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RESUMEN

Andlisis para la deteccion de Sphaerothecum destruens en una poblacion invasora de Pseudorasbora parva (Temminck
& Schlegel, 1846)

Se evalua la presencia y prevalencia del pardsito Sphaerotecum destruens en una poblacion del pez invasor Pseudorasbora
parva recientemente detectada en la Cuenca Sur de Espafia, mediante técnicas moleculares (PCR doble anidada). Los
resultados fueron negativos para Sphaerothecum destruens en la muestra analizada (n = 29 peces), lo que sugiere que, o
bien el pardsito no estd atn establecido en la poblacién invasora, o presenta una baja prevalencia. Es la primera vez que se
analiza la presencia del pardsito en la peninsula ibérica, y se recomienda la bisqueda periddica del pardsito a otras poblaciones
de P. parva asentadas en la peninsula ibérica y en otros peces potencialmente afectados.

Palabras claves: Sphaerotecum destruens, Pseudorasbora parva, rio Hozgarganta, pardsito aléctono, invasiones bioldgicas,
PCR doble anidada.

ABSTRACT

Analysis to detect Sphaerothecum destruens in an invasive population of Pseudorasbora parva (Temminck & Schlegel,
1846)

The presence and prevalence of the parasite Sphaerotecum destruens was evaluated in an invasive population of Pseudo-
rasbora parva which was recently detected in the Southern Basin of Spain. For this analysis, molecular techniques (double
nested PCR) were used. The results were negative in the sample (n = 29 fish individuals), suggesting that the parasite was
not established in the invasive population yet or it had a low prevalence. This is the first time that the presence of the parasite
in the Iberian Peninsula is analyzed. We recommend periodic searches of the parasite in other P. parva populations already
settled in the Iberian Peninsula as well as in other fish species potentially affected.

Key words: Sphaerotecum destruens, Pseudorasbora parva, Hozgarganta river, alien parasite, biological invasions, nested
PCR.
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INTRODUCCION

La introduccion de especies exoticas en ambien-
tes acudticos puede conllevar impactos comple-
jos, inesperados y dificiles de revertir (e.g., Van
der Zanden et al., 1999). Pseudorasbora parva
(Temminck & Schlegel, 1846) (Cyprinidae, sub-
family Gobioninae) es un pez nativo del Este de
Asia (Japon, Korea, Norte y Centro de China y
Sureste de la antigua URSS) que ha sido intro-
ducido en numerosas regiones de Europa, Asia
Menor y Africa (Gozlan et al., 2002). En Euro-
pa se detectd en la década de 1960 en Rumania,
donde pudo ser introducido de manera accidental
acompaiiando alevines de carpa y, posteriormen-
te, ha ido avanzando progresivamente por nume-
rosos paises europeos (Gozlan et al., 2010). En la
peninsula ibérica, la primera cita de P. parva data
de 2001 en el delta del Ebro (NE Espaia) (Caiola
& De Sostoa, 2002; Simon et al., 2011), posible-
mente procedente de instalaciones de cria de ci-
prinidos para acuariofilia. En 2006 y 2007 fue en-
contrada en los rios Ter y Dar6 (Cuencas Internas
de Cataluiia), durante muestreos dirigidos a ca-
racterizar la ictiofauna de la regién (Pou-Rovira
et al., 2007). Posteriormente, en 2010, se ha en-
contrado en la Cuenca del Guadiana (Aparicio
etal.,2012).

Ademds de los impactos provocados por com-
petencia directa, P. parva actia como vector de
Sphaerothecum destruens (Gozlan et al., 2010;
Jackson & Britton, 2013) un pardsito intracelu-
lar eucariota con una fase de vida libre como
zoospora infestante (Andreou et al., 2009) que
produce inflamacidn, serositis y muerte celular
en los drganos infectados, provocando mortandad
cronica y sostenida de las poblaciones afectadas
(Mendoza et al., 2002; Arkush et al., 2003; An-
dreou et al., 2012). Esta patologia afecta, entre
otras especies, a la carpa comun (Cyprinus car-
pio), la brema (Abramis brama), el rutilo (Ruti-
lus rutilus) y a los géneros Oncorhynchus, Salmo
y Salvelinus (Harrell et al., 1986; Hedrick et al.,
1989; Arkush et al., 1998; Gozlan et al., 2006,
2009; Andreou et al., 2012). Estos impactos han
motivado la puesta en marcha de acciones de ges-
tién de P. parva en el Reino Unido, donde se ini-

cid la invasion en 1996 (Gozlan et al., 2002;
Britton et al., 2010).

