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1. Resumen/Abstract

Se evalla la distribucién, el uso del habitat y la dieta de la nutria (Lutra lutra) en el rio Segura y
sus afluentes de la Regiébn de Murcia a partir de datos obtenidos dentro del proyecto
LIFE13BIO/ES/001407 RIPISILVANATURA. En los ultimos 30 afios, Lutra lutra ha ampliado su
rango gracias a la mejora de la calidad del agua en la cuenca del rio Segura. Se han muestreado
(1-10 veces) 30 tramos (longitud media + DE = 0,5 £ 0,3 km) entre abril de 2016 y junio de 2018,
registrando la presencia de la nutria a partir de sus excrementos, cubriendo una seccién de 109,78
km de longitud del rio. La presencia de nutria se detectd en 27 tramos (90%), mientras que el
porcentaje de encuestas positivas fue del 35%. Se recolect6 un total de 585 muestras fecales con
mas de 12 tipos de presas determinadas. El nimero promedio de rastros por 100 m? fue 3,72. Los
peces y crustaceos formaron la mayor parte de la dieta de la nutria (frecuencia de ocurrencia >
50% cada uno), con el cangrejo rojo invasor (Procambarus clarkii) como la presa invertebrada
dominante y con el barbo (Luciobarbus sclateri) como presa preferida. Se compara la dieta de la
nutria con otros datos de la alimentacion de esta especie en Espafia, habiendo menor presencia
de peces en el Sur. Y finalmente, se compara la dieta de la nutria con la del Visbn Americano
(Neovison vison), analizando su simpatria. El vison con gran adaptabilidad ecoldgica, varia su

dieta estacionalmente segun su abundancia, con el cangrejo rojo como presa principal.

The distribution, habitat use and diet of otter (Lutra lutra) has been evaluated in the Segura River
and its tributaries from Murcia Region within the project LIFE13BIO/ES/001407
RIPISILVANATURA. In the last 30 years, Lutra lutra has expanded its range associated to the
improvement of water quality in the Segura river basin. We surveyed (1-10 times) 30 stretches
(mean length £ SD = 0.5 + 0.3 km) between April 2016 and June 2018, recording the visible
spraints of the otter, covering a 109.78 km long section of the river. Otter presence was detected in
27 stretches (90%), while the percentage of positive surveys was 35%. A total of 585 spraints were
collected with more of 12 types of prey determined. Mean number of spraints per 100 m was 3.72.
Fish and Crustaceans formed the bulk of otter diet (frequency of occurrence > 50% each), with
invasive crayfish Procambarus clarkii as the dominant invertebrate prey and with the barbel
(Luciobarbus sclateri) as preferred prey. The diet of the otter is compared with other otter data in
Spain, with a lower presence of fish in the South. And finally, the diet of the otter is compared with
that of the American mink (Neovison vison), analyzing its sympatry. The mink with great ecological

adaptability varies its diet seasonally according to its abundance, with the crayfish as its main prey.



2. Introduccion

La nutria (Lutra lutra, Linnaeus 1758) es una especie de la familia de los
mustélidos, carnivora y de distribucion euroasiatica. Es una de las especies que mayor
retroceso ha sufrido en la peninsula ibérica en las Ultimas décadas. Las poblaciones mas
favorables se localizan en la mitad oeste de la peninsula, desde Galicia a Extremadura.
En la zona mediterrdnea la nutria aparece mas dispersa, sobretodo en el sudeste,
estando ausente en la mayoria de rios de la zona, principalmente en los de caracter
temporal, los asociados a cuencas de agricultura intensiva y préximos a zonas urbanas o
turisticas. Las presiones antropicas han evidenciado la reduccion de las poblaciones de

nutria, tanto a nivel regional, nacional como continental (Ruiz-Olmo, 2017).

Con el objetivo de aumentar los recursos disponibles para la agricultura y el control de
avenidas, el Rio Segura presenta abundantes obras hidraulicas de encauzamiento, desvio
y almacenamiento, puesto que es uno de los rios mas regulados de Europa. Estas
alteraciones en el medio llevan a la destruccion y fragmentacién del habitat de ribera

disponible para la nutria (Pastor et al., 2008).

Durante los primeros sondeos en Espafa (Delibes, 1990; Ruiz-Olmo & Delibes, 1998), la
especie se presentaba Unicamente en la cabecera de la Cuenca del Segura (Figura 1). No
es hasta el afio 2010, cuando la nutria con su expansién, alcanza la ciudad de Murcia. Y
en agosto de 2013, la Asociacién de Naturalistas del Sureste (ANSE), que lleva un
seguimiento de la especie, observa rastros de la especie en Orihuela, correspondiente a
la zona del bajo Segura (Direccié General de Medi Natural i d’Avaluacié Ambiental, 2016).



Figura 1. Estaciones positivas en el 3° sondeo nacional de nutria en Espafia (L6pez & Jimenez,
2008).

A pesar de haber aumentado su area de distribucion de manera considerable, en la
actualidad, esta especie aun estd amenazada por sus bajas densidades. (Galian et al.,
2011). Esta incluida en la categoria de “en peligro de extincion”, dentro del Catalogo de
Especies Amenazadas de la Region de Murcia, creado por la Ley 7/1995 de 21 de abiril,
de la Fauna Silvestre de la Region de Murcia, y dentro del Listado de Especies Silvestres
en Régimen de Proteccion Especial y del Catalogo Espafiol de Especies Amenazadas, de
acuerdo con el Real Decreto 139/2011, de 4 de Febrero. Finalmente, con el Decreto n°
59/2016 de 22 de junio, se aprueba el Plan de recuperacion de la Nutria en la Comunidad
Autonoma de la Regién de Murcia (BORM, 2016).

Este Plan de Recuperacion, pionero en la Region, incluye medidas como un estudio para
la caracterizacion genética y poblacional de la nutria, que pretenden mitigar la situacion de
amenaza que presenta, basado en técnicas moleculares. Es un trabajo imprescindible
para la correcta gestion y conservacion de la especie, que se encuentra repartida por el

rio Seguray sus afluentes: Quipar, Argos y Alharabe o Benamor (Galian et al., 2011).

El visbn americano (Neovison vison, Schreber 1777) es un mustélido original de
Norteamérica (Figura 2). Es un carnivoro de, tamafio medio, mas pequefio que una nutria.
El vison se podrian llegar a confundir con otros mustélidos, por sus habitos semiacuéaticos,

ademas de con el visén europeo (Mustela lutreola), con el turén (Mustela putorius) y con



la nutria, fundamentalmente si se observan en el agua. Aunque podrian llegar a
distinguirse, pues la nutria nada dejando la cabeza uUnicamente por fuera y el visén

sumerge el cuerpo entero (Melero & Palazén, 2017).

El visbn americano fue importado desde Norteamérica a diferentes paises europeos en
los afios 20 del pasado siglo para las industrias peleteras. Estas granjas llegaron a
Espafa a finales de los 50, donde llegaron en la década de los 60 se produjeron fugas
que permitieron a la especie expandirse por el centro y noroeste de la peninsula. Se ha
convertido en una especie exotica invasora tras formarse ndcleos de poblaciones cada
vez mayores, perfectamente aclimatados e independientes. Al encontrarse dentro del
Real Decreto 630/2013, de 2 de agosto por el que se regula el Catalogo Espafiol de
Especies Exéticas Invasoras y contar con una Estrategia de Gestién, Control y
Erradicacion de la especie, el vison americano no se puede poseer, soltar en la

naturaleza, ni ser comercializado.

