Gayana 74(2): 113 - 124, 2010
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ABSTRACT

Genetic variability of a freshwater bivalve Diplodon chilensis from three Nahuelbuta lakes was described. Each lake
shows geographic barriers and environmental characteristics as a consequence of geomorphologic and antropic events.
Our results shows that only Lleu-Lleu lake was in Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.05). All populations show gametic
desequilibrium (P < 0.001), as an evidence of the species’ life cycle. There are heterozygote deficiencies (Fis) in Laguna La
Posada and Laguna Chica de San Pedro. Global Fst (0.027) and AMOVA test values for pooling subpopulation show non
structured population, as an evidence of recent migration process.

Keyworps: Diplodon chilensis, linkage disequilibrium, heterozygote deficit, Hardy-Weinberg equilibrium, lenthic
systems.

RESUMEN

Se describe la variabilidad genética del bivalvo dulceacuicola Diplodon chilensis proveniente de tres lagos Nahuelbutanos,
cada uno de los cuales presenta barreras geograficas y diferencias ambientales reconocibles como consecuencia de
diversos eventos geomorfologicos y antropicos. Nuestros resultados revelaron que sélo Lago Lleu-Lleu se encuentra de
equilibrio Hardy- Weinberg (P< 0.05). El desequilibrio gamético se manifestd en las tres poblaciones p< 0.001 lo que
podria explicarse por la complejidad de su ciclo reproductivo. La Posada y Laguna Chica de San Pedro presentan déficit de
heterocigotos (Fis). Los valores de Fist global (0.027) y AMOVA para la poblacion total indican que estas poblaciones no
estan estructuradas lo que sugiere procesos de migracion recientes a través de los cursos de agua.

PALABRAS cLAVE: Diplodon chilensis, desequilibrio gamético, déficit de heterocigotos, equilibrio Hardy-Weinberg, sistemas
lénticos.

INTRODUCCION

En los ultimos afios ha surgido un notable interés a nivel
mundial por el estudio de las poblaciones de bivalvos
dulceacuicolas (Nagel et al. 1996; Berg et al. 1998, 2007,
Hoeh et al. 1998; Brim Box & Mossa 1999; Parada & Peredo
2002; Baker et al. 2004). Diversos autores han reconocido su
potencial rol trofico en el ecosistema (Bauer, 2001; Strayer
et al. 2004), regulando los niveles de turbidez de la columna
de agua, (Leff et al. 1990; Vallejos 1996; Soto & Mena 1999;
Strayer 1999; Vaughn & Hakenkamp 2001). Ademas, por

su eficiente capacidad de filtracion (Valdovinos & Cuevas
1996; Kreeger et al. 2004; Fuentealba & Henriquez 2008),
los bivalvos dulceacuicolas son considerados una importante
herramienta de mejoramiento y control en la calidad de agua
(Lara et al. 2002; Kreeger et al. 2004).

En Chile, se han registrado extinciones locales en algunas
poblaciones de bivalvos dulceacuicolas (Parada & Peredo
2005; Valdovinos & Pedreros 2007) asi como en otras
latitudes (Ricciardi & Rasmussen 1999; Anthony et al. 2001),
que podrian tener relaciéon con el grado de perturbacion
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del habitat (Williams et al. 1992; Layzer et al. 1993; Brim
Box & Mossa 1999; Peredo ef al. 2003). Diversos autores
han destacado la estrecha relacion existente entre el estado
tréfico de un lago, las condiciones geomorfologicas y usos
de la cuenca de drenaje (Ryding & Rast 1992; Parra et al.
2003; Valdovinos & Pedreros 2007). La materia y energia
procedente de estas cuencas influye directa e indirectamente
en las poblaciones de bivalvos y su habitat (Chutter, 1969;
Valdovinos & Figueroa 2000). Lainteraccion de estos factores
con fendmenos estocasticos o deterministicos es crucial en el
establecimiento de la variabilidad genética. Eventualmente,
el nivel de perturbacion de habitat puede generar pérdida de
la diversidad genética derivando en una reduccion drastica
del tamafio poblacional inclusive, ocasionar la disminucién
en la frecuencia alélica en la poblacion (White et al. 1999;
Ferreira de Souza et al. 2009).