Por el cardcter generalista de este nuevo pa-
réasito, resulta de enorme valor disponer de in-
formacion sobre su prevalencia en las diversas
poblaciones del pez invasor y especies autdcto-
nas, tanto desde el punto de vista epidemioldgi-
co (evaluaciones de tendencias, transmision entre
poblaciones, etc.) como de la gestién de la biodi-
versidad (gestion de especies de peces y pobla-
ciones amenazadas) y de la actividad recreativa
y econdmica asociada a los rios y embalses (pes-
ca, piscifactorias, etc.). Sin embargo, hasta la fe-
cha los datos acerca del grado de abundancia de
este pardsito en poblaciones naturalizadas de P.
parva en Europa son casi inexistentes (el primer
trabajo para poblaciones europeas naturalizadas
de P. parva lo realizaron Spikmans et al. 2013).
No existen andlisis acerca de su posible presen-
cia en ninguna de las poblaciones de P. parva
presentes en la peninsula ibérica (Caiola & De
Sostoa, 2002; Pou-Rovira et al., 2007; Aparicio
et al., 2012). Debido al riesgo ecolégico que la
presencia de este pardsito supone para los ecosis-
temas acudticos ibéricos y al interés de conocer
su prevalencia en el citado hospedador, este tra-
bajo analiza una muestra de una poblacién de P.
parva recientemente detectada en el sur de Espa-
fia (Dana et al., 2015).

METODOS

En septiembre de 2014 se muestred una pobla-
cién de P. parva en el Rio Hozgarganta, tributario
del rio Guadiaro (Jimena de la Frontera, Cadiz).
Es uno de los escasos rios no regulados de Espa-
fia y presenta un elevado interés de conservacion.
Una descripcion de la zona y un listado de las es-
pecies mds relevantes se ofrece en (Dana et al.,
2015).

Los ejemplares capturados fueron refrigera-
dos y congelados a —20 °C durante unos 90 dias
hasta su andlisis en laboratorio.

Se escogieron para el andlisis 29 individuos
adultos (LT > 25 mm), ya que el pardsito se pre-
senta fundamentalmente en individuos sexual-
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mente maduros (Gozlan et al., 2006; 2009; Spik-
mans et al., 2013). Este tamafio muestral es si-
milar al de otros trabajos previos que evaldan la
prevalencia de es este pardsito en peces (Gozlan
et al., 2005, n = 12 — 32; Spikmans et al., 2013,
n =20 - 38).

Los andlisis se realizaron mediante PCR doble
anidada, lo que permite aumentar significativa-
mente la capacidad de deteccion frente al andlisis
histolégico cldsico (Mendonca & Arkush, 2004).
De cada ejemplar se extrajeron las visceras ab-
dominales (donde es mads frecuente encontrar al
pardsito) para su maceracién con agua bidestilada
estéril en la proporcion 1:3 (p/v). No se consider6
necesario analizar érganos individuales, ya que
las pruebas de validacién previas mostraron una
alta sensibilidad y especificidad (Iimite de detec-
cién 86 unidades genémicas por 100 mg de ho-
mogeneizado de visceras, sensibilidad del 95 %
y especificidad del 100 %). La extraccion de dci-
do nucleico de las muestras homogeneizadas fue
realizada usando un procedimiento automatizado
(Viral total nucleic acid purification kit, Maxwell,
Promega), siguiendo las recomendaciones del fa-
bricante. Para la amplificacion de la diana 18S
rRNA, se ha realizado una PCR doble (anidada)
con cebadores descritos por Mendonca & Arkush
(2004) que hibridan con las posiciones 134 a 156
(cadena directa) y 699 a 678 (cadena complemen-
taria). En la segunda amplificacion los cebado-
res utilizados corresponden a las posiciones 185
a 214 (cadena directa) y 638 a 214 (cadena com-
plementaria). La numeracion usada corresponde
a la secuencia de Sphaerothecum destruens con
referencia en Genbank AY267346.1. Los cebado-
res (primers) han sido fabricados por Life Tech-
nologies. La amplificacion se ha realizado con
250 ng de ADN para la primera amplificacion
en un volumen final de 50 uL. con 2.0 mM de
MgCl,, 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 0.1 % tri-
ton X-100, 0.5 mM de cada uno de los desoxirri-
bonucledtidos trifosfato —.dNTPs— (Promega), 0.5
microM de cada cebador y 4 Unidades de Taq
polimerasa (Promega), con 30 ciclos de ampli-
ficacion de 94 °C de desnaturalizacion, 50 °C de
apareamiento y 72 °C de extension.

Para descartar la existencia de inhibidores en
el homogeneizado del contenido abdominal y la

existencia de falsos negativos, a cada muestra se
le incorporé ARN extraido de un cultivo del virus
del mosaico del tabaco que ha sido amplificado
simultdneamente. Para la segunda amplificacion
se han utilizado 2.5 uLL de la primera amplifica-
cién y las mismas condiciones de amplificacion.