En Espafia, las granjas peleteras se reparten por la mitad norte, Segovia y Pontevedra
fueron las primeras en iniciarse en esta industria, y rapidamente se extendié a otras
Comunidades Autdbnomas como Cataluiia, Cantabria, Madrid, Castilla y Leon, Aragon, la
Comunidad Valenciana y el Pais Vasco. Espafia contaba con 214 granjas en 1992, en el
2011 quedaban 37. El numero de granjas activas ha disminuido considerablemente
debido a la regresion del mercado peletero, esto también ha influido en la desaparicion de

granjas ilegales que surgieron durante el “boom” de la industria.

Figura 2. Mapa de la distribucion original (en rojo) e introducida (en azul) del visbn americano en
el mundo. Elaboracion: Melero, Y. & Palazon, S. (2017).



Su rapida expansion, aunque aun ausente en la Regién de Murcia, se debe a que se trata
de un depredador generalista y oportunista, por su capacidad de adaptacién en todo tipo
de ecosistemas. Esto puede llegar a causar grandes impactos, afectando a pequefios
carnivoros que compartan el mismo nicho ecologico como pasa con la nutria, la gineta
(Genetta genetta), el turon (Mustela putorius) o la garduiia (Martes foina). Para el vison
europeo, se trata de una amenaza de primer orden, ya que compiten activamente y es su

principal causa de extincion.

La presencia de la nutria al igual que la ausencia de agua, es una causa que ralentiza la
expansion del vison americano, mayoritariamente en los ecosistemas que mejor se
conservan (Bravo & Bueno, 1999). Al contrario, donde la nutria esta ausente es cuando el
vison se expande rapidamente. Entre otros factores, la disponibilidad de alimento es una
de las variables que pueden determinar la presencia de nutria en los sistemas fluviales.
Por ello es importante conocer la composicion de su dieta como base para su
conservacion, y compararla con la de su principal competidor potencial que, al ser
especies simpatricas, viven en la misma area geografica. Ambas especies, tienden a
tener un comportamiento nocturno y crepuscular, con largos recorridos diarios y solitarios
y territoriales (Ruiz-Olmo J. , 2017) (Melero & Palazoén, 2017).

Al tratarse la nutria de una especie protegida, su estudio requiere un monitoreo no
invasivo. Se trata de investigaciones basadas en la recoleccidon de muestras biolégicas
(excrementos, pelos u otros rastros de presencia) sin necesidad de molestar, capturar o
cazar ejemplares. A partir de estas muestras se realizan andlisis genéticos para confirmar
la identidad de la especie (existe una cierta posibilidad de confusién con otros carnivoros

si la identificacidn es estrictamente morfologica), y se estudia la composicion de la dieta.



3. Objetivos

La finalidad de este trabajo es describir y clasificar la dieta de la Nutria
dependiendo de la ubicacién de las muestras recolectadas y compararla con la dieta del
Visdn Americano. Esta comparacion se realiza en el marco de una estrategia de

prevencion ante la potencial expansion en el Rio Segura de esta especie exotica invasora.
Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la composicion de dieta de la nutria en el Rio Segura a su paso por la
Region de Murcia y analizar su variacion espacial y temporal.

2. Comparar la dieta de la nutria con la del Visén Americano en Espafia.

3. Evaluar el efecto potencial del Vison Americano sobre la biodiversidad de los
ecosistemas de ribera del Rio Segura, en funcion de su dieta y de la simpatria con

la Nutria.



4. Material y Métodos

Esta linea de investigacion ha sido desarrollada experimentalmente con los datos del Rio
Segura, con salidas al campo, trabajo en el laboratorio y tratamiento de los datos.
Mientras que otros datos de la peninsula ibérica han sido recopilados mediante un trabajo
de investigacion bibliografica, tratando estudios y publicaciones sobre la dieta tanto del

Visdn Americano como de la Nutria en Espafia y Portugal.

4.1 Area de estudio

La zona de estudio se encuentra dentro de la Comunidad Auténoma de la Region de
Murcia, situada al sureste de la Peninsula Ibérica. En la cuenca del Rio Segura, situada
en el sureste de la Peninsula Ibérica, con una superficie aproximada de 18879 km?, se ha
llevado a cabo un muestreo en los tramos medio-bajo del rio. Se han tomado datos desde
el limite con Castilla-La Mancha (términos municipales de Moratalla y Calasparra,)
pasando por varios tramos del rio de la zona media (Cieza, Abaran, Ulea), hasta la vega
baja, la comarca denominada de la Huerta de Murcia que comprende las tierras que se
riegan con el agua del rio Segura y sus canalizaciones desde la presa llamada

Contraparada hasta la estatua de la Sardina en la ciudad de Murcia. (Figura 3).

El territorio pertenece a la unidad geoldgico-estructural de las Sierras Béticas, con un
clima mediterrdneo, es una de las regiones mas aridas de Europa, caracterizada por
inviernos suaves, veranos calidos, precipitaciones escasas y variables, con menos de 350
mm anuales, y una amplitud térmica moderada. Las largas sequias hacen que este
territorio sea un semidesierto climatico y hacia el interior de la region el clima se vuelve
mas continental, aumentando moderadamente las precipitaciones hasta 350-400 mm
(Sanchez & Carmona, 2006).
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Figura 3. Area de estudio: la cuenca del Rio Segura. Elaboracion: (Dettori, et al., 2018).

4.2 Recogida de muestras en el campo

La actividad de marcamiento de la nutria, el habitat y la calidad medioambiental de los
transectos, se ha llevado a cabo usando la ficha de Prigioni (1997). Desde abril de 2016
hasta marzo de 2018, se han monitoreado 30 estaciones de muestreo (longitud media +
DE = 0.5 £ 0.3 km) en el rio Segura y sus afluentes; la presencia de nutria se ha
registrado en 27 transectos (90%). Cada estacién fue visitada de 1 a 10 veces usando el
"método estandar" (Reuther et al., 2000), cubriendo un tramo de 109.78 km de largo del
rio; el intervalo entre dos visitas consecutivas vario de 8 a 18 dias. Cada muestreo ha sido
recogido en el cuaderno de campo con su cddigo, fecha de recogida y coordenadas
geograficas. Finalmente, estas se guardaban en el congelador a -202C para los analisis
genéticos posteriores. (Dettori, 2012).

Este trabajo forma parte de una investigacion mas amplia sobre la ecologia de la nutria, y
se basa en 173 muestras analizadas de 575. En el periodo de Abril de 2016 hasta Marzo
de 2018, se ha realizado la busqueda de heces de Nutria en transectos de longitud
variable, desarrollandose a lo largo de terrazas fluviales, ambas las riberas del rio Segura
y sus afluentes, margenes de campos cultivados, canales de riego y acequias. Los
transectos de los tramos fluviales mas altos (aguas arriba de Abaran) se han establecido,
sobre la base de la implementacion de dos proyectos europeos coordinados por la
Confederaciéon Hidrografica del Segura (LIFE13BIO/ES/001407 RIPISILVANATURA y LIFE12
ENV/ES/1140 RIVERLINK), para incluir los diversos tipos de habitats presentes
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(principalmente bosques y cultivos) y proporcionar una imagen lo mas representativa
posible del paisaje circundante. Mientras que los transectos situados aguas abajo (Ulea,
Ojo6s y la comarca de la Huerta de Murcia), han sido elegidos por su elevada presion
antropica y por estar fuera de los citados proyectos europeos.

La atribucion de las heces, se ha llevado a cabo directamente en el campo gracias
algunos criterios morfologicos unicos de la nutria, como la presencia de rastros visibles de
raspas de peces, restos de cangrejo y el caracteristico olor a lino, junto con la experiencia
adquirida en muestreos anteriores. Es importante decir que en el caso de especies
simpatricas los excrementos se pueden confundir facilmente (Davison et al., 2002), pero
en el caso del Rio Segura no estando presente ningun otro competidor directo de la
Nutria, no es imprescindible tener en cuenta este factor. No obstante, en el marco de la
investigacion mas amplia sobre la nutria de la que forman parte las muestras utilizadas
(ver apartado 4.2), ha sido posible confirmar su identidad mediante las técnicas genéticas
descritas en el Anexo |.