En los ultimos afios, en Chile, diversos estudios del tipo
ecologicoy sistematico se han centrado en la familia Hyriidae
y la especie Diplodon chilensis (Gray 1828), sin embargo,
actualmente no existen estudios genéticos poblacionales
al respecto (Bonetto ef al. 1986; Parada et al. 1987; Lara
et al. 1988; Soto & Mena 1999; Jara et al. 2000; Lara et
al. 2002; Parada & Peredo 2005). A nivel taxonémico, se
han descrito para genero Diplodon dos especies, Diplodon
chilensis y Diplodon solidulus Philippi 1869. Para la especie
D. chilensis existirian dos subespecies D. chilensis chilensis
y D. chilensis patagonicus (d'Orbigny 1846). La primera
se distribuye desde Valparaiso hasta la Isla de Chiloé y la
segunda desde la region mas austral de Chile y la Patagonia
argentina, con un limite meridional argentino en el lago
Futalauquén existiendo registros ambiguos del holotipo
para la subespecie D. chilensis patagonicus (Letelier 2006)
lo cual ha puesto en duda su presencia en territorio chileno
(Parada & Peredo 2008).

La historia evolutiva de los bivalvos dulceacuicolas en
Chile, al igual que otros invertebrados dulceacuicolas, en los
ultimos diez mil afios ha sido de colonizacidn, aislamiento
y adaptacion. Los cambios climaticos durante la formacion
de los ecosistemas dulceacuicolas, sumado a procesos del
tipo morfogenéticos (glaciacion, vulcanismo o actividad
tectonica) conllevaron a la formacion de nuevos habitats
cada uno con caracteristicas particulares (Parada et al. 1989;
Parada & Peredo 1994; Clapperton 1993; Turner et al. 2005;
Ruzzante et al. 2008). Estos factores habrian determinado la
colonizacion de la especie en una gran variedad de habitats
como rios y lagos modificando sus patrones de distribucion y
fenotipicos (Parada & Peredo 1994; Parada & Peredo 2002).
Desde el punto de vista genético, las poblaciones ldticas a
diferencia de las 1énticas, mantendrian un mayor nivel de
flujo génico como consecuencia del grado de conectividad
hidrica. Sin embargo, poblaciones lénticas y ldticas en
respuesta a las presiones de seleccion de cada ambiente en
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particular, presentan importantes diferencias fenotipicas
(plasticidad fenotipica), posibilitando que los adultos
se adapten exitosamente a amplios rangos del ambiente
(Parada & Peredo 1994). Para ambos ecosistemas las
presiones de seleccidon corresponderian fundamentalmente
a la modificacion de parametros fisicoquimicos tales como
vientos regionales, temperatura, pH, oxigeno disuelto y
corrientes (Parada & Peredo 1994). Sin embargo, existe
evidencia de tolerancia de las poblaciones D. chilensis a
distintos rangos de temperatura, como ha sido demostrado en
el tiempo geolodgico, periodos en los cuales las poblaciones
no fueron afectadas por los extremos de temperatura
producidos en el Pleistoceno y Holoceno (Jackson &
Jackson 2008).

En el habitat natural, la distribuciéon de los individuos
en la poblacion tiende a ser en bajas densidades. Se
alimentan de fitoplancton y bacterias en habitats con
elevada productividad (Vallejos 1996). No obstante, las
poblaciones solo pueden vivir en condiciones mesotroficas
a oligotroficas. La modificacion de parametros como la tasa
de sedimentacion y remocion del fondo, han demostrado ser
factores claves en la declinacion paulatina de las poblaciones
de bivalvos (Bauer 1988; Williams et al. 1992; Layzer et
al. 1993; Parada & Peredo 1994; Wood & Armitage 1997;
Brim Box & Mossa 1999; Dodds & Whiles 2004). Estudios
demuestran que Diplodon chilensis es susceptible a los
procesos de eutroficacion disminuyendo notablemente su
rango de distribucion. Cambios en los niveles de trofia y
en los parametros geograficos de los ecosistemas afectan
notablemente la tasa de crecimiento, incluso actualmente, es
considerada una especie en peligro (Valdovinos & Pedreros
2007). Probablemente de igual modo son afectados los
niveles de variabilidad genética y estructura poblacional
por lo que es prioritario conocer la diversidad genética
poblacional hasta ahora desconocida.

