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1.- RESUMENES

1.1.- RESUM (EN CATALA)

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

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

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

astaci.

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

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

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

europeu.
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1.2.- RESUMEN (EN ESPANOL)

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

motivos:

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

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

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

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

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

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

reasons:

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

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

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

El cangrejo de rio autdctono (Austropotamobius pallipes) es un invertebrado
tipicamente bentdnico, poco adaptado a la natacidon, aunque a veces puede
alcanzar grandes velocidades de desplazamiento, especialmente cuando se ve
atacado. Tiene el cuerpo subcilindrica, comprimido lateralmente, y los tres primeros
pares de pereiopodios terminan con una pinza. Son de costumbres sedentarios y
suelen vivir en grupos de aproximadamente 10 individuos. Salen de sus escondites
para alimentarse durante la noche y se consideran practicamente omnivoros. El
numero de huevos que pone cada hembra es relativamente pequeiio (de 50 a 100)
y el desarrollo es directo.

El cangrejo de rio autdctono es una especie de gran importancia ecoldgica en los
rios donde se distribuye, ya que durante su fase juvenil actia como presa de un
gran numero de depredadores fluviales y, principalmente como adulto, ya que
interviene de forma activa en el reciclaje de nutrientes en el rio gracias a su
régimen alimentario, en gran parte carrofiero. Esta especie, ademas de ayudar a
mantener los rios en buen estado, es un buen bioindicador de la calidad de las

aguas fluviales, ya que no sobrevive en aguas contaminadas.

Durante las ultimas tres décadas, se ha producido una disminucién alarmante de
las poblaciones de cangrejo de rio autdoctono en toda Europa. Esta regresion se
debe a la contaminacion, destruccion del habitat y principalmente a la introduccion
de la afanomicosis, enfermedad de la que son portadoras varias especies de
cangrejo de rio americano (y a la que son resistentes). La enfermedad producida
por este hongo (Aphanomyces astaci) es la causante de la desaparicion de
poblaciones enteras de cangrejo de rio autéctono. Estudios realizados durante los
ultimos treinta afios muestran la disminucién de las poblaciones de A. pallipes,
Paralelamente a la expansion del cangrejo de rio americano, P. clarkii, en aquellos

habitats que le son favorables.

La regresion de A. pallipes se encuentra a dos niveles: reduccion del niumero de
poblaciones observadas y fragmentacion de las mismas. La continua e incontrolada
expansion del cangrejo de rio americano, implica, en muchos lugares, la
colonizacion de aquellos habitats ocupados anteriormente por A. pallipes. Ademas,
debido al hecho de ser portadores de afanomicosis, estos habitats colonizados por

la afanomicosis quedan normalmente inservibles para una posible recuperacion, ya
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sea natural o artificial por parte de A. pallipes, el cual se ve forzado a reducir su

nicho ecoldgico en aquellos ecosistemas no aptos para P. clarkii.

Durante los afios 90 del siglo XX, y en vistas a la alarmante declive de las
poblaciones de cangrejo de rio autéctono, se empezd a gestionar la especie en
Catalunya, mediante el monitoreo de sus poblaciones. A principios del 2000 (en las
cuencas del Fluvia, Ter y Muga) se iniciaron otras acciones de conservacion,
incluyendo la cria en cautividad y los reforzamientos poblacionales. En la actualidad
y gracias a la inclusion del cangrejo de rio en el proyecto LIFE Potamo Fauna, se
ampliaran los esfuerzos para conservar y recuperar esta especie. Este proyecto,
con el titulo "Conservacion de fauna fluvial de interés europeo en red Natura 2000
de las cuencas de los rios Ter, Fluvia y Muga", y una duracién total de cuatro anos
(2014-2017), tiene como principal objetivo la conservacién y mejora de las
poblaciones de varias especies de fauna fluvial amenazada del nordeste de
Catalunya, incluyendo el cangrejo de rio (Austropotamobius pallipes). En cuanto al
cangrejo de rio, se han proyectado una serie de acciones, entre las que se incluyen
su seguimiento (Accién D5), cria en cautividad (Accion C6), reforzamientos
poblacionales (Acciéon C7), seguimientos y control de cangrejos exdticos (Acciones
D5 y C9), proteccion frente a la afanomicosis (Accion C8) y experimentacion con
afanomicosis (Accién A10).

En el presente protocolo se indica la metodologia para la realizacion de
experimentos con la afanomicosis (Accion A10), enfermedad causada por el
oomicete Aphanomyces astaci. Estos experimentos tienen una gran importancia, ya

que esta infeccidn es la principal causa del declive de Austropotamobius pallipes.