La recoleccion de heces se ha llevado a cabo prestando especial atencién a evitar el
contacto entre material biolégico procedente de agentes ajenos que podian contaminar
las muestras, esto para evitar comprometer y alterar los analisis genéticos posteriores.

El manejo de las heces se ha llevado a cabo usando el método descrito anteriormente, o
sea, las heces han sido georreferenciadas y almacenadas a -20 °C para analisis
genéticos posteriores. Para la digitalizacion de los transectos se ha utilizado el software
Qgis 2.18.

Finalmente para cada transecto se ha recopilado una ficha técnica (Prigioni, 1997) donde
se racogian los datos ecoldgicos de cada transecto midiendo varios parametros de tipo
cualitativo (velocidad del aagua, turbidez del agua, superficie de la vegetacion riparia,
anchura de la ldmina de agua, etc), datos cuantitativos (uso de los bancos, rastros de
contaminacion, uso de la masa de agua, fondo, etc) y los sitios de sprinting.

4.3 Trabajo de laboratorio

Posteriormente al trabajo de campo, todas las muestras recogidas se han llevado al
laboratorio de genética donde, antes de su tratamiento, han sido guardadas en etanol al
96% a -20°C.

En el Laboratorio se ha procedido por dos fases:
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1. Extraccion del ADN y su procesamiento al fin de detectar el polimorfismo y el sexo
de las Nutrias.
2. Andlisis de la dieta en todas sus componentes y creacién de una guia de animales

gue componen la dieta.

4.3.1 Extraccion de ADN y metodo PCR-RFLP

Como paso previo se han llevado a cabo las extracciones de ADN de cada muestra para
comprobar que se trata de excrementos de nutria y que no haya errores de determinacién
con otros mustélidos simpatricos; también para la determinacion del aplotipo mitocondrial.
Por su caracter accesorio para el objetivo principal del trabajo, el protocolo de extraccion

se expone en el Anexo I, el cual se divide en las siguientes partes:

1. Extraccién ADN: FavorPrep™ Stool DNA Isolation Mini Kit (FAVORGEN, 2009).

2. PCR (Reaccioén en Cadena de la Polimerasa).

3. Electroforesis en gel de agarosa y analisis de las imagenes al Transilluminator.

4. Digestion mediante enzimas de restriccion (HAEI y RSAI) de los productos de PCR.

5. Electroforesis en gel de agarosa y analisis de las imagenes al Transilluminator.

4.3.2 Andlisis de los componentes de la dieta.

Se ha utilizado el método descrito por (Prigioni, 1997) adaptandolo a la ictiofauna de la
cuenca hidrografica del Segura, es decir que conjuntamente al andlisis fecal, se ha
recopilado una lista de los peces detectados en el Rio Segura (Oliva-Paterna et. al, 2014).
Por su caracter accesorio para el objetivo principal del trabajo, el protocolo de diseccién

de animales se expone en el Anexo Il

Las especies que se han podido estudiar con precision han sido de la familia de los

ciprinidos:

— Barbo Gitano (Luciobarbus sclateri) (Figura 4), Gobio (Gobio lozanoi) (Figura 5),

Boga del Tajo (Pseudochondrostoma polylepis), Carpa (Ciprinus carpio);
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de los centrarquidos:
— Perca Americana o Black bass (Micropterus salmoides), Perca sol (Leponis
gibbosus);
de los pércideos:
— Lucioperca (Sander lucioperca);
de los esocidos:
— Lucio europeo (Esox lucius);
y finalmente, el:

— Cangrejo de rio americano (Procambarus clarkii).

Figura 4. Diseccion de Luciobarbus sclateri: (1) medidas, (2) esqueleto, (3) vértebras y diente faringeo (DF),
(4) medidas de escama, (5) largo de DF, (6) ancho de DF.
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Figura 5. Diseccién de Gobio lonzanoi: (1) medidas, (2) esqueleto, (3) largo del esqueleto, (4) largo de
vértebra, (5) ancho diente Faringeo (DF), (6) largo DF.

La identificacién de las presas se ha basado en la limpieza de excrementos, determinando

y clasificando el contenido de las muestras.

La primera accion ha sido desbastar bajo la accién de un grifo, posteriormente cada
excremento se ha remojado durante 24 horas en una solucion de perdxido de hidrogeno
(H205) al 33% para luego, ser tamizado mediante un colador con mallas de 0,5 mm. Los
restos no digeridos, como vértebras, mandibulas, dientes faringeos, escamas vy
exoesqueletos se se han clasificado utilizando colecciones personales y las claves

dicotébmicas de Prigioni (1997).
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Cada muestra limpiada y secada se ha observado en el microscopio para la recopilacion
de nuestra base de datos, que se ha comparado con las colecciones de restos del

departamento y con las claves dicotémicas existentes, para una correcta interpretacion.

4.4 Tratamiento de los datos

El analisis estadistico se ha realizado mediante el uso de hojas de caculo Microsoft Excel
y del software Rstudio, donde se han procesado los datos de las 173 muestras recogidas.
Los resultados de la dieta se han expresado como porcentaje de frecuencia de ocurrencia
[FO% = (numero de veces que aparece la presa en las muestras / numero total de
muestras examinadas) x 100], porcentaje de frecuencia relativa de ocurrencia [FRO% =
(nimero de veces que aparece la presa en las muestras / total de ocurrencia de todas las
presas en las muestras) x 100], porcentaje de volumen estimado [V%= (volumen total
estimado de cada alimento segun ingerido / nimero de veces que aparece la presa en las
muestras) x 100 | y porcentaje volumen medio [Vm%-= (volumen total estimado de cada
alimento ingerido / niumero total heces examinadas) x 100]. Las presas que se han
determinado corresponden con crustaceos (Procambarus clarkii), peces (Cyprinus carpio,
Luciobarbus sclateri, Gobio lozanoi, Pseudochondrostoma polylepis, Sander lucioperca),
aves (Gallinula chloropus y Anas platyrhynchos), anfibios (Pelophylax perezi), reptiles
(Natrix maura), roedores (Fam. Muridae), insectos (Ord. Coleoptera), moluscos (Clas.
Gastropoda) y vegetales (restos indeterminados).

Tras un andlisis de dieta en una escala anual, se ha repartido el estudio en dos periodos
estacionales: Otofio-Invierno (meses que van de octubre a marzo, inclusive) y Primavera-
Verano (agrupa los meses que van desde abril hasta septiembre incluido), calculando los
indices de abundancia para cada muestra fecal, considerando el ndamero total y el
volumen de cada tipo de presa de acuerdo con el método descrito por Kruuk y Parish
(1981).
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5 Resultados

Con un total de 173 muestras que se recolectaron en 30 estaciones de muestreo, se ha
estimado la composicion de la dieta de la nutria en el Rio Segura, calculando las
frecuencias de ocurrencia, las frecuencias relativas, los volimenes y volumenes medios.
Los datos se recogen en las tablas del Anexo I, y se sintetizan graficamente en las
figuras que acompafias a este apartado.

En la Figura 6, obtenida a partir de los datos de la Tabla 1, se muestra la dieta anual de la
nutria en el Rio Segura. 103 veces se ha contado la aparicion de Procambarus clarkii de
las 173 muestras, eso supone un 59,5 (FO%) de frecuencia de ocurrencia, un 64,85
(VO%) de volumen y de volumen medio un 38,61 (Vm%). Le siguen en importancia
Luciobarbus sclateri y Sander lucioperca, con un 35,84% de FO% y 24,3% de Vm y con
un 22,54% de FO y 17,69% de Vm, respectivamente. Aunque, con el volumen, como se
visualiza en la gréfica, en el caso del barbo es menor (V% = 67,82) que el de la perca (V%
= 78,46). El volumen de la perca es mas alto pero al haber aparecido casi un tercio de

veces mas el barbo, su volumen medio al final ser4d mayor.