Elpropésito del presente trabajo es determinar la variabilidad
genética en poblaciones de Diplodon chilensis mediante
analisis del polimorfismo de isoenzimas. Las poblaciones
en estudio fueron recolectadas de tres sistemas Iénticos cada
uno de los cuales presenta barreras geograficas, sin conexion
fisica entre lagos, y diferencias ambientales reconocibles
como consecuencia de diversos eventos geomorfoldgicos
y antropicos, por lo que se postula la hipdtesis de
diferenciacion en los niveles de variabilidad genética y una
marcada estructuracion poblacional.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron colectadas desde 3 sistemas
Iénticos, lago Lleu-Lleu, laguna La Posada y Laguna
Chica de San Pedro, denominados lagos Nahuelbutanos,
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los cuales se encuentran emplazados en la fachada
occidental de la cordillera de Nahuelbuta (VIII region
Chile). Adicionalmente se incluyé el Lago Lanalhue no
encontrandose registros actuales (Fig. 1). Los parametros
fisicoquimicos son mostrados en la Tabla 1.

Se tomaron muestras estacionales de 60 individuos de la
especie Diplodon chilensis, las que fueron posteriormente
transportadas en cautiverio y preservadas a 80°C (Mod:
Scien-Temp Adrian Michigan U.S.A). Los organismos

posteriormente utilizados de forma gradual en cada analisis
evitando de este modo cualquier alteracion post-mortem
de los complejos enzimaticos. Durante la estandarizacion
previa se utilizaron tejidos tales como: musculo abductor,
pie y branquias, los que fueron extraidos posteriormente
de los organismos descongelados. Sobre la base de los
resultados obtenidos en la etapa de estandarizacion previa
y de los tejidos se hizo una seleccion de las branquias,
resultando con buena resolucion en el sistema, evitando
de este modo cualquier error en la interpretacion de los

fueron descongelados a temperatura ambiente y resultados.
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FiGural. Mapa de los sitios de colecta de Diplodon chilensis.

FiGure 1. Collecting sites map of Diplodon chilensis.

TaBLA 1. Parametros Fisicoquimicos de los tres lagos nahuelbutanos (Parra et al. 2003; Valdovinos & Pedreros 2007).

TaBLE 1. Physical and chemical parameters from three nahuelbuta lakes (Parra et al. 2003; Valdovinos & Pedreros 2007).

Parametros Laguna Chica Laguna La Posada Lago Lleu-Lleu Lago Lanalhue
Fisicoquimicos

Temperatura (°C) 17.5 16 15.5 16.8
pH 6.9 7.0 75 6.8
Sechi (m) 52 2.8 8.0 3.0
Total-P(mg L-1 ) 4.9 5.2 3.4 13.4
PO4-P (mg L-1) 3.1 2.1 2.0 8.0
DIN (mg L-1) 250.0 163.0 225.0 166.0
Oxigeno disuelto (mg L-1) 9.2 9.2 9.8 9.1
Area (km2) 0.82 0.10 39.80 31.90
Profundidad media 10.3 3.7 23.5 13.1
Latitud 36°51° 36° 56 38°09’ 37°55°
Longitud 73°05° 73°10° 73°19° 73°19°
Altitud (m) 5 7 20 12
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ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS

Se analizaron 7 sistemas enzimaticos, mediante las técnicas
de Harris & Hopkinson (1976) Pasteur et al. (1988) y
Richardson et al. (1986). Los tampones utilizados segun
la metodologia propuesta por Harris & Hopkinson (1976)
y Selander et al. (1971) encuentran resumidos en la Tabla
2. La homogeneizacion de forma manual se llevo a cabo
mediante el uso de un mortero convencional y en el mismo
tubo Eppendorff usando una bagueta, con 50-80 mg de
ambos tejidos. Se utilizé buffer Tris-EDTA en la maceracion
en tejidos branquiales, mediante un sistema de trituracion
manual, las muestras posteriormente fueron centrifugadas.
En el caso de los musculos abductores la maceracion se hizo
con 3 a 5 gotas de agua destilada cuando era preciso hidratar.
Los tejidos branquiales fueron centrifugados a 3.000 rpm
por 5 min. Los musculos abductores fueron centrifugados
a 10.000 rpm por 3 min obteniéndose de esta forma la
separacion de fases.

