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0. Datos generales

0.1. Datos del organismo solicitante

MIMISTERIO
COMFEDERACION
DE MEDIO AMBIEMTE HIDROGRAFICA

¥ MECIC RLIRAL Y MARIMC DEL EBRO

0.1.1. NOMBRE DE LA EMPRESA/ORGANISMO ACTUANTE
Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino. Confederacion Hidrografica del Ebro

0.1.2. ACTIVIDAD PRINCIPAL
Organismo Gestor de Cuenca.

0.1.3. PERSONA DE CONTACTO
D

Y

. Concha Duran Lalaguna
Antonia Anaddn Marco

(w)
Y

0.2. Datos de la entidad actuante

0.2.1. NOMBRE DE LA EMPRESA ACTUANTE
CIMERA ESTUDIOS APLICADOS, S. L.

0.2.2. DOMICILIO

Parque Cientifico de Madrid.
P.T.M. — C/ Santiago Grisolia 2
28760 Tres Cantos (Madrid)

0.2.3. TECNICO RESPONSABLE

José Miguel Rodriguez Cristébal (Ldo. CC. Bioldgicas).

Santiago Robles Claros (Ldo. CC. Bioldgicas).

0.2.4. LABORATORIO

CIMERA ESTUDIOS APLICADOS, S. L.
PARQUE CIENTIFICO DE MADRID

0.2.5. IDENTIFICACION INFORME
Informe n® SJ_054/2010_CHE
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1. Introduccion y Objetivos

El presente trabajo ha sido encargado por la Confederacion Hidrografica del Ebro a
Cimera Estudios Aplicados y se enmarca dentro del Plan de Choque para el control de
la invasién de Mejillon Cebra que éste organismo mantiene desde el afio 2007.

De entre los multiples objetivos desarrollados en dicho documento, esta el de
establecer un seguimiento larvario de la poblacion de este molusco bivalvo en las
masas de agua gestionadas por la Demarcacién Hidrografica del Ebro. Desde la
puesta en marcha del Plan de Choque, dicho objetivo viene siendo desarrollado por
este organismo por medio del muestreo y deteccién por medios 6pticos, a lo largo de
los ultimos tres afos.

Las técnicas de muestreo y deteccion basadas en biologia molecular permiten, una vez
puestas a punto, la identificacién de incluso fracciones incompletas de un solo individuo
en muestras procedentes de filtrados planctonicos. Con este prometedor
planteamiento, Cimera comenzé en el afo 2009 los primeros ensayos para la puesta
en marcha de una técnica protocolizada para la deteccion de la presencia de individuos
de esta especie mediante el uso de técnicas genéticas. Gracias al apoyo de la
Confederacion Hidrografica del Ebro, se pudo alcanzar un primer hito al conseguir un
protocolo funcional para el uso de la técnica en muestras puras (sin interferentes
quimicos o biolégicos) que recientemente ha concluido satisfactoriamente y puede ser
aplicado en muestras reales procedentes de un filtrado real de una masa de agua.

Como resumen de las mejoras que actualmente ofrece esta técnica podriamos citar:

i) Elimina posibles errores en la identificacion taxonémica: Este aspecto resulta
especialmente interesante en muestras en las que el estado de conservacion o
de desarrollo de los individuos no permite una seguridad en la identificacion.

ii) Disminuye el rango de deteccidén: En muestras en las que la presencia de larvas
se reduce a sélo unas pocas unidades o0 en aquellas que presentan gran
cantidad de materia en suspensién la observacion por medios épticos puede
resultar en falsos negativos. Las técnicas de deteccién basadas en la
identificacion de fragmentos especificos de la cadena de ADN permiten la
deteccién de incluso fragmentos de un individuo.

iii) Las particularidades metodoldgicas de las técnicas genéticas permiten la
identificacién en masa de gran cantidad de muestras al mismo tiempo, lo que
reduce considerablemente los tiempos de disponibilidad de resultados respecto
a las técnicas de microscopia éptica. Este aspecto resulta de especial interés
en la identificacion de esta especie cuya deteccidn precoz se considera uno de
los aspectos claves para su control.

iv) Las cualidades conjuntas de una alta especificidad y una alta sensibilidad,
permiten que gracias a esta técnica se amplie el periodo del afio durante el que
es posible detectar de forma precoz larvas ya que es posible hacerlo en
estadios primarios no distinguibles al microscopio.