Mediante esta accidon se pretende evaluar los diferentes grados de resistencia de
varias poblaciones de cangrejo autdctono presentes dentro del LIFE Potamo
Fauna, incluyendo la poblacion del rio Arnera, que con anterioridad ha demostrado
presentar un cierto grado de resistencia, o al menos, un tiempo mas elevado al
comenzar a presentar sintomas de infeccidén y de supervivencia. El hallazgo de una
poblacién que presentara resistencia al afanomicosis podria significar un avance
muy importante para la conservacién de la especie, que de otro modo, y a pesar de

los esfuerzos que se han llevado y se llevaran a cabo, presenta un futuro incierto.

Las acciones detalladas en este protocolo se deben realizar con la colaboracidn del
equipo y personal del CSIC de Madrid, dirigidos por el Dr. Diéguez-Uribeondo, los
cuales tienen una gran experiencia en el campo de la afanomicosis y son una

referencia a nivel estatal y mundial.
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3.- OBJECTIVOS

3.1.- OBJECTIVO GENERAL

Este protocolo disefia como se deben realizar los experimentos para evaluar los
diferentes grados de resistencia de diversas poblaciones de Austropotamobius
pallipes al afanomicosis (Aphanomyces astaci).

3.2.- OBJECTIVOS CONCRETOS

Confirmar y evaluar la resistencia aparentemente superior al afanomicosis de la
poblacién de Austropotamobius pallipes del Arnera, en comparacién a las otras
poblaciones de cangrejo de rio autoctono de la zona de estudio.

4.- METODOLOGIA

4.1.- CONSIDERACIONES PREVIAS

Uno de los objetivos de los experimentos es evaluar la resistencia aparentemente
superior al afanomicosis de la poblacidon de Austropotamobius pallipes del Arnera
(situada en el SCI Alta Garrotxa-Macizo de las Salinas (ES5120001)), en
comparacién a las otras poblaciones de cangrejo de rio autéctono de la zona de
estudio. Esta suposicion previa es consecuencia de dos hechos observados durante

los ultimos afios:

1) En agosto del afio 2007 el afanomicosis entré en el Centro de Reproduccion de
Olot, los ejemplares provenientes de la poblacion del Arnera fueron los ultimos en

presentar sintomas de infeccion y los Ultimos en morir.

2) En otofio de 2011 se detectd un brote de afanomicosis en la parte inferior de
esta poblacién del Arnera y un afio después solo habia afectado a unos 800 metros
de la misma, quedando aun hoy unos 7 km de rio aguas arriba en perfectas
condiciones. Este hecho se contrapone con la progresién habitual de los brotes de
afanomicosis en otras poblaciones que desaparecen enteras con pocos dias o

semanas.
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4.2.- MATERIAL

- 9 acuarios (80L), filtros y oxigenadores para establecer los cangrejos durante

los experimentos.

- Agua autoclavada para asegurar que el Unico agente infeccioso que afectara a
los cangrejos sera la cepa de afanomicosis que sera introducida en los acuarios

durante los experimentos.

- Graba y refugios para cangrejo (ladrillos) autoclavados para reproducir las
condiciones del habitat de los cangrejos.

- Microscopio optico para la realizacion de las observaciones de melanizacion de

la cuticula de los cangrejos infectados.
- Cepa conocida de Aphanomyces astaci.

- Pinzas, bisturi y agujas enmangadas para la extracciéon y manipulacion de

muestras.
4.3.- CRONOGRAMA DE LOS EXPERIMENTOS

A continuacién se propone el cronograma a seguir para aplicar este protocolo. Las
semanas que durara el experimento no se puede saber a priori, pero dificiimente

superara las semanas aqui descritas.

El experimento deberia realizarse fuera de los periodos de reproduccién o de baja

actividad de invierno.

_1 234567 |8[9]10[11[12][13[14

Captura de los
ejemplares i
traslado al CSIC-
Madrid
Aclimatacion de los
cangrejos en los
acuarios

Infeccion de
cangrejos

Observaciones
diarias (Anejo 2)

Incorporacion en la
base de datos

Figura 1. Cronograma de las diferentes fases del experimento.
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4.4.- PREPARACION DE LOS EXPERIMENTOS

4.4.1.- CAPTURA DE LOS EXEMPLARES DE CANGREJO Y
TRANSPORTE

- Se capturaran 12 ejemplares machos de gran tamano de cada una de las cuencas
de estudio del LIFE Potamo Fauna (cuencas del Rio Ter, Fluvia y Muga, de esta
ultima pertenecientes a la poblacion de Arnera). Se especificara la procedencia de
los cangrejos, asi como los col.laboradores que hayan efectuado su captura,
llenando la tabla adjunta en el Anexo 1.