La siembra se llevo a cabo en un gel almidén al 12.5%,
utilizando papel Whatman N°3 0.5 x 0.8 mm. Para la corrida
electroforética se utilizé una fuente de poder modelo Heath
Modelo 2717. La corrida o empuje inicial de las proteinas
fue de 25 a 36 mA. Al cabo de una hora se retiraron los
papeles de siembra y se aumentd el voltaje manteniendo
una temperatura de 5°C. El tiempo de corrida estimado fue

aproximadamente de 6 h expuestos a corriente continua. El
voltaje se mantuvo constante en un rango de 36 a 50 mA.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos y la obtencion de los
indices de variabilidad genética, estructuracion poblacional,
test de equilibrio Hardy- Weinberg utilizamos el programa
Popgene (Yeh et al. 1997) version 1.31 y Tools for
Population Genetics Analysis (TFPGA) en su version 1.3
(Miller 1997). Para cada poblacion se obtuvo los estadisticos
descriptivos como numero de alelos por locus (nivel 95%),
heterozigosidad observada (Ho), heterozigosidad esperada
(He), frecuencias alélicas y genotipicas.

Los valores de Fst al comparar pares de poblaciones fueron
estimados de acuerdo a Cockerham & Weir (1993) usando
Arlequin 2.0 (Schneider et al. 2000). La significancia
fue obtenida usando 1000 permutaciones. Un analisis de
varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992) fue
utilizado para descomponer la varianza genética entre las
3 poblaciones y verificar como se distribuye la varianza
dentro y entre poblaciones. Los calculos de AMOVA
fueron realizados usando Arlequin 2.0 y el significado de
la varianza entre las poblaciones fue testeado usando 10000
permutaciones.

TaBLa 2: Tipo de enzimas, tampon, tejidos y autores incluidos en el estudio. (S* Selander ef al. 1971). (¥*) B: Branquia.

TaBLE 2. Isozyme systems, buffer, issues and authors included in this study. (S* Selander et al. 1971). (**) B: Gill.

ENZIMAS TAMPON pH AUTOR (*) Tejido (**)
MALATO DESHIDROGENASA (MDH) 1.1.1.37 TRIS CITRATO 6.3-6.7 S B
ESTERASA (EST ) 3.1.1.1 TRIS CITRATO 6.3-6.7 S B
ISOCITRATO DESHIDROGENASA (IDH) 1.1.1.2 TRIS CITRATO 6.3-6.7 S B
FOSFOGLUCOMUTASA (PGM ) 2.7.5.1 TRIS CITRATO 6.3-6.7 S B
GLUCOSA FOSFATO ISOMERASA (PGI) 5.3.1.9 TRIS CITRATO 6.3-6.7 S B
SI&[ﬁAMATO OXALATO TRANSAMINASA (GOT) TRIS CITRATO 6367 S B
LEUCIN AMINOPEPTIDASA (LAP) 3.4.11.1 TRIS CITRATO 6.3-6.7 S B
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RESULTADOS

Del total de loci analizados ocho fueron polimoérficos EST-
1, EST-2 y EST-3, AAT-1, AAT-2, PGM-1, PGI-1 Lap-1y
dos monomorficos AAT-3 y LAP-2. Las tres poblaciones
presentaron valores similares de polimorfismo equivalentes
a un 80%.

Todos los loci polimoérficos en cada poblacion presentaron
igual nimero de alelos (n=2), no se encontraron alelos
privados o exclusivos por localidad. Con respecto al
equilibrio de Hardy -Weinberg por locus, este se manifiesta
en distintos niveles, con diferencias estadisticamente
significativas (P< 0.05), siendo mayor en la Laguna
Chica de San Pedro (Pop-1) con un (88%), Laguna la
Posada (Pop-3) un (25%), en tanto que en la Lago Lleu-
Lleu (Pop-2) no se evidenciaron loci en desequilibrio.
Los valores Fis globales revelan que Pop-1 (=0.479;
P= 0.000) y la Pop-3 (=0.1500; P=0.000) presentan
deficiencia de heterocigotos significativa a diferencia de
la Pop-3 (/=0.060; P =0.8386) (Tabla 3).

El estadistico Fst global, calculado desde las frecuencias
de alelos por loci, es un poco menor (0,0274; P = 0.017)
al obtenido de las frecuencias de los fenotipos multilocus
(0.064, P < 0.001) de acuerdo a estos valores las tres
poblaciones son significativamente diferentes (0.044
< Fst < 0.095, P < 0.001) con bajo a moderado nivel de
estructuracion poblacional existiendo un bajo porcentaje
de la varianza genética dentro de las poblaciones, como
consecuencia de la diferencia entre ellas. El analisis de
varianza, AMOVA, complementa los resultados obtenidos
del analisis de Fist entre pares de poblaciones corroborando
que mayoritariamente la varianza se encuentra distribuida
dentro de las poblaciones (97,1 %) mientras que sélo el
(2,9 % ) de la varianza se encuentra entre las poblaciones
(Tabla 4).