La deteccion de los amplificados de 454 pb
para Sphaerothecum destruens se realiz6 en gel
de agarosa al 3 %. Para la validacion del méto-
do se empled un pldsmido con un inserto de la
secuencia diana (Life technologies, Regensburg,
Germany), procesado en una matriz de homo-
geneizado de contenido abdominal de peces, al
igual que la preparada para la deteccién de ge-
noma de Sphaerothecum destruens. Se realizaron
20 réplicas de cada estdndar preparado para la de-
teccion del Iimite de deteccidn y 20 réplicas para
los ensayos de sensibilidad y especificidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados fueron negativos para Sphaero-
thecum destruens en la muestra analizada, segun
las condiciones de validacién descritas. Esto con-
trasta con los altos valores de prevalencia encon-
trados en P. parva para los Paises Bajos —del 67 %
al 74 %— (Spikmans et al., 2013), o en Leucas-
pius delineatus en Reino Unido (5 %, Andreou
et al., 2011) y con la prevalencia reportada en
experimentos especificos realizados con diversas
especies (Leucaspius delineatus 28 %, Abramis
brama 75 %, Cyprinus carpio 20 %, Rutilus ru-
tilus 5 %) (Gozlan et al., 2005; Andreou et al.,
2012). Por tanto, aunque no puede descartarse
totalmente la presencia del pardsito, los resulta-
dos de estos andlisis sugieren o bien su ausencia,
o bien una baja prevalencia actual. La utiliza-
cion de un pldsmido con el inserto de la secuen-
cia diana, como control positivo del procedimien-
to, asi como su sensibilidad y especificidad, y la
ausencia de inhibidores en el extraido, permiten
concluir que los resultados negativos no se de-
ben a una insuficiente capacidad de deteccion o a
problemas de otra indole en el procedimiento de
analisis. Por otro lado, el tamafio de la muestra
(n = 29) es comparable al analizado en estudios
semejantes (Spikmans et al., 2013) o en ejempla-
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res de P. parva mantenidas en condiciones con-
troladas (e.g. Gozlan et al., 2005).

La implementacion de este tipo de andlisis re-
sultarfa de gran ayuda para adaptar la gestidn.
Por ejemplo, una ausencia constatada del pardsi-
to justificarfa pensar que el impacto derivado de
Pseudorasbora parva se ejerceria esencialmen-
te a través de procesos de competencia, lo que
podria sugerir la necesidad de plantear reduccio-
nes de poblaciones o contenciones mediante ba-
rreras fisicas en ciertos puntos. Sin embargo, la
eventual deteccién del pardsito en una zona in-
vadida obligaria a plantear la estrategia de con-
servacion hacia —entre otras medidas— el rescate
y aislamiento en cuarentena de las especies mds
amenazadas que pudieran estar en contacto con
las aguas infectadas, asi como la puesta en mar-
cha de medidas preventivas de la gestién del agua
y de las instalaciones y actividades asociadas (de-
sinfeccion de materiales, controles en piscifacto-
rias, etc.). Siguiendo el ejemplo del Reino Uni-
do, pareceria aconsejable adaptar las acciones de
gestion al nivel de riesgo que presenten las pobla-
ciones de P. parva para las especies amenazadas
o legalmente protegidas, en funcion de las posi-
bilidades de dispersion (Britton et al., 2010). Sin
embargo, a diferencia del Reino Unido, la situa-
cion de la invasion en la peninsula ibérica, aun-
que mds incipiente (primeras citas en 2001; Caio-
la & De Sostoa, 2002) es bastante mds compleja,
ya que han sido los rios los primeros ambientes
invadidos (algunos como el Ebro y el Guadiaro,
de grandes dimensiones). Ademds, la legislacion
britdnica en materia de uso de biocidas en medios
acudticos presenta diferencias respecto a la espa-
fola, diferencias que deben ser analizadas con-
venientemente. Esto supone la imposibilidad de
aplicar medidas dirigidas a la erradicacién de la
especie adoptando directamente el planteamien-
to como las planteadas seguido por Britton ef al.
(2010). Por tanto, en Espafia, la eliminacion de
las poblaciones una vez introducidas en el me-
dio plantea serios retos para afrontar la invasion
de esta especie. A su vez, la presencia de P. par-
va en rios y pantanos podria provocar un even-
tual efecto drdstico sobre poblaciones enteras de
ciprinidos autdctonos, una amenaza mds a su ya
deteriorada situacion.

Considerando los usos recreativos actuales y
la existencia de traslocaciones (no siempre con-
troladas) de peces con distintos fines, resulta ur-
gente conocer si Sphaerothecum destruens estd
presente en la peninsula ibérica y, en su caso, su
extension, localizacion, y las especies afectadas y
evaluar con periodicidad la presencia de este pa-
résito tanto en P. parva como en otras especies
acompaiiantes en las dreas invadidas.
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