V) Las técnicas de muestreo para la aplicacion de estas técnicas adoptan
particularidades propias de los muestreos microbioldégicos que aseguran la
ausencia de falsos positivos producidos por contaminaciéon de los equipos de
muestreo.
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En el presente informe se resumen los protocolos y resultados de los primeros trabajos
en condiciones reales para el uso de esta técnica que han sido desarrollados en 10
embalses seleccionados por la C.H. del Ebro de entre todos los que gestiona
actualmente.

2. Alcance

El alcance del presente informe es describir la metodologia y resultados de una
campafna de muestreo para la deteccion precoz de la presencia de Dreissena
polymorpha en masas de agua mediante el uso de metodologias de deteccion basadas
en técnicas genéticas.

Un total de 10 masas de agua repartidas por toda la cuenca forman parte de este
estudio:

Masa de agua Ubicacion Caodigo
Embalse de Barasona Resordi, Lleida E0056-01
Embalse de Bubal Hoz de Jaca, Huesca E0025-00
Embalse de La Tranquera Carenas, Zaragoza E0076-00
Embalse de Lanuza Lanuza, Huesca E0019-00
Embalse de Rialb Gualter, Lleida E0063-00
Embalse de Sabifidanigo Sabifanigo, Huesca E0039-00
Embalse de Sant Lloreng Sant Lloren¢ de Montgai, Lérida E0041-00
Embalse de Talarn Talarn, Lérida E0050-00
Embalse de Uribarri-Ganboa Uribarri-Gamboa, Alava E0007-00
Embalse de Utxesa Utxesa, Lérida E1679-01

En cada una de estas masas de agua se tom6 una muestra simple en la misma
ubicacion en la que de manera sistematica viene haciéndose para la deteccién precoz
por medios Opticos.
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3. Metodologia
i. TOMA DE MUESTRAS

El muestreo para cada punto se realiz6 exclusivamente en orilla mediante vadeo a pie
hasta una zona con la maxima profundidad posible. El agua de la muestra se hizo
pasar por un sistema de filirado en serie compuesto por dos filtros superpuestos de
500 micras y 50 micras respectivamente con el objetivo de eliminar la materia gruesa y
con ella la mayor cantidad posible de interferentes innecesarios en la muestra.

Los filtros de nylon utilizados fueron desechables y del mismo modo para evitar
contagios inter-muestra, todas las superficies en contacto con el agua se cubrieron con
film, plastico o material desechable. De esta manera se asegura que ningun elemento
del conjunto de muestreo permanece en contacto con agua de dos puntos de muestreo
distintos.

-~ - - s ) —
. 1 1 1 [ I ] [ ][] [

La muestra sobre el filtro de mayor tamano (500 micras) se desechd y la recogida en el
filtro de 50 micras se recogi6 en un frasco de PET de 90 ml que se etiquetd
convenientemente y se almacend en nevera refrigerada a 4°C listo para su procesado.

Posteriormente a cada muestreo se aplicd un tratamiento con una disolucién de
hipoclorito sédico en agua (5 mg/l), pulverizada sobre todo el material en contacto con
el agua (cubos, botas, soportes de filtrado...). El resto del material como filtros de
nylon y plésticos de recubrimiento se traté con la misma solucién de hipoclorito sédico
y se almacend para su posterior eliminacion.
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i. DETECCION

La evaluaciéon de la presencia de larvas de Dreissena polymorpha se ha realizado
mediante el uso de técnicas de PCR a tiempo real: RTPCR, utilizando como sistema de
deteccion un conjunto de sondas UPL.

La PCR es la técnica mas avanzada disponible actualmente para el estudio de la
expresion génica. De manera muy resumida, podriamos sintetizar el método en la
deteccion y cuantificacién de una sefal luminosa (fluorescencia) emitida al producirse
la reaccion de unién de un fragmento de ADN molde (primer) con su complementario
en caso de estar presente en una muestra en la que el material genético ha sido
previamente purificado.

Extraccion del ADN Purificacion del ADN 12 Amplificacion
de la muestra (columna de lavado) PCR primer universal

sonda TagMan
cadena ADN
| T A I I I O |
Deteccion de ADN de h 22 Amplificacion

\ Gﬁ,ﬂuoresce“cia Dreissena polymorpha PCR Real Time

primers especificos
“ Sondas TagMan

(cimera

Fig. 1: Esquema metodolégico de la identificacién de ADN de Dreissena polymorpha mediante PCR a
tiempo real utilizando como sistema de deteccién las sondas UPL.

Como resultado de la aplicacién de esta técnica se registra, en caso positivo, una
respuesta luminica en el rango de longitud de onda 483-533nm que aparece en su
caso tras aplicar a la muestra un numero variable de ciclos de amplificacion “Cp”. En
los andlisis cuyos resultados se muestran en este informe, se admite que una muestra
que no mostrase sefial antes de los 40 ciclos de amplificacion aplicados, es negativa.