Las presas que se han visto hasta ahora son las presas que dominan, abarcan el 80,61%
del volumen medio total de la dieta anual de la nutria en el Rio Segura. Pero también
estan presentes, aunque en menor medida: Gobio lozanoi (FO% = 1,7, V% = 81,7),
Sander lucioperca, Pseudochondrostoma polylepis (FO% = 5,2, V% = 66,7), Gallinula
chloropus (FO% = 5,2, V% = 47,2), Pelophylax perezi (FO% = 15, V% = 18,9) y Fam.
Muridae (FO% = 8,6, V% = 24). Finalmente, en escasas apariciones tenemos: Natrix

maura, Orden Coleoptera, materia vegetal.

La Figura 7, representa la dieta anual de la nutria en el Rio Segura, igual que en la Figura
6, pero en este se analizan de forma general los grupos principales de presas. En esta se
distingue el grupo de peces, que en total aparecen 112 veces de las 173 muestras
recogidas. Este grupo presenta una frecuencia de ocurrencia de 64,74%, un volumen del
77,05% y un volumen medio del 49,88%. Aqui se puede observar como el grupo de peces

y los crustaceos forman el mayor volumen de la dieta (Vm% = 88,5).
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Figura 6. Gréfico de la dieta anual de la nutria en el Rio Segura.
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Figura 7. Gréfico de la dieta anual de la nutria en el Rio Segura (principales grupos de presas).
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Enla Tabla 2 y la Tabla 3, aparece la composicion de la dieta de la nutria presente en el
Rio Segura, pero esta vez, separada por temporadas; otofio-invierno y primavera-verano,
respectivamente. A partir de estas tablas se obtienen las graficas donde se visualiza la
distribuciéon de la dieta de la nutria en funcién de su frecuencia y su volumen, segun la

época del afo.

En la temporada fria (otofio-invierno), se observa en la Figura 8 que, el Luciobarbus
sclateri (FO% = 42, V% = 67,5y Vm% = 28,3) es la presa mas abundante, seguida de
Procambarus clarkii (FO% = 50,9, V% = 48,2 y Vm% = 24,5) y Sander lucioperca (FO% =
30,4, V% =77,9y Vm% = 23,7).

De manera general, el grupo de peces se diferencia del resto con una FO% de 79,5, un
V% de 77,4 y un Vm% de 61,5. De las 112 muestras que se recogieron en la temporada
de otofio-invierno, en 89 muestras aparecieron peces, 47 de ellas eran barbos y 34

percas. Seguidamente, el cangrejo estaba presente en 57 muestras (Figura 9).
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Figura 8. Gréfico de la dieta de la nutria en otofio-invierno en el Rio Segura.
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Figura 9. Gréfico de la dieta de la nutria en otofio-invierno en el Rio Segura (principales grupos de presas).

En la temporada calida (primavera-verano), se observa en la Figura 10 que, el
Procambarus clarkii (FO% = 75,4, V% = 85,5 y Vm% = 64,5) es la presa mas abundante
con diferencia mas que apreciable, seguida de Luciobarbus sclateri (FO% = 24,6, V% =
69y VMm% = 17) y Sander lucioperca (FO% = 8,2, V% =82y Vm% = 6,7).

De manera general (Figura 11), el grupo de peces aumenta y alcanza una FO% de 37,7,
un V% de 75,7 y un Vm% de 28,5. Sigue siendo mucho mayor la presencia y volumen de
cangrejo en esta temporada que del resto de presas. De las 61 muestras que se
recogieron en la temporada de primavera-verano, fueron presenciados en 46 muestras
cangrejo. Seguidamente, se encontraban peces que estaban presentes en 23, 15 de ellas

eran barbos y 5 percas.
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Figura 11. Grafico de la dieta de la nutria en primavera-verano en el Rio Segura (principales

Figura 10.

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

100
V% g0
80

70

60

50

40

30

20

10

® P. clarkii

Vm%

50%

25%

10%

5%
1%

90

100
FO%

Graéfico de la dieta de la nutria en primavera-verano en el Rio Segura.

® p_clarkii

Vm%

50%

25%

10%

5%

: 1%

grupos de presas).

100

FO%



La Tabla presenta la prueba de Chi?, de la cual se desprende que efectivamente la nutria
come significativamente mas cangrejo (Procambarus clarki) en la temporada de
primavera-verano, y mas peces, en especial barbo (Luciobarbus sclateri) y perca (Sander

lucioperca), en la temporada de otofio-invierno.

Tabla 4. Prueba de Chi cuadrado en las dos temporadas.

Otofio- |Primavera- Correccion
Invierno Verano chir2 p Bonferroni
Procambarus clarkii 57 46| 9,853547| 0,001695|<0.001 ok
Peces 89 23| 30,16851| 3,96E-08|<0.001 ok
Cyprinus carpio 6 2| 0,386813| 0,533979
Luciobarbus sclateri 47 15| 5,184239| 0,022793|<0.05 ok
Gobio lozanoi 1 2| 1,319178| 0,250740
Pseudochondrostoma
polylepis 8 1| 2,425423| 0,119381
Sander lucioperca 34 5]11,106586| 0,000860 | <0.001 ok
Gallinula chloropus 9 0| 5,170786| 0,022970|<0.05 ok
Fam. Ranidae 16 10| 0,137383| 0,710897
Natrix maura 1 0| 0,547809| 0,459214
Fam. Muridae 11 4| 0,531324| 0,466051
Materia vegetal 26 3| 9,474532| 0,002083|<0.01 ok
Ord. Coleoptera 3 3| 1,662763| 0,197231
Clas. Gastropoda 1 0| 0,547809| 0,459214
112 61
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6. Discusioén

En la vertiente mediterranea, la dispersion de la nutria hacia el Este de la peninsula es
lenta. En el caso de Murcia, el uso excesivo de los recursos hidricos seria uno de los
motivos para la dificultad de expansion de esta, tanto por la escasez natural de aguas
superficiales como su gran demanda. La contaminacion fluvial, en el caso del rio Segura,
también condiciona la expansién de la especie con los vertidos locales (Jiménez, et al.,
2008). Este estudio, atribuye a la proteccion y mejora del habitat, pero sobre todo al
descenso de la contaminacion de los rios, la recuperacion de la nutria en Espafa. La gran
capacidad adaptativa que tiene la especie también ayuda a que pueda vivir en ambientes
gue tengan poca agua O con sequias estivales, como es el caso del rio Segura. El
problema llegaria cuando por el aumento de la demanda vy la falta de lluvias la sequia

pasase a ser cronica.

La nutria prefiere cazar en aguas poco profundas, ya que esta no posee un buen
aislamiento térmico proporcionado por el pelaje, no como en el caso de los verdaderos
mamiferos acuéticos. El buceo en aguas frias le llevaria a grandes pérdidas de energia
por la dificil termorregulacion (Amboage Dominguez, 2016).

Como se ha visto en las graficas, en la temporada de otofio e invierno hay un mayor
consumo de peces, aparte de que estos son especialmente abundantes durante esta
€época porque crian en primavera-verano, esto se puede deber a la menor actividad de los
peces por las bajas temperaturas durante esta época y a su condicion ectotérmica. Por el
contrario, los cangrejos son mas activos durante el verano, por lo que estan mas
disponibles y aumenta la abundancia de este tipo de presas en la temporada de
primavera y verano (Amboage Dominguez, 2016). La proliferacion del cangrejo rojo ha
supuesto un impacto positivo para la expansion de la nutria. Es una especie no autoctona
e invasora de toda la peninsula cuyo aprovechamiento por la nutria constituye un dilema
de conservacion (Mendes, et al., 2011), y se requiere una mejor comprension del grado

en que su presencia esta afectando la ecologia trofica de la nutria.