El analisis desequilibrio gamético de genotipos multilocus,
con correccion de Bonferrroni, es significativo P< 0.001
para todos los loci indicando que no existe asociacion
aleatoria de los genotipos para cada par de loci analizados
(Tablas 4 y 5).

TaBLa 3. Valores de frecuencias alélicas, equilibrio Hardy-Weinberg, heterozigosidad observada (Ho), heterozigosidad esperada (He),
probabilidad de equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacion (P(HW)) y deficiencia de heterocigotos (Fis) en tres sistemas lacustres

Nahuelbutanos.

TaBLE 3. Values of allele frequencies, Hardy-Weinberg equilibrium, observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), probability
of population Hardy-Weinberg equilibrium P(HW) and heterozygous deficit (Fis) found in three Nahuelbuta lake systems.

Sistemas lacustres Nahuelbutanos

Isoenzimas Locus L. Chica de San Pedro Lago Lleu-Lleu L. La Posada
Esterasa 1 1 0.600 583 0.5167
2 0.400 0.4167 0.4833
Hesp 0.4800 0.4861 0.4994
H. obs 0.3667 0.5333 0.3667
Fis 0.244 -0.089 0.274
P(HW) 0.05803 0.49162 0.033630
Esterasa 2 1 0.6750 0.6083 0.5417
2 0.3250 0.3917 0.4583
H esp 0.4387 0.4765 0.4965
H. obs 0.1833 0.4833 0.1167
Fis 0.588 -0.006 0.768
P(HW) 0.0000 0.963651 0.0000
EST-3 1 0.600 0.5417 0.4833
2 0.400 0.4583 0.5167
Hesp 0.4800 0.4965 0.4994
H. obs 0.2667 0.4833 0.4667
Fis 0.451 0.035 0.074
P(HW) 0.000447 0.786413 0.566320
AAT-1 1 0.5833 0.4750 0.4583
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Sistemas lacustres Nahuelbutanos

Isoenzimas Locus L. Chica de San Pedro Lago Lleu-Lleu L. La Posada
2 0.4167 0.5250 0.5417
Hesp 0.4861 0.4988 0.4965
H. obs 0.2333 0.4833 0.4833
Fis 0.526 0.039 0.035
P(HW) 0.000042 0.760710 0.786413
Fis 0.320 0.194 0.041
PHW) 0.012178 0.132931 0.748041
LAP 1 0.7667 0.5417 0.5833
2 0.2333 0.4583 0.4167
Hesp 0.3578 0.4965 0.4861
H. obs 0.2000 0.4833 0.4667
Fis 0.448 0.035 0.048
P(HW) 0.000457 0.786413 0.707566
PGM 1 0.7667 0.5417 0.4833
2 0.2333 0.4583 0.5167
H.nb 0.3608 0.5007 0.5036
H. obs 0.1333 0.4500 0.5333
Fis 0.632 0.102 -0.059
P(HW) 0.019822 0.428909 0.645142
PGI 1 0.5917 0.5250 0.5583
2 0.4083 0.4750 0.4417
Hesp 0.4832 0.4988 0.4932
H. obs 0.1833 0.4167 0.4833
Fis 0.626 0 0.1730 0.028
P(HW) 0.0000 0.18024 0.825850
Promedio H. esp. 0.4278 0.4926 0.4963
H. obs 0.2249 0.4666 0.4225
Fis 0.4793 0.0601 0.1500

TaBLA 4. Comparacion pareada entre poblaciones. Sobre diagonal valores-P (valor-P estimado bajo 1000 permutaciones) y bajo diagonal
se muestran valores de Fist.

TABLE 4. Pair-wise Fst between populations. Above diagonal P-value (P -values estimated from 1000 permutations). Below diagonal Fst
values are shown.

Valor- P
Lagos L. Chica L. Lleu-Lleu L. La Posada
L. Chica — 0,04 0,02
Valores de Fist en L. Lleu-Lleu 0,04 — 0,45
poblaciones L. La Posada 0.05 0 —
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TaBLA 5: AMOVA calculada para las tres poblaciones. Global Fst entre poblaciones, calculados para un valor de AMOVA = 0.029 (P =

0.017, significancia estimada a partir de 10000 permutaciones).

TaBLE 5. AMOVA performed on the three populations. Global Fs¢ between populations estimated from the AMOVA = 0.029 (P = 0.017,

significance estimated from 10000 permutations).