A continuacion se resumen las principales fases del método utilizado.

1. Centrifugacién de la muestra en bruto

2. Lisis de las muestras. Lisis con buffer ATL y proteinasa k incubando posteriormente
a temperatura y tiempo controlados.

3. Purificacion de DNA mediante el robot Qiacube y Kit DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen).

4. Cuantificacién de las muestras purificadas mediante Nanodrop.

5. Preamplificacion de las muestras siguiendo el protocolo del kit Tagman preAmp
Master Mix (Applied Biosystems) en Multiplex: 2 regiones con los oligos ZM42F,
ZM42R, ZM134F, ZM134R y 18S. Se preamplificaron volumenes de cada muestra
correspondientes a 250ng.

6. Evaluacion de la sefal mediante PCR a tiempo real (RT-PCR) con los oligos ZM42
o ZM134 a 250nM y Master Mix de Roche conteniendo SYBR. Para la
determinacion de los niveles del gen enddgeno 18S se utilizd su correspondiente
sonda Tagman y Master Mix de Roche para sondas.
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4. Resultados

En las tablas siguientes se indican los resultados obtenidos en la presente campana de
muestreo. En ellas se incluye informacién sobre la metodologia, fechas de muestreo,
procesado y ubicacién de los puntos, asi como el resultado final de los analisis:

POSITIVOS: color rojo; presencia en la muestra de una secuencia genética
complementaria a un fragmento especifico de la secuencia genética del ADN de Dreissena
polymorpha

NEGATIVOS: color verde; ausencia en la muestra de una secuencia genética
complementaria a un fragmento especifico de la secuencia genética del ADN de Dreissena
polymorpha

Junto a los resultados de los andlisis, se indica el resultado de la observacion optica
cualitativa de una réplica de la muestra tomada exactamente en las mismas condiciones.
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E-0019-00 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de Lanuza
Lanuza, Huesca

15/10/10

21:00 h

‘ J.M.R.C.

Sin conservante
Refrigerada (4°C)
PET 90 ml.
CIM_LAN1_15.10.10

Filtrado en serie desde
orilla. Doble filtro
nylon desechable
500/50 micras.

‘ 100 litros
' No

E-0019-00 DATOS ANALISIS
CIM_LAN 15.10.10

19/1 0/2010 Amplification Curves

19,746

18,245

16,746

PCR a tiempo real. L

RT-PCR con los 1a746]
oligos ZM42 0 ZM134 | 1%

533)

a 250nM y Master L)
Mix de Roche 5 Ay
conteniendo SYBR. S
Para la “ 6245]
determinacién de los 4745,
niveles de 18S se 224¢]
utilizaron sondas 1.745]

Tagman y Master Mix | oz
de Roche para | . | | |
Sondas. Cycles

E-0019-00 RESULTADO

Positivo a 29,62 Cp. (contraste 6ptico positivo)
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E0056-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de Barasona

Resordi. Lleida

15/10/2010

14:00 h.

J.M.R.C.

Sin conservantes
Refrigerada (4°C)
PET 90 ml.
CIM_BAR2_15.10.10

P e

Filtrado en serie desde
orilla. Doble filtro nylon
desechable 500/50
micras.

100 litros

No

CIM_BAR_15.10.10

19/1 0/2010 Amplification Curves
20/10/2010 L
18/11/10 n
S.0.A. ooy
PCR a tiempo real. o

8.0004
7.500H
7.000H
£.500H
£.000H
5.500H
5.000H
4.500H

RT-PCR con los oligos| g
ZM42 0 ZM134 a
250nM y Master Mix
de Roche conteniendo

Fluorescence (483-533)

SYBR. Para la 4000}

. ., 3500
determinacién de los m
niveles de 18S se 20m0]
utilizaron sondas i

0.5004

Tagman y Master Mix | g
de Roche para 5 10 15 ] F i S i 5
sondas. 5T

E0056-01 RESULTADO

Negativo (contraste 6ptico negativo)
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E0025-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Filtrado en serie desde
orilla. Doble filtro
nylon desechable
500/50 micras.