En las Marismas del Guadalquivir (Tablado et al., 2016), la mayoria de las especies
de depredadores (aves y mamiferos) consumieron cangrejo americano, apareciendo en
algunos casos en mas del 50% de las muestras de su dieta). La abundancia de las
especies consumidoras de cangrejo aumento significativamente en la zona a diferencia de

las especies herbivoras locales, y de los mismos depredadores en areas diferentes de
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Europa, que tenian en algunos casos la condicion de especie amenazada. En cambio, el
cangrejo rojo provoca la desaparicion y simplificacion de las comunidades de niveles
troficos inferiores (invertebrados, anfibios), depredando sobre ellos o alterando su habitat.
Consideran que el caso del cangrejo rojo americano es el primero en el que una especie
exotica puede resultar a la vez beneficiosa, al servir como base alimentaria para especies
amenazadas (entre ellas la nutria), y perjudicial porque puede provocar la extincién de

niveles tréficos inferiores en los ecosistemas acuaticos que coloniza.

La nutria presenta un espectro tréfico amplio, consumiendo peces, cangrejos rojos,
anfibios, aves, reptiles, insectos y pequefios mamiferos. Destaca con mayor frecuencia el
barbo, la perca, el cangrejo rojo y la rana como presas mas abundantes. El Rio Segura
presenta tramos de fuerte estiaje, sobre todo en verano, ademas de la demanda de agua
para cultivo. Esta inestabilidad hidrica hace que disminuya la presencia de peces, lo que
también podria explicar el aumento de consumo de cangrejo rojo (Gallego & Rodriguez,
2016). La inestabilidad de la disponibilidad de los peces hace notoria la gran dependencia

de la nutria de presas de distinto ambiente (Prenda et al., 2018).

La nutria se esta expandiendo y colonizando los cursos medios y bajos de las cuencas,
habitualmente estos suelen ser mas productivos y le permiten a esta explotar nuevos
recursos (Jiménez et al., 2008). Como se ha explicado en la introduccion, no es hasta el
afio 2010, cuando la nutria alcanza la ciudad de Murcia y en verano de 2013, avistan
indicios de ella en Orihuela, correspondiente a la zona del bajo Segura (Direccido General
de Medi Natural i d’Avaluacié Ambiental, 2016). De las muestras recogidas en la ciudad,
la dieta casi en su totalidad se componia de aves, mas concretamente Gallinula
chloropus. Ademas, estas muestras contenian plastico, clara muestra de la contaminacion

antropica que presenta el rio en esta zona.

Ademas, se ha realizado una recopilacién de datos de frecuencia y frecuencia relativa de
la dieta de la nutria en otras zonas de la Peninsula ibérica, y del visbn americano,
extraidos de otros articulos, para su comparacion con los datos obtenidos en este trabajo
y como base para su discusién. Se han recogido los datos para la nutria en el Rio Tiétar,
perteneciente a la cuenca del Tajo (Bueno, 1996), en la cuenca del Guadiana (Blanco-
Garrido et al., 2007), en Algarve, Portugal (Rui Beja, 1990) y en el Rio Ebro (Callejo &
Delibes, 1987). Y para el vison se recogieron datos en la cuenca del Tajo (Bueno, 1996),

en Cataluiia (Melero et al., 2008) y en el rio Tormes (Garcia-Diaz & Lizana, 2012).
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En la Tabla 5 se muestra la comparacion de la dieta de la nutria en diferentes localidades
de la Peninsula Ibérica. De manera general, se muestra el mismo patrén que en el Rio
Segura, como primera frecuencia de ocurrencia aparecen los peces, seguidos del
cangrejo. Solamente en el Algarve muestra una frecuencia de ocurrencia del 3,5% frente
el 59,5% que hay en Murcia. Hay que tener en cuenta que este estudio es del afio 1990 y
gue en Portugal no abundaba el cangrejo rojo en esa zona. Rui Beja, 1990, comenta que
es mas facil para la nutria cazar peces en el mar, pero que puede que sea por el menor

tamafo y que comparativamente sean menos rentables que los peces de agua dulce.

En el articulo de Blanco-Garrido et al. (2007), comenta que pese al caracter oportunista
de la nutria, en la Cuenca del Guadiana mostraron una preferencia clara por el barbo, y
gue en general, prefieren los ciprinidos a los percideos, algo que también se confirma en
el Rio Segura. En el articulo de Callejo (1987), relaciona la existencia de cierta seleccién
gue puede presentar la nutria con el tamafio de los peces. Estas preferirian ejemplares
grandes en el caso de las pequefias especies y viceversa en las especies pequefas. Sin
embargo, la nutria actia como un depredador oportunista, prefiriendo antes que la
abundancia, la vulnerabilidad de las presas. Esto explicaria la mayor caza de los peces en
invierno por su menor actividad. En la temporada de primavera-verano, la diversidad
trofica es mayor, periodo en el que los mamiferos y otros vertebrados terrestres tienen
mas importancia en la dieta (Callejo, 1987). En esa época, el cangrejo estudiado era el
europeo, Austropotamobius pallipes, el cual mostraba un gran declive como consecuencia
de la afanomicosis, enfermedad producida por un hongo, afectando asi a las poblaciones

de nutria.
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Tabla 5. Comparacion de la dieta de la nutria entre la Cuenca del Segura y otras localidades de la
Peninsula Ibérica: 1 (Bueno, 1996), 2 (Blanco-Garrido et al., 2007), 3 (Rui Beja, 1990) y 4 (Callejo
& Delibes, 1987).

Nutria (Lutra lutra)

FO% | FRO% | FO% | FRO% | FO% |FRO% FO% FO% | FRO%

Procambarus

clarkii 59,5 | 33,1 | 30,4 | 15,7 215 | 24,2 3,5 52,0 24,5
Peces 64,7 | 36,0 | 93,5| 815 | 62,1 | 57,8 87,1 85,3 | 57,0
Cyprinus carpio 4,6 2,6 0,2 0,3

Barbus sp. 35,8 | 19,9 29,5 | 29,2

Gobius sp. 1,7 1,0 2,2 1,0
Pseudqchondrostoma 52 2.9

polylepis

Sander lucioperca 225 | 12,5

Aves 5,2 2,9 0,1 0,1 0,3 1,9 1,3

Gallinula chloropus 52 2,9

Anas platyrhynchos 0,0 0,0

Anfibios 150 | 84 4.4 1,9 12,4 | 11,9 1,9 0,8 0,5
Reptiles 0,6 0,3 15 2,2 0,5 1,4 0,9
Mamiferos 8,7 4,8 2,17 | 0,93 0,1 0,1 0,1 7,6 51
Materia vegetal 16,8 | 9,3

Invertebrados 4,0 2,3 1,3 1,6 3,2 0,6 | 10,7
Ord. Coleoptera 3,5 1,9

Clas. Gastropoda 0,6 0,3

Total presas 173,0 46,0 547,0 367

Aunque los peces son la principal presa de la nutria, las frecuencias marcan una
disminucién en las localidades méas al sur (Clavero et al., 2003). Comparando estas
frecuencias, en el Rio Segura presenta una FO de 64,7% y FRO de 36%, en el resto de
lugares presentados en la tabla, todas suben del 50% de FRO. Esto conlleva una

depredacion sobre presas alternativas.