Fuente de variacion df Suma de Componentes  Porcentaje de
cuadrados de la Varianza variacion
Dentro poblaciones 2 17,57 0,057 2,92
Entre poblaciones 357 680,07 1,905 97,08
DISCUSION Respecto al desequilibrio gamético en invertebrados

EquiLiBRio HARDY WEINBERG, DEFICIT HETEROZIGOTOS Y
DESEQUILIBRIO GAMETICO.

La electroforesis de proteinas, marcadores relativamente
conservados, ha sido utilizada preliminarmente y como
referenciaparaestimarlavariacidnexistenteenpoblaciones
naturales de bivalvos dulceacuicolas, permitiendo hacer
inferencias sobre aspectos poblacionales (van der Bank
1995; Nagel et al. 1996; Mulvey et al. 1997; Berg et
al. 1998, 2007; Hoeh et al. 1998; Curole et al. 2004,
Elderkin et al. 2006). También aspectos relacionados con
la funcidén metabdlica y la adecuacion bioldgica (Brokordt
et al. 2000 a,b).

Respecto al desequilibrio de Hardy-Weinberg, los
datos sugieren que algiin factor importante ha influido
drasticamente sobre la Laguna Chica para provocar esta
desviacion significativa en relacion a las poblaciones
restantes. Casos de desequilibrio de Hardy-Weinberg relativo
al déficit de heterocigotos, han sido reportados como una
situacion frecuente en bivalvos marinos (Saavedra et al.
1993; Gallardo et al. 1998, Laudien et al. 2003; Zouros &
Foltz 1984; Gaffney et al. 1990; Bierne et al. 1998). También
se ha registrado en bivalvos dulceacuicolas (Hoeh et al.
1998; Berg et al. 1998, 2007; Johnson et al. 1998; Elderkin
et al. 2006). Este déficit ha sido atribuido a diversos factores
tanto en poblaciones dulceacuicolas como marinas, entre
ellos la presencia de alelos nulos (Foltz 1986), endogamia,
reproducciéon no aleatoria, seleccion y efecto Wahlund
(Gaftney et al. 1990; Bierne et al. 1998). Al analizar la
deficiencia de heterocigotos por cuenca encontrado en
laguna Chica y laguna La Posada, los resultados obtenidos
permiten sugerir como factores causales la endogamia
y procesos reproductivos no aleatorios. Experiencias
previas en bivalvos dulceacuicolas de la familia Unionidae
(Utterbackia), han atribuido este déficit a las estrategias
reproductivas, encontrandose, diferencias en los valores
obtenidos para poblaciones hermafroditas y gonocoéricas
(Hoeh et al. 1998).

dulceacuicolas, este ha sido escasamente documentado.
Estudios realizados en la ameba dulceacuicola, Naegleria
revelaron via electroforesis, valores significativos de
desequilibrio gamético, los cuales permitieron concluir
relevantes aspectos sobre su modo de reproduccion (Pernin
& Cariou 1997). Los resultados revelaron desequilibrio
en las tres poblaciones de Diplodon, es posible que este
grupo presente un modo de reproduccion alternativo,
hermafroditismo facultativo y autofecundacion. Esta
complejidad en las estrategias reproductivas no es
excluyente, puesto que todavia se desconocen detalles de
su modo de reproduccion, la mayoria de los estudios se han
centrado fundamentalmente en aspectos anatdmicos de los
gloquidios (Gonzalez, 1998). Estudios a nivel cromos6émico
realizados por Peredo et al. (2003) en Diplodon chilensis,
revelaron cierto grado de hermafroditismo. A nivel de familia
se ha descrito hermafroditismo en los hyriidos (Hebling &
Penteado 1974, Avelar & Mendonca 1998). En Paxyodon
syrmatophorus se ha encontrado hermafroditismo en baja
proporcion (Beasley et al. 2000). Las hembras de Hyridella
depressa conservarian tejido gonadal masculino durante
su vida, lo que se denomina microhermafroditismo (Byrne
1998). Excepcionalmente, existen especies que conservan
el desarrollo directo, situaciéon descrita para Diplodon
charruanus d'Orbigny 1835 (Bonetto ef al. 1986).