100 litros

E0025-01 DATOS ANALISIS
CIM_BUB 15.10.10
19/1 0/2010 Amplification Curves

20/10/2010 16.491]
18/11/2010 14591}
S.0.A. e

PCR a tiempo real. 1.9
RT-PCR con los
oligos ZM42 o0 ZM134
a 250nM y Master
Mix de Roche
conteniendo SYBR.
Para la
determinacién de los
niveles de 18S se el
utilizaron sondas 14911
Tagman y Master Mix | gl
de Roche para
sondas. 5 1 15 2 P5 n ] 0 I

Cycles

10.4914

8991

7491

Fluorescence (483-533)

5991

44914

E0025-01 RESULTADO

Positivo a 36,74 Cp (contraste 6ptico positivo)
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E0076-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de La
Tranquera
Carenas, Zaragoza

J.M.R.C.

‘ Sin conservantes

‘ Refrigerada (4°C)
PET

\ CIM_TR2_15.10.10

Filtrado en serie desde

orilla. Doble filtro nylon |
desechable 500/50

micras.

‘ 100 litros

No

CIM_TR2_15.10.10
19/1 0/201 0 Amplification Curves

20/10/2010
18/11/2010
S.0.A.

PCR a tiempo real. Sl
RT-PCR con los
oligos ZM42 o ZM134
a 250nM y Master
Mix de Roche
conteniendo SYBR.
Para la
determinacion de los 3000,
niveles de 18S se
utilizaron sondas 15014
Tagman y Master Mix | s
de Roche para iy
sondas. 5 i 1 B o % i % 0 f
ycles

Fluorescence (483-533)
o
=
2
=

E0076-01RESULTADO

Negativo (contraste 6ptico negativo)
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E0063-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de Rialb

Gualter, Lérida

15/10/2010

10:00 h

J.M.R.C.

Sin conservantes
Refrigerada (4°C)  © = DajumJETRS89 Ll
g\ £ “Léngd¥ n1212° Wmﬂx ;
PET N N |t 412 56
e \ " 5 “ J S
CIM_RIA1_15.10.10 ==

Filtrado en serie
desde orilla. Doble
filtro nylon desechable
500/50 micras.

100 litros

No

E0063-01 DATOS ANALISIS

CIM_RIA1_15.10.10
19/10/2010

20/10/2010
18/11/2010
S.0.A.

10,748

PCR a tiempo real. 3724
RT-PCR con los 8748
oligos ZM42 o0 ZM134
a 250nM y Master
Mix de Roche
conteniendo SYBR.
Para la
determinacién de los
niveles de 18S se
utilizaron sondas
Tagman y Master Mix
de Roche para
sondas. 5 1 15 @ 5 0 B 0 P

Cycles

Amplification Curves

12748

11,748

7748
6,748
5748
4748

Fluorescence (483-533)

3748
2748
1,748
0748

E0063-01 RESULTADO

Positivo a 35,85 Cp (contraste optico positivo)
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E0039-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de
Sabifanigo

Sabifanigo, Huesca

15/10/2010

18:00 h

J.M.R.C.

Sin conservantes
Refrigerada (4°C)
PET
CIM_SAB2_15.10.10

Filtrado en serie desde '@
orilla. Doble filtro /
nylon desechable

500/50 micras.

100 litros

No

CIM_SAB2_15.10.10
19/10/2010

20/10/2010
18/11/2010
S.0.A.

PCR a tiempo real.
RT-PCR con los
oligos ZM42 o0 ZM134
a 250nM y Master
Mix de Roche
conteniendo SYBR.
Para la
determinacién de los
niveles de 18S se
utilizaron sondas
Tagman y Master Mix
de Roche para
sondas.

Fluorescence (483-533)

E0039-01 DATOS ANALISIS

Amplification Curves

15,405

13,905

12,407

10.90%)

9,405

7 405

6,405

4,905

3405

1405

0,405+

a % an 0

Cycles

E0039-01RESULTADO

Positivo a 36,61 Cp (contraste 6ptico negativo)
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E0041-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de San
Lorenzo

Sant Lloreng de
Montgai, Lérida

14/10/2010

20:00

J.M.R.C.

Sin conservantes
Refrigerada (4°C)
PET
CIM_LLO2_14.10.10

Filtrado en serie desde
orilla. Doble filtro
nylon desechable
500/50 micras.

100 litros
No

E0041-01 DATOS ANALISIS
CIM_LLO2 14.10.10
19/1 0/2010 Amplification Curves

20/10/2010 120m)
18/11/2010 o
S.0.A. mgg
3500
PCR a tiempo real. 3o

Fluorescence (483-533)

RT-PCR con los e
5501
conteniendo SYBR. e
2500
Tagman y Master Mix | 59

8,000+
oligos ZM42 0 ZM134 | ¢ i
a 250nM y Master L
5500+
4 00
Para la o
niveles de 18S se 200
1.500H
0.000+
de Roche para
sondas. 5 1 15 @ 5 0 B 0 P

7.000H
Mix de Roche
5,000
determinacién de los 2004
utilizaron sondas L
Cycles

E0041-01 RESULTADO

Negativo (contraste 6ptico negativo)
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0050-01 DATO OMAD R A

Embase de Talarn

Talarn, Lérida

15/10/2010

12:30 h.