En la tabla 6, finalmente se compara la dieta de la nutria con la del visbn americano. De
manera general, demuestra que en el caso del vison hay mayor preferencia por el
cangrejo americano frente a los peces, por su mayor frecuencia de ocurrencia y
frecuencia relativa. Los dos provienen del mismo lugar geografico, por lo tanto se puede

decir que es una de las presas de mayor preferencia para el vison. El Rio Tormes esta un

26



poco mas al norte que el Rio Tiétar, comparando la diferencia de tiempo entre los
articulos de Bueno, 1996 y Garcia-Diaz & Lizana, 2012, se ven como las frecuencias
relativas de ocurrencia, en el Rio Tormes para el afio 2012 estan a 35,9% en Salamanca
y a 63% en Ledesma, estando en el Tajo a 23,38%, esto indica que ha aumentado la
preferencia por el cangrejo, teniendo en cuenta la mayor expansion y abundancia en la
Peninsula Ibérica que ha presentado con los afios el cangrejo. En el caso de los peces,
disminuye mas aun su frecuencia relativa del casi 20% que tiene el Rio Tiétar al 5,7-1,7%

gue presenta el Rio Tormes.

Las frecuencias presentadas en Catalufia, aparte de la clara preferencia del cangrejo
(FO% = 86,5 y FRO% = 73,3) a los peces (FO% = 11,7 y FRO% = 9,7), aparece un
aumento de las aves (FO% = 6,1 y FRO% = 5,4) con respecto a la nutria en Murcia (FO%
= 5,2y FRO% = 2,9). En el Rio Tiétar hay una mayor preferencia de mamiferos (FO% =
52,38 y FRO% = 50,68) en comparacién a la nutria en Murcia (FO% = 8,7 y FRO% = 4,8)
y en el Rio Tiétar (FO% = 2,17 y FRO% = 0,93). Como explican los resultados de Bueno
(1996), el visén es capaz de ocupar el nicho de la nutria en aquellas ocasiones en las que
la nutria esta ausente o se acaba volviendo més terrestre cuando la nutria esta presente.
El vison presenta una gran adaptabilidad ecoldgica, en el Rio Tiétar se alimenta
principalmente de mamiferos, que concuerda con un patron de reduccidén de consumo de

peces en aquellos lugares en los que coexiste con la nutria.

Segun Melero et al. (2008), el cangrejo americano fue la presa principal de vison, pero
visto desde la frecuencia relativa de ocurrencia, mientras que el grupo de peces,
mamiferos y aves fueron igualmente importantes, al considerar también la biomasa. El
comportamiento generalista del vison, les permite variar su dieta estacionalmente segun
la abundancia de especies, este tiende a alimentarse de presas acudticas y terrestres,

mientras la nutria tiende a tener dietas casi exclusivamente de presas acuaticas.
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Tabla 6. Comparacion de la dieta de la nutria en la Cuenca del Segura con la del visbn americano
en otras localidades ibéricas: 1 (Bueno, 1996), 2 (Melero et al., 2008), 3 y 4 (Garcia-Diaz &
Lizana, 2012).

Lutra lutra Vison americano (Neovison vison)

FRO

FO% % FO% | FRO% FO% FRO% FRO% FRO%
Cplre?rf("i"imbarus 59,5 | 33,1 | 27,0 | 2338 | 865 73,3 35,9 63
Peces 64,7 | 36,0 | 19,05 | 19,48 11,7 9,7
Cyprinus carpio | 4,6 2,6
Barbus sp. 35,8 | 19,9
Gobius sp. 1,7 1,0 5,7 1,7
Pseudochondro
stoma polylepis R 22
lsa.”der 225 | 12,5
ucioperca
Aves 5.2 2,9 3,17 2.60 6,1 5,4
Gallinula 5.2 29 08 17
chloropus
Anas
platyrhynchos T e
Anfibios 15,0 | 8,4 4,76 3,90 0,0 0,0
Reptiles 0,6 0,3 14
Mamiferos 8,7 48 | 52.38 50.65 8,3 8,8
Materia
vegetal e e
Invertebrados 4,0 2,3 0,0 0,0 1,1 2,4
Ord. Coleoptera| 3,5 1,9
Clas.
Gastropoda Ui U
Total presas 173,0 63,0 2440 121 55

El cangrejo de rio representa una fuente constante de alimento disponible durante todo el
afo y resulta facil de capturar ya que se mantiene cerca de la orilla. Tiene la desventaja
de ser una presa relativamente pequefia, tener un bajo coeficiente de digestibilidad y
requerir un largo tiempo de manejo por lo que es una fuente de energia escasa (Melero et
al., 2008), pero parece ser suficiente para ser la principal fuente de alimento para el vison.
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Las nutrias se encuentran a bajas densidades, esto determina bajos niveles de
competencia con el vison que se producen. El visdn se expande mas rapidamente donde
no hay poblaciones de nutrias (Ruiz-Olmo et al., 1997). Segun Melero et al. (2008), las
nutrias probablemente no sean competidoras importantes para la poblacion de visones,
por el buen estado de poblacion del vison en Catalufia. Esto se podria aplicar en un
futuro, si las poblaciones de visones llegaran a la Cuenca del Segura. Si la nutria
alcanzase mayores densidades, podria desplazar al visén, ya que este tenderia a cazar
presas terrestres, como lo hace en la temporada de otofio-invierno en los datos recogidos
por Melero et al. (2008), donde tiende a cazar aves y mamiferos mayoritariamente.
Aunque seguramente no tenga un impacto significativo para la nutria, para otros
depredadores u otros mustélidos que compitan por el mismo alimento, si que podrian
llegar a afectar. El vison puede tener también un efecto negativo sobre otras especies de
vertebrados sobre las que depreda, como anfibios, peces, micromamiferos y aves (Garcia
Diaz et al. 2013). Por esto resulta imprescindible la realizacion de un seguimiento
preventivo y, en su caso, de un manejo proactivo del visbn americano en prevision de su

gradual aproximacion y potencial invasion de la cuenca del Segura.

El visbn cambia su dieta a medida que aumenta la densidad de la nutria, lo que sugiere
gue el uso del habitat del vison podria verse afectado por la competencia con la nutria. El
visén debe coexistir durante mas tiempo con la nutria en areas donde abundan especies

de presas alternativas que no son explotadas por su competidor (Bonesi et al., 2004)

Para los depredadores que comparten nicho, que son animales simpéatricos, es mas facil
coexistir ajustando su comportamiento para reducir la competencia que cambiar los
habitos alimenticios (Fedriani et al., 1999). Como dicen Prigioni et al. (2008) la menor
productividad de los ecosistemas y la disminucion de los recursos alimenticios pueden

aumentar la competencia entre los principales depredadores.
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7. Conclusiones

El estudio realizado muestra la gran capacidad adaptativa de la nutria en un ambiente
como el de la Cuenca del Segura, donde la inestabilidad hidrica y el alto grado de
regulacion hace que los peces sean menos abundantes en primavera-verano, por lo
gue la nutria depende de otras especies, como el cangrejo rojo -mas activo, disponible
y abundante-, ranas o pequefios mamiferos, mostrando asi su gran diversidad trofica.

La proliferacion del cangrejo parece haber ayudado a la expansién de la nutria.

En la temporada de otofio-invierno hay un mayor consumo de peces, lo que puede
obedecer a la menor actividad de éstos por las temperaturas mas bajas, a su mayor
abundancia y aporte calorico. Por esto se podria afirmar la preferencia de la nutria en

esa época por los peces, en patrticular los ciprinidos, como depredador oportunista.

En cuanto al visbn americano, su presa preferida es el cangrejo, que aunque sea
menos eficiente energéticamente, parece suficiente en comparacion con los peces. El
visbn es una especie generalista que varia la dieta estacionalmente segun la
abundancia. Por su gran adaptabilidad ecoldgica, tiende a cazar menos peces cuando

convive con la nutria, centrandose mas en mamiferos y aves.