- Las poblaciones seleccionadas seran poblaciones con informacién precisa de su

genética.

- Los cangrejos seran transportados de forma separada para cada poblacion en el
CSIC de Madrid (Real Jardin Botanico, CSIC. Plaza de Murillo, 2. Madrid E-28014).

- El transporte se llevara a cabo en depodsitos de 30 litros, llenos de agua
autoclavada y con oxigenadores, ya que el transporte sera bastante largo.

- Una vez llegados a destino, los animales seran introducidos en acuarios para su

aclimatacion.

- Se debe desinfectar todo el material antes y después del transporte.

4.4.2.- CUIDADO DE LOS CANGREJOS

4.4.2.1-ALIMENTACION

Durante el periodo en que los cangrejos vivan en los acuarios se les alimentara con
una dieta similar a lo que se les proporciona a los cangrejos presentes en el Centro
de Reproduccién de Olot. Esta consistird en el aporte de sardinas e higado de
cordero troceados para simular la parte de la dieta carnivora y en patata hervida y
troceada por la parte herbivora. Habra que adecuar las cantidades de alimento y su
renovacién durante todo el procedimiento, ya que a medida que la infeccidon vaya

avanzando los cangrejos se alimentaran en menor cantidad.
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4.4.2.2.- AIGUA I FILTROS

Gracias a la instalacion de filtros de acuario automaticos, sélo serd necesario
supervisar su correcto funcionamiento. En caso de que los cangrejos sobrevivieran
durante un periodo largo de tiempo, se deberian limpiar los filtros y se valoraria la
posibilidad de renovar el agua de los acuarios.

4.3.3.- CEPA APHANOMYCES ASTACI

Se utilizaran los cultivos puros de diferentes cepas de Aphanomyces astaci
procedentes de la coleccion del Dr. Diéguez-Uribeondo del CSIC Madrid. Esta
coleccion dispone de cultivos puros de Aphanomyces astaci de las cepas asociadas
a las diferentes especies vectores de cangrejo exoticas: Procambarus clarkii,

Pacifastacus leniusculus y Orconectes limosus.

Inicialmente los experimentos se realizaran con la cepa proveniente de
Procambarus clarkii, ya que es la cepa que esta causando mas mortalidades en la
zona de actuacién del LIFE Potamo Fauna. Sin embargo, en funcién de los
resultados, se podria repetir el mismo experimento con las otras cepas
provenientes de Pacifastacus leniusculus y Orconectes limosu. De ese modo, se
podria comparar las diferentes virulencia de las cepas y la resistencia que realizan

los cangrejos.

4.5.- EXPERIMENTACION

- Se utilizaran 9 acuarios (3 por cada poblacién). Cada acuario tendra 3 cangrejos
provenientes de la misma poblacion. De ese modo se obtendran 3 réplicas (cada
acuario) del experimento por poblacidn.

- Cada cangrejo debera poder ser distinguido de forma individualizada para poder
seguir en detalle su evolucién (Anexo 2). En el caso de que los individuos sean muy
parecidos entre ellos se realizard una pequefia marca con pintaufias para poderlos

identificar.

- Aunque se capturan 12 cangrejos de cada poblacién sdlo se utilizan 9. Los otros 3
son de seguridad, por si algin individuo muere durante el transporte y / o

aclimatacion.

-10 -
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- Se infectaran al mismo tiempo todos los ejemplares de las 3 poblaciones con la
misma cepa. El procedimiento de infeccidn consistird en realizar un raspado sobre
la cuticula de los ejemplares de Austropotamobius pallipes con la cepa de
Aphanomyces astaci seleccionada (apartado 4.3.3 de este protocolo).

- Revisiones diarias de efectos subletales (Mathews & Reynolds, 1990) de
Aphanomyces astaci a todos los individuos, recogidos en la tabla adjunta en el
Anejo 2:

Saludable: Cuando es perturbado se esconde rapidamente. Activo durante la noche
y permanece escondido durante el dia. Movimiento de las antenas a menudo,
alimentaciéon con normalidad. Si se le Coloca boca arriba volvera a la posicion

natural con coletazos en menos de 5 segundos.