ESTRUCTURACION POBLACIONAL VERSUS ECOLOGIA DE LA ESPECIE
En paisajes fragmentados con baja conectividad el flujo
genético entre las subpoblaciones tiende a disminuir y la
deriva génica aumenta (Mech & Hallett 2001), estructurando
poblaciones de habito sedentario. En la mayoria de los
bivalvos dulceacuicolas e invertebrados en general los
niveles de estructuracion poblacional son determinados por
su capacidad de dispersion (Bilton et al. 2001). Ademas
de la habilidad para sortear condiciones adversas durante
los estadios larvales, siendo este uno de los caracteres
mas relevantes desde el punto de vista de la evolucion del
grupo (Berg et al. 1998, 2007; Bilton ef al. 2001). Un caso
emblematico respecto a su gran capacidad de dispersion es
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Lampsilis siliquoidea, bivalvo dulceacuicola de la familia
Unionidae cuyo hospedador puede recorrer distancias que
varian entre 6,5 y 75 km (Lyons & Kanehl 2002).

Los valores obtenidos en este estudio, revelan un elevado
flujo génico entre los sistemas lacustres estudiados. El indice
de fijacion de Wright (Fst=0.0274) y AMOVA indican que no
hay estructuracion entre las poblaciones, tratandose de una
sola gran poblacion que se mantiene homogénea donde la
varianza genética se distribuye dentro de las poblaciones.

En los bivalvos dulceacuicolas es frecuente la migracion
a grandes distancias via foresis (Walker et al. 2001). Esta
migracion entre sistemas lacustres estaria mediada por
peces, los cuales son hospedadores de larvas gloquidios
(Viozzi & Brugni 2001). Adicionalmente la dispersion
por aves migratorias no es un fenomeno excluyente.
Se ha postulado como agente dispersor a las aves de la
especie Podiceps mayor, la cual se asienta temporalmente
en los humedales aledafios a estos lagos costeros (Lara
et al. 1988). Respecto a la intervencion antropica no
se excluye como factor dispersor adicional, situacién
que ha sido documentada en los trabajos de Lara ef al.
(1988), relacionada al consumo humano: existen registros
arqueologicos que revelan el hallazgo de valvas de
Diplodon en asentamientos indigenas, desde el Pleistoceno
en Chile (Sanchez & Inostroza 1985).

IMPLICANCIAS EVOLUTIVAS Y CONSERVACION

Bajo la perspectiva de la genética de poblaciones la
diversidad ha sido considerada un factor clave en la
conservacion, minimizando el riesgo de extincion (Saccheri
et al. 1998) y favoreciendo el potencial evolutivo de las
especies (Spielman et al. 2004). La pérdida de diversidad
genética reduce la habilidad de las poblaciones para sortear
los cambios ambientales. (Frankham et al. 1999, Frankham
et al. 2002). Si existe compromiso de la aptitud reproductiva
como consecuencia de la pérdida de diversidad genética
(heterozigocidad), el riesgo de extincidon es inminente
(Saccheri et al. 1998, Newman & Pilson 1997, Bijlsma et
al. 1999, Reed et al. 2002).

En general los valores de diversidad alélica fueron bajos
e idénticos para las tres poblaciones estudiadas. Los
valores de diversidad podrian ser explicados desde el
punto de vista evolutivo, como consecuencia de procesos
de recolonizacion generados por una cadena de eventos
postglaciales y tectonicos pleistocénicos, los cuales
modificaron los ecosistemas acuaticos locales (Mardones
& Jaque 1996). Al igual que los sucesos postglaciales
ocurridos en Norteamérica, cuyos efectos fueron evaluados
en el bivalvo dulceacuicola Amblema aplicata, el cual
se caracterizO por bajos niveles de diversidad genética
(Elderkin et al. 2006).
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Un posible evento de recolonizacion posterior desde los
habitats de refugio pudo reducir los niveles de diversidad
genética de Diplodon, como consecuencia del efecto
fundador. Esta hipdtesis puede estar sustentada en su
paleo-distribucion, en cuanto a la secuencia temporal este
se encontraria desde finales del Pleistoceno (12.500 afios
A.P.) en un sitio de Monte Verde (Dillehay 1997) hasta el
Holoceno tardio en sitios de Chile central.