Sin embargo, ambas especies presentan un amplio espectro tréfico y en otras zonas
de la peninsula donde coexisten parecen convivir bien. Cuando la nutria parece
dominar, actia como un freno a la expansion del visén, que se acaba volviendo mas
terrestre cuando la nutria esta presente. Por tanto, puede que para la nutria no
suponga un gran impacto, pero si para otros mustélidos o para otros vertebrados. Por

esto es necesario un seguimiento y un manejo proactivo del visbn americano.

Aungue, la recuperacién de la nutria se deba en parte a la proteccion, mejora del
habitat y reduccion de la contaminacion, no hay que olvidar que su dispersion es lenta
y aun es poco abundante, y en zonas habitadas cerca del rio existe todavia una
importante contaminacion antropica. En cambio el vison, aunque ain no se encuentre
en el Rio Segura, presenta una rapida expansion, por lo que la nutria podria no ser

una buena competidora en las zonas mas humanizadas.
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9. Anexos

Anexo | — Protocolo de andlisis genético

1. Extraccién ADN: FavorPrep™ Stool DNA Isolation Mini Kit.
Notas Importantes:

1. Es importante el uso de guantes y bata de laboratorio cuando se manejan estos buffers

ya que son irritantes.

2. Comprobar SDE1 Buffer antes del uso, calentar SDE1 Buffer a 60°C durante 10

minutos si se formé algun precipitado.

3. Agregar el agua destilada al tubo de Proteinasa K, para hacer 10mg/ml de solucion
madre. Agitar con el Vortex asegurandose de que la proteinasa K ha sido completamente

disuelto. Almacenar la solucion madre a 4°C.
4. Agregar el volumen indicado de etanol (96-100%) al tampdn de lavado antes de su uso.

5. Preparar un bloque calefactor o un bafio de agua a 60°C. Si el ADN esta aislado de
bacterias gram positivas, prepare un bloque de calentamiento o un bafio de agua a
95°C para otra incubacion.

6. Todos los pasos de la centrifuga se realizan a velocidad méaxima (~ 18,000 x g) en una

microcentrifuga.

7. Precalentar el tampdn de elucién o agua destilada a 60°C para el paso de elucién.
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Protocolo general:

1. Agregar hasta 200mg de muestra de heces a un tubo de cuentas y colocarlos en un

bloque de hielo.
--Si la muestra es liquida, agregue 200ul de muestra en un tubo de perlas.
2. Agregue 300pul de tampon SDE1 y 20ul de proteinasa K (10 mg / ml) a la muestra.

Vortex a velocidad maxima durante 5 minutos. Incubar la mezcla de muestra a 60°C
durante 20 minutos y agitar con voértice la muestra para cada 5 minutos durante la

incubacion.
- Asegurar que la muestra de materia fecal se homogenice por completo.

- Para el aislamiento de ADN de baceria grampositiva, realizar una incubacién adicional a
95°C durante 5 minutos después de la lisis de proteinasa K.

3. Agitar en vortex brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

4. Enfriar la mezcla de muestra y agregar 100ul de tampon SDE2. Mezclar bien agitando

en vortex e incubar la mezcla de muestra en hielo durante 5 minutos.
5. Centrifugue a velocidad maxima (~ 18,000 x g) durante 5 minutos.

6. Con cuidado, transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml (no

provisto) y desechar el sedimento de heces.
- Evitar pipetear cualquier residuo y granulo.

7. Agregar 200pl de tampdén SDE3. Mezclar bien agitando en vortice e incubar la mezcla

de muestra a temperatura ambiente durante 2 minutos.

--Nota: SDE3 Buffer debe agitarse en el vortex antes de cada uso ya que precipita muy

rapido.

- Cortar el extremo de la punta de 1 ml para que sea mas facil pipetear el tampén SDE3.
8. Centrifugar a velocidad méaxima durante 2 minutos.

9. Con cuidado, transfiera 250ul de sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1,5ml

(no provisto).
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- Evite pipetear cualquier residuo y granulo que quede en el fondo.

10. Agregue 250ul de tampon SDE4 y 250ul de etanol (96 ~ 100%). Mezclar bien con el

vortex.

11. Colocar una columna SED en una coleccion. Transferir toda la mezcla de muestra a la
Columna SDE y centrifugar a maxima velocidad, 1 minuto y descartar el flujo. Finalmente,

se coloca la columna SDE en un nuevo tubo de recoleccion.

12. Agregar 750ul de tampodn de lavado (etanol afiadido) a la columna SDE. Centrifugar a
velocidad maxima durante 1 minuto y luego descartar el flujo. Devolver la Columna SDE al

Tubo de Coleccion.

--Asegurar que se haya agregado etanol (96 ~ 100%) al tampon de lavado cuando se usa

por primera vez.
13. Repetir el paso 12.

14. Centrifugar a velocidad maxima durante 3 minutos adicionales para secar la columna
SDE.

--Este paso evitara que el liquido residual inhiba las reacciones enziméaticas posteriores.

15. Colocar la columna SDE en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml (no incluido).
Agregue 50 ~ 200pl de tampdn de elucion precalentado o agua destilada al centro de la
membrana de la columna SDE. Coloque la columna SDE durante 2 minutos a temperatura

ambiente.

-- Para una elucién efectiva, dispensar el Tampon de elucion o ddH20 en el centro de la

membrana y comprobar que es absorbido por completo.

16. Centrifugar a velocidad maxima durante 4 minutos para eluir el ADN.
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2. PCR:

Técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En el C1000 Thermal Cycler se ponen las muestras:

T2 | Tiempo
Grisp Master Mix
94° 5min
ri reen DNA in
025 T 1min Grisp Gree Stai
63,5°| 1min | 35 ciclos Primer Forword Mm H1
72° | 1min Primer Reverse Mn L1
72° 10min .
Volumen final: 21pl
40 Infinito 24l x tubo
Total DNA: 3pl

3. Electroforesis en gel de agarosa.

La electroforesis es la técnica en la cual se separan las biomoléculas en disolucion
cuando se ven sometidas a un campo eléctrico.

Reactivos:

— TAE 1X (8 ambiente)
— AGAROSE D1 LOW EEO (t2 ambiente)
— REDSAFE (en frigorifico)

Cubeta Grande Agarosa (gr) TAE 1X (ml) RedSafe (pl)

Agarosa al 3% 4.5 150 Unas gotas
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Protocolo:

1.

Con el vaso de precipitado tarado, se pesan los 4,5 gr de agarosa.

2. Afadir los 150ml de TAE 1X.

Agitar y calentar en un agitador magnético termostatizado con una mosca, hasta
gue la solucion se vuelva transparente, justo cuando comience a hervir.
Mientras se calienta la disolucion, se prepara el molde para el gel. Tiene que estar
limpio, seco y calibrado para que no haya ningun desnivel.
Cuando la disoluciobn comience a hervir, llevar a una campafia extractora con
cuidado, y afadir el RedSafe con una mascarilla puesta ya que es cancerigeno.
Agitar para homogeneizar.
Verter la solucion en el molde previamente preparado, con cuidado de que no se
formen burbujas.
- Si se forman burbujas, con ayuda de una pipeta, llevarlas rapidamente hacia los
laterales para que no interfieran en la trayectoria de las moléculas.
Mientras se enfria el gel, se prepara la cubeta electroforética afladiendo TAE 1X a
las dos hendiduras que presenta, hasta que cubra finamente el escalon donde ir4
el gel.
Cuando el gel esté endurecido, se saca con cuidado del molde intentando no
desfigurar los huecos formados. Y se coloca en el escalon de la cubeta bien
ajustado.
Completar las muestras en los pocillos:

— Observar si hay pocillos de la PCR evaporados y afadir 5ul de agua

ultrapura para suspender.

— Tapar bien y agitar en vortex levemente la placa para homogeneizar.