Letargico: Se esconde lentamente cuando se le perturba, pero por otra parte es
reacio a moverse. Si se le coloca boca arriba puede volver a su posicion natural

pero lentamente (mas de 5 segundos).

Débil: Muy lento, movimientos laboriosos. Movimientos muy débiles de la cola. No

se mueve, permanece sin esconderse. Poco movimiento de las antenas.

Erratico: Inicio de la fase final de la enfermedad. Los animales caen y se levantan
repetidamente. Pérdida de coordinacién y de equilibrio. Rozan las pinzas u otros
apéndices unos contra otros y deben utilizar el resto de apéndices o el telson para
desplazarse.

Postrado: El animal esta sobre la parte posterior o lateral del cuerpo y no puede
enderezarse. Movimientos muy esporadicos y débiles. De vez en cuando las

extremidades de un lado del cuerpo se paralizan.

Cercano a la muerte: Extremadamente débil. Los pereiopodios cuelgan sin fuerzas
si se saca el animal del agua. Si se pincha el animal la respuesta reflejo de las
extremidades es dificilmente perceptible.

Muerte: Generalmente boca arriba y en espacio abierto.

- Revisién diaria de la mortalidad causada por Aphanomyces astaci y llenar la tabla
adjunta en el Anejo 2.
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- Revisién con microscopio del nivel de melanizacién de la cuticula de los cadaveres,

siguiendo las instrucciones del apartado 4.4.1 "Toma de muestras de cuticula"

4.5.1.- TOMA DE MUESTRA DE CUTICULA

- Una vez el proceso de infeccion haya finalizado y se encuentren cangrejos
muertos, se procedera a la extraccién de muestras de cuticula para su observacién

posterior al microscopio para evaluar el nivel de melanizacién.

- Mediante la ayuda de pinzas y tijeras, se extraera un trozo de cuticula,
concretamente de la placa abdominal. (Figura 1)

- Cuando se haya extraido el fragmento de placa abdominal se procederd a la
limpieza de su parte interior. Se retiraran los restos de musculo y otras partes de
carne que puedan quedar enganchadas, rascando con el bisturi. Estas partes de

carne y musculo se deberan tirar.

- En caso de que el analisis al microscopio no se realice inmediatamente después
de la extraccion de muestras de cuticula, se recomienda conservar estas en agua
fria, indicando claramente el acuario de procedencia y la fecha y hora de la muerte

de extraccion.

Figura 2. Extraccidn de muestras de la placa abdominal de la cuticula.
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4.6.- ESQUEMA GENERAL DE LOS EXPERIMENTOS

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

Infeccié amb Aphanomyces astaci

Alimentacio i cura dels animals

Revisio diaria

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

Base de dades -

Figura 3. Esquema general del procedimiento que se llevara a cabo durante el protocolo
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5.- TRATAMIENTO DE DATOS

- Se incluirdn los datos obtenidos a una base de datos para realizar analisis
estadisticos.

- En funcién de los resultados encontrados se valorara repetir el experimento, pero
siempre manteniendo la poblacion de Arnera y en todo caso cambiando las

poblaciones del Ter y Fluvia.

- Asimismo, dependiendo de los resultados, se podria repetir el mismo experimento
con las otras cepas provenientes de Pacifastacus leniusculus y Orconectes limosu.
De ese modo, se podria comparar las diferentes virulencia de las cepas y la

resistencia que realizan los cangrejos.

6.~BIBLIOGRAFIA

ADL S.M., LEANDER B.S., SIMPSON A.G.B.,ARCHIBALD J].M., ANDERSON O.R.,
BASS D., BOWSER S.S., BRUGEROLLE G., FARMER M.A., KARPOV S., LOLISKO M.,
LANE C.E., LODGE D.J., MANN D.G., MEISTERFELD R., MENDOZA L., MOESTRUP
0O.M., MOZLEY-STANBRIDGE S.E., SMIRNOV A.V., SPIEGEL F. (2005). Diversity,
Nomenaclature, and Taxonomy of Protists. Syst. Biol. 56(4)684-689, 2007.

ANDERSSON G, CERENIUS L (2002) Analysis of chitinase expression in the crayfish
plague fungus Aphanomyces astaci. Dis Aquat Organ 51:139-147.

BENEJAM, LL. & SAURA-MAS, S. (2010). Pla pilot per a la conservaci6 de la poblacié
de cranc de riu autocton (Austropotamobius pallipes) de la riera de I'’Arnera -
Salines (conca de la Muga), 2010. Departament de Medi Ambient i Habitatge de
Catalunya.

