tuberia
tratada con SB2000 mostr6 un mayor rango de tamafos (8-28 mm) con una poblacion
dominada por los organismos mas pequefios. Es interesante notar que la presencia de
mejillon fue rara en la tuberia tratada con SB2000 y de tamafio muy pequefio.

La frecuencia de tamafios de organismos vivos y muertos (incluyendo agonizantes y
recientemente vacios) fue particularmente parecida. No se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la distribucion de tamafios de mejillones cebra vivos y muertos
(t=0.567, df=59, P=0.576), y tampoco en el caso de Corbicula (t=0.360, df=65, P=0.720)
expuestos a SB1000 (Fig. 4). Lo mismo se encontrd para el caso de organismos expuestos
a SB2000 (mejillon: t=0.05, df=2, P=0.966; Corbicula: t=0.56, df=77, P=0.576) (Fig. 5).
Esto confirma que tanto SB1000 como SB2000 fueron capaces de eliminar eficazmente
tanto Corbicula como mejillon cebra de todos los tamafios, sin apreciarse seleccion
alguna.
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Figura 4. Frecuencia de tamafios observada en los organismos vivos y muertos de
mejillon cebra (ZM) y Corbicula (Cf) expuestos a SB1000.
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Figura 5. Frecuencia de tamafios observada en los organismos vivos y muertos de
mejillon cebra (ZM) y Corbicula (Cf) expuestos a SB2000.

Inspeccion con video

La inspeccion por medio de camaras mostré que ambas tuberias contenian pequefas
cantidades de mejillon cebra, pero no de Corbicula. La mayor parte de los mejillones se
situaron en el cuadrante superior de las tuberias. Dado que no existen datos de referencia
en cuanto a los niveles de obstruccion inicial, no es posible situar estas observaciones
correctamente en contexto.
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DISCUSION

Los ensayos realizados a lo largo de este proyecto tuvieron un gran éxito y mostraron que
tanto SB1000 y SB2000 son capaces de exterminar el mejillon cebra y Corbicula de las
tuberias de regadio. Aunque las BioBullets se habian ensayado con mejillon en el pasado,
¢ésta es la primera vez que se prueba con Corbicula. El hecho de que ninguno de los
productos fuera selectivo en cuanto al tamafio de los ejemplares eliminados sugiere que
los productos pueden ser utilizados para acabar con todo tipo de organismos, desde los
mas pequefios a los mas grandes. Si los productos se administran con frecuencia anual, el
tamafio de los bivalvos en las tuberias podria reducirse considerablemente y por tanto, la
biomasa del material que conforma la obstruccion.

La administracion de los productos no sufrio retrasos ni complicaciones inesperadas. El
seguimiento se vio no obstante limitado por el hecho de trabajar en un area de casi 300
agricultores, en los que cada uno requeria un riego particular de sus campos de cultivo.
Esto dio lugar, en ocasiones, a dificultades en cuanto a la recoleccion de datos.

La presencia de bajas densidades de mejillon cebra vivo en las tuberias tras el tratamiento
puede reflejar varios factores. En primer lugar, el bajo caudal utilizado durante la
administracion del producto podria haber resultado en un llenado parcial de las tuberias.
El mejillon se adhiere a la pared de la tuberia a través de su biso, por lo que ocupa toda la
circunferencia. Corbicula por su parte, no tiene biso y se acumula en el fondo de la
tuberia. Esto puede haber ocasionado que no todos los mejillones cebra hayan estado
expuestos a las BioBullets y explicaria la presencia de mejillones pero no de Corbicula
en la parte superior de la tuberia (observados con la camara endoscopica). En segundo
lugar, en plantas de tratamiento de agua en Reino Unido se ha constatado que la
mortalidad es menor en los 20-30 m aguas abajo del punto de tratamiento, ya que el
producto se dispersa por completo en el agua a partir de cierta distancia. En tercer lugar,
el tratamiento se realizd durante 8 horas en dos dias. Durante este tiempo, algunos
mejillones pueden haber cerrado sus valvas de forma natural, no estando expuestos a
grandes dosis del producto. Este problema se podria solucionar mediante periodos de
dosficacion mas largos.

La presencia continuada de ejemplares vivos de Corbicula en los filtros podria ser reflejo
de material fresco arrastrado a lo largo de las tuberias desde puntos mas abajo del punto
de tratamiento. Corbicula tiende a ser arrastrado mas facilmente que el mejillén por su
falta de biso para adherirse a las paredes de la tuberia. Es decir, de nuevo, no todos los
ejemplares recogidos en los filtros habrian sido expuestos al producto.

El tratamiento con BioBullets ofrece varias ventajas:
1. Es seguro, facil de almacenar y manipular
2. No causa dafio alguno a los cultivos afectados

3. Puede utilizarse como un tratamiento rapido al final de la temporada de riego,
ahorrando en costes operativos y de personal
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El presente estudio ofrece evidencias de que tanto SB1000 como SB2000 pueden ser
usados como un método de control viable de las obstrucciones ocasionadas por el
mejillon cebra en los sistemas de regadio.
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