J.M.R.C.

Sin conservantes B;

Refrigerada (4°C) L e ) i (LS
e\ s M 7 N

PET = / (=
B ¢ o .?. ’xld. :&e”

CIM_TAL1_14.10.10 e i e L

Filtrado en serie desde \; s Hlules | I T %, ':@@((

orilla. Doble filtro nylon ZIAS B . ¢ @l de Su S \

desechable 500/50

micras.

100 litros

No : . = g

E0050-01 DATOS ANALISIS
CIM_TAL1_14.10.10

19/10/2010

20/10/2010

18/11/2010

S.O.A.

PCR a tiempo real.
RT-PCR con los
oligos ZM42 o ZM134
a 250nM y Master
Mix de Roche
conteniendo SYBR.
Para la
determinacién de los
niveles de 18S se
utilizaron sondas
Tagman y Master Mix
de Roche para
sondas.

Fluorescence (483-533)

Amplification Curves

12,000
11.500H
11.000H
10,500
10.000H
9.500H
3000
8500
8000k
7.500H
7.000H
6,500
6.000H
5 500H
B.000H
4 500H
4.000H
3500
3000
2,500
2.000H
1,500
1.000H
0500
0.00H

@ % i % P 4
Cycles

E0050-01 RESULTADO

Negativo (contraste 6ptico negativo)
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GOBIERMO MIMISTERID COMFEDERACION
M E R A DE ESPARIA DE MEDIO AMBIENTE HIDROGRAFICA
¥ MEDIC RURAL Y MARINO DEL EERO

E0007-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de Uribarri-
Ganboa

Uribarri-Gamboa,
Alava

16/10/2010

11:30

J.M.R.C.

Sin conservantes
Refrigerada (4°C)
PET
CIM_URI2_16.10.10

Filtrado en serie
desde orilla. Doble
filtro nylon desechable
500/50 micras.

100 litros

No

E0007-01 DATOS ANALISIS

CIM_URI1_16.10.10

19/1 0/2010 Amplification Curves
20/10/2010 120004
18/11/2010 o
S.O.A. 10500
100004
95004
PCR a tiempo real. o

RT-PCR con los g fom
oligos ZM42 0 ZM134 | { 7y
a 250nM y Master 2 e

Mix de Roche e
conteniendo SYBR. ? et
Para la =
. ., 3500
determinacién de los 3010]
niveles de 18S se e
utilizaron sondas 1600,
Tagman y Master Mix | g
de Roche para My
sondas. 3 10 15 2 5 ki S P 5

Cycles

E0007-01 RESULTADO

Negativo (contraste 6ptico negativo)
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GOBIERMO MIMISTERID COMFEDERACION
M E R A DE ESPARIA DE MEDIO AMBIENTE HIDROGRAFICA
¥ MEDIC RURAL Y MARINO DEL EERO

E1679-01 DATOS TOMA DE MUESTRAS

Embalse de Utchesa

Utchesa, Lérida

14/10/2010

18:10 h

J.M.R.C.

Sin conservantes
Refrigerado (4°C)
PET
CIM_UTC1_16.10.10

Filtrado en serie desde o
orilla. Doble filtro nylon 91
desechable 500/50

micras.

100 litros

No

E1679-01 DATOS ANALISIS

CIM_UTC1_16.10.10
19/1 0/201 0 Amplification Curves

20/10/2010 120004
18/11/2010 lte

11,000
S.0.A. 10500
10000
3501

3000}
8500}
000}
7500}
7000}
B0
‘ § som]
Mix de Roche 5500

conteniendo SYBR. E o

Para la = 4oy
3500

determinacién de los 3000}

H 2500
niveles de 18S se .

utilizaron sondas o
Tagman y Master Mix o
de Roche para Dy
sondas. 5 10 15 2 = Eil kS 0 5

Cycles

PCR a tiempo real.
RT-PCR con los
oligos ZM42 o ZM134
a 250nM y Master

ence (483-533)

E1679-01 RESULTADO

Negativo (contraste 6ptico negativo)

INFORME DE RESULTADOS: REF: SJ_054/2010_CHE
TOMA DE MUESTRAS Y EVALUACION DE LA PRESENCIA DE Dreissena polymorpha EN MASAS DE AGUA EMBALSE pg 17 de 17