BENEJAM, LL. & SAURA-MAS, S. (2011). Desenvolupament del pla pilot per vetllar
per |'estat de conservacié i pervivéncia de la poblacié de cranc de riu autocton de la
riera de I'Arnera - Salines, 2011 Departament de Medi Ambient i Habitatge de
Catalunya.

BENEJAM, LL. & SAURA-MAS, S. (2012). Pla de xoc de I|'afanomicosi per
salvaguardar el cranc de riu de la Riera de I’Arnera (Massis de les Salines, Alt
Emporda). Departament de Medi Ambient i Habitatge de Catalunya.

-14 -



* ¥ %

Protocolo para el disefio de los experimentos de . /f@

LIFE i . .
Pokarme afectacion de la afanomicosi sobre R
Fauna i = =

Austropotamobius pallipes

NATURA 2000

BENEJAM L., SAURA-MAS S. (2012) Seguiment de les poblacions de cranc de riu
autocton i de cranc roig america al Parc de la Zona Volcanica de la Garrotxa, 2012.

DIEGUEZ-URIBEONDO J, HUANG T, CERENIUS L (1995) Physiological adaptation of
an Aphanomyces astaci strain isolated from the freshwater crayfish Procambarus
clarkii. Mycol Res 99:574-578.

DIEGUEZ-URIBEONDO J. AND SODERHALL K. (1993). Procambarus clarkia Girard
as a vector for the crayfish plague fungus, Aphanomyces astaci Schikora. Aqua.
Fish. Manag. 24, 761-765.

DIEGUEZ-URIBEONDO J., ROYO F., SOUTY-GROSSET C., ROPIQUET A. AND
GRANDIJEAN F. (2008). Low genetic variability of the white-clawed crayfish in the
Iberian Peninsula: its origin and management implications. Aquat.Conserv., 18, 1,
19-31.

DIEGUEZ-URIBEONDO, J., CO-AUTHORS: REZINCIUC, S., GALINDO, 1.,
MONTSERRAT , J., (2013). AFLP- PCR and RAPD-PCR evidences of the transmission
of the pathogen Aphanomyces astaci (Oomycetes) to wild populations of European
crayfish from the invasive crayfish species, Procambarus clarkii. Journal: Fungal

Biology.

KOZUBIKOVA E, FILIPOVA L, KOZAK P, _URIS Z, MARTIN MP, DIEGUEZ-
URIBEONDO J, OIDTMANN B, PETRUSEK A (2009) Prevalence of the crayfish plague
pathogen Aphanomyces astaci in invasive American crayfishes in the Czech republic.
Conserv Biol 23:1204-1213.

MAKKONEN, J. (2013) The crayfish plague pathogen Aphanomyces astaci. Genetic
diversity and adaptation to the host species. University of Eastern Finland.
dissertations in forestry and natural sciences. no 105.

MATTHEWS, M. & REYNOLDS, 1.D. (1990). Laboratory investigations of the
pathogenicity of Aphanomyces astaci for Irish freshwater crayfish. Hydrobiologia
203: 121-126, 1990.

OIDTMANN B, HEITZ E, ROGERS D, HOFFMANN RW (2002) Transmission of crayfish
plague. Dis Aquat Organ 52:159-167.

REYNOLDS ], SOUTY-GROSSET C (2012). Management of freshwater biodiversity:
crayfish as bioindicators. Cambridge University Press. 384 pp.

-15-



*i’

Protocolo para el disefio de los experimentos de fgf‘”/

LIFE
Potam afectacion de la afanomicosi sobre ik Y
Fauna Austropotamobius pallipes :
NATURA Ii;ulll
ANEJOS

ANEJO 1.- FICHA DE CAMPO PARA LA RECOJIDA DE EXEMPLARES DE
AUSTROPOTAMOBIUS PALLIPES EN LIBERTAD

-16 -



_ Protocolo para el diseio de los experimentos de
- LIFE L, -
p_ Patame afectacion de la afanomicosi sobre

Fauna Austropotamobius pallipes

RECOJIDA DE EJEMPLARES DE AUSTROPOTAMOBIUS PALLIPES EN
LIBERTAD

Coordenadas

fin tramo

Observaciones:

-17 -



*t

Protocolo para el disefio de los experimentos de fgf‘”/

LIFE ., . .
Pokarme afectacion de la afanomicosi sobre R
Fauna i = =

Austropotamobius pallipes

NATURA 2000

ANEJO 2.- TABLA DE OBSERVACION DEL EFECTO DE LA INFECCION PARA
AFANOMICOSI
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