— Dar un choque de centrifuga para bajar el volumen al fondo del pocillo.

— Cargar 2pl de marcador molecular: primer pocillo de cada fila (2 pocillos).

— Cargar 10ul de la muestra en el resto de pocillos.
Rellenar con TAE 1X la cubeta hasta cubrir el gel por completo.
Conectar la electroforesis, BIO-RAD POWER BASIC.
- Voltaje = 100 V.
- Tiempo = 50 minutos.
Fotografiar gel resultante con el TRANSILLUMINATOR.
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Anexo Il — Protocolo de diseccién

Procedimiento de diseccién de los peces de la cuenca del Rio Segura (piezas
duras):
Si el pez o los peces estan congelados, se tienen que dejar descongelar durante un

tiempo.

. Medir el tamafio del pez, luego la cola, la cabeza y el tamafio de las escamas

durante su descongelacion.

3. Quitar las escamas.

4. Guardar las escamas bien divididas en una placa Petri (una buena cantidad) y

sellarla con film.

Hervir el pez.

6. Sacar el pez del agua y dejarlo enfriar.

9.

Diseccionar el pescado con el bisturi, removiendo con cuidado los tejidos hasta la
liberacién de la columna vertebral.

Remover la columna vertebral con mucho cuidado, intentando no fracturar las
raspas.

Separar la cola del cuerpo.

10.Desmontar con cuidado el craneo, liberando el diente faringeo.

11.Reponer todos los tipos de huesos en H202 dependiendo del tamafio del pez.

12.*La cantidad de peroxido varia segun el tamafio del pez.

13.Dejar actuar el peréxido 24 horas para remover toda la mucosa y los tejidos

blandos.

14.Remover el contenido en un colador con una reja de tamafio de 2mm y limpiar con

agua del grifo.

15.Dejar secar totalmente los huesos y conservarlos en una placa Petri sellada con

film.

16.Finalmente marcar con nombre cientifico y nombre comun las placas.
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6
7
8.
9

Procedimiento de diseccion de los animales de la cuenca del Rio Segura
(piezas blandas):

Si el animal o los animales estan congelados, dejarlos descongelar durante un
tiempo.

Medir el tamafio del animal o de las piezas (partes) del animal durante su
descongelacion.

Preparar los tubos llenos de alcohol 96° para su conservacion.

*Por ejemplo, un cangrejo rojo americano se puede guardar en tubos de 20ml.

En el caso de que sea necesario, diseccionar el animal con el bisturi, removiendo
con cuidado los tejidos hasta la liberacion de las partes quitinosas o queratinosas.
Remover todas las partes duras con mucho cuidado.

Separar las partes diagnésticas del cuerpo, desmontandolas con cuidado.

Reponer todos los tipos de piezas en H202 dependiendo del tamafio del animal.

*La cantidad de peroxido varia segun el tamafio del animal.

10.Dejar actuar el perdxido 24 horas para remover toda la mucosa y los tejidos

blandos.

11.Remover el contenido en un colador con una reja de tamafio de 2mm vy limpiar con

agua del grifo.

12.Dejar secar totalmente las partes del animal, conservarlos en un tubo con alcohol

96° y sellarlos con film.

13.Finalmente marcar con nombre cientifico y nombre comun los tubos.
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Anexo lll — Tablas de composicion de la dieta

Tabla 1. Composicion de la dieta de la nutria en la Regién de Murcia. FO% - frecuencia de
ocurrencia, FRO% - frecuencia relativa de ocurrencia, V% - volumen, VYm% - volumen medio.

TOTAL | Fo% | FRO% [ veo | vmos |
Procambarus clarkii |59,53757 |33,11897 | 64,85437 | 38,61272
Peces 64,73988 | 36,01286 | 77,05357 | 49,88439
Cyprinus carpio 4,624277 | 2,572347 65| 3,00578
Luciobarbus sclateri | 35,83815|19,93569 | 67,82258 | 24,30636
Gobio lozanoi 1,734104| 0,96463|81,66667|1,416185
Pseudochondrostoma

polylepis 5,202312|2,893891 | 66,66667 | 3,468208
Sander lucioperca | 22,54335|12,54019|78,46154 | 17,68786
Aves 5,202312|2,893891 | 47,22222 | 2,456647
Gallinula chloropus | 5,202312|2,893891 | 47,22222 | 2,456647

Anas platyrhynchos - - - -
Fam. Ranidae 15,0289 |8,360129 |18,84615| 2,83237
Natrix maura 0,578035|0,321543 200,115607
Fam. Muridae 8,67052|4,823151 24| 2,080925
Materia vegetal 16,76301]9,324759 | 16,55172 | 2,774566
Invertebrados 4,046243|2,250804 | 30,71429| 1,242775
Ord. Coleoptera 3,468208| 1,92926|31,66667|1,098266
Clas. Gastropoda 0,578035|0,321543 2510,144509
100 100
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Tabla 2. Composicion de la dieta de la nutria en la temporada de otofio-invierno en la Region de
Murcia. FO% - frecuencia de ocurrencia, FRO% - frecuencia relativa de ocurrencia, V% - volumen,
Vm% - volumen medio.

oTORO-INVIERNO [IFO%IINEROV Ve Vinda

Procambarus clarkii |50,89286 | 25,90909 | 48,15789 | 24,50893
Peces 79,46429|40,45455|77,41573|61,51786
Cyprinus carpio 5,357143|2,727273|66,66667 | 3,571429
Luciobarbus sclateri | 41,96429|21,36364 | 67,44681 | 28,30357
Gobio lozanoi 0,892857 | 0,454545 95|0,848214
Pseudochondrostom

a polylepis 7,142857|3,636364| 71,875|5,133929
Sander lucioperca |30,35714|15,45455|77,94118|23,66071
Aves 8,035714|4,090909 | 47,22222 | 3,794643
Gallinula chloropus |8,035714 | 4,090909 | 47,22222 | 3,794643

Anas platyrhynchos - - - -
Fam. Ranidae 14,28571|7,272727| 20,625 |2,946429
Natrix maura 0,892857 | 0,454545 20/0,178571
Fam. Muridae 9,821429 5|21,81818|2,142857
Materia vegetal 23,21429|11,81818|17,11538|3,973214
Invertebrados 3,571429|1,818182 26,25| 0,9375
Ord. Coleoptera | 2,678571 |1,363636 | 26,66667 | 0,714286
Clas. Gastropoda |0,892857|0,454545 25|0,223214
100 100
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volumen, Vm% - volumen medio.

Tabla 3. Composicion de la dieta de la nutria en la temporada de primavera-verano en la Region
de Murcia. FO% - frecuencia de ocurrencia, FRO% - frecuencia relativa de ocurrencia, V% -

VERANO
Procambarus clarkii | 75,40984 | 50,54945 | 85,54348| 64,5082
Peces 37,70492 | 25,27473 | 75,65217 | 28,52459
Cyprinus carpio | 3,278689|2,197802 60(1,967213
Luciobarbus sclateri | 24,59016 | 16,48352 69 |16,96721
Gobio lozanoi 3,278689|2,197802 7512,459016
Pseudochondrostom

a polylepis 1,639344 | 1,098901 2510,409836
Sander lucioperca |8,196721 |5,494505 826,721311

Aves - - - -

Gallinula chloropus - - - -

Anas platyrhynchos - - - -
Fam. Ranidae 16,39344|10,98901 16]2,622951

Natrix maura - - - -
Fam. Muridae 6,557377|4,395604 30|1,967213
Materia vegetal 4,918033|3,296703|11,66667 | 0,57377
Invertebrados 4,918033 | 3,296703 | 36,66667 | 1,803279
Ord. Coleoptera  |4,918033|3,296703 | 36,66667 | 1,803279

Clas. Gastropoda - - - -
100 100
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