Antecedentes respecto a los efectos de las glaciaciones
pleistocénicas en los ecosistemas dulceacuicolas de Chile,
revelan impactos significativos en el caudal, obstruccion
en los sistemas de drenajes, modificacion en sus
parametros fisicoquimicos y fragmentacion continental
(Clapperton1993; Turner et al. 1996). Histéricamente el
origen de estos sistemas lacustres se remonta al Pleistoceno.
En relacion al origen de la Laguna Chica y La Posada
ambas se emplazan en antiguos valles de la Cordillera de
la Costa y cuyos drenajes fueron bloqueados por dunas
y cordones litorales ocurridos en la Gltima transgresion
marina durante Pleistoceno Superior (Mardones & Jaque
1996). Los valores de diversidad genética (heterozigosidad
observada y esperada) son mayores en el Lago La Posada
que en el Lago San Pedro, contrario a lo esperado, ya que
por su origen comun deberian presentar niveles similares.
También esto es valido para el indice de endogamia (Fis),
que es el doble en Lago San Pedro, indicando una fuerte
endogamia, en relacion a La Posada. Respecto al lago
Lanalhue y Lleu -Lleu su origen es comun (tectdnico)
derivado del solevantamiento de las terrazas costeras de
la plataforma de Arauco. El sistema de drenaje del lago
Lleu-Lleu fue obstruido en el Pleistoceno Reciente, por
las formaciones rocosas, debido a las periddicas crisis
sismicas. Los valores de diversidad genética en el Lago
Lleu-Lleu son semejantes a los de La Posada, con un indice
de endogamia mucho menor (Tabla 3), indicando que los
valores de variabilidad genética no pueden ser atribuidos
al origen geologico de los cuerpos de agua, sino que a
efectos antropicos.

Asi, desde el punto de vista de intervencion antropica,
a diferencia de los otros dos sistemas lacustres, Laguna
Chica de San Pedro y Lago Lanalhue son los mas
impactados. Respecto a la primera, esta ha evolucionado
desde tiempos prehispanicos a la actualidad desde una
condicion oligotrofica a una mesotrofica (Parra et al.
2003). El Lago Lanalhue actualmente presenta un gran
deterioro en la calidad del agua siendo catalogada como
eutrofica, fundamentalmente por la influencia de areas
urbanas y remocion paulatina del bosque nativo (Parra
et al. 2003). En este lago se ha encontrado evidencias de
una fuerte declinacion de la poblacion de Diplodon, en la
actualidad es dificil encontrar poblaciones de esta especie
(Valdovinos, com.pers.).
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Los estudios realizados por Cisternas et al. (2000) revelan
drasticas transformaciones en el uso de suelo y un incremento
en la tasa de sedimentacion, como consecuencia del
reemplazo de la vegetacion de estas cuencas. Existe evidencia
en otras latitudes, que revelan el impacto negativo causado
por niveles excesivos de sedimentos sobre poblaciones de
bivalvos dulceacuicolas, causando su declinacion paulatina
(Neves & Widlak 1988, Leff et al. 1990). El estado actual
de Diplodon chilensis en el Lago Lanalhue es terminal, la
disminucién de su rango geografico en sistemas lacustres,
es consecuencia de factores que han sido relacionados
directamente con los procesos de eutroficacion (Valdovinos
& Pedreros 2007).

Experiencias demostradas mediante isoenzimas en bagres
de la especie Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus 1766),
revelaron como causal de origen los factores antropicos en
la pérdida de diversidad genética (Gallo & Diaz-Sarmiento
2003). Estos factores relacionados con la sobreexplotacion,
produjo una importante declinacion de la especie y deterioro
de la cuenca, siendo un factor determinante en los niveles
de variacion. Estos eventos ya han sido previamente
reconocidos como precursor de la pérdida de variabilidad
genética (Reeves et al. 1995).

La declinacion paulatina de la familia Hyriidae no ha sido
debidamente considerada, sin embargo, se menciona por
primera vez en los trabajos de Parada & Peredo (2005).
Estos autores reconocen la accion antropica como principal
causal de la fragmentacion de habitat y de la calidad de
agua, afectando la estructura poblacional en Diplodon.

Sobre la base de los resultados obtenidos a nivel genético
poblacional en Diplodon chilensis, se concluye que los
factores antropicos son los que determinan la variabilidad
genética. Las estrategias de conservacion de las poblaciones
de Diplodon chilensis deben estar dirigidas al manejo de
los cuerpos lacustres, especialmente en el Lago Lanalhue
y Laguna Chica de San Pedro. Adicionalmente, se propone
el uso de marcadores complementarios que permitan
profundizar en el conocimiento de la diversidad genética de
la poblacion y comprender la dindmica de las estrategias de
reproduccion usadas por Diplodon chilensis en respuesta a
cambios ambientales de corto plazo.
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