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para la Clase 3.
5.7.7 Resultados de la clasificacion cruzada para el conjunto de Diplodon delodontus de Argentina. PAG. 128
Al Especies de unionoideos presentes en las regiones de América del Sur establecidas por Graf & PAG. 145
Cummings (2019). El asterisco (*) corresponde a especies endémicas de cada region mencionada. :
A2 Ejemplares del género Diplodon de Argentina analizados. MLP= Museo de La Plata, MACN= Museo PAG. 149
Nacional de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”. ’
A3 Aporte de cada Componente Principal (CP) a la variabilidad total del material tipo de las especies PAG. 152
del género Diplodon. :
Ad Aporte (eigenvalor) de cada Componente Principal (CP) a la variabilidad total de ejemplares de PAG. 153
Diplodon de Argentina. )
A5 Alineamiento de bases de secuencias del fragmento de COI para el conjunto estudiado. PAG. 154
A6 Porcentajes de varianza aportados por cada Componente Principal (CP) en el Analisis de PAG. 160
Componentes Principales de los ejemplares de Djp/odon sp. del arroyo Yuqueri Grande. )
A7 Eigenvalores y porcentajes de varianza aportados por cada Componente Principal (CP) en el PAG. 161

Analisis de Componentes Principales de los ejemplares de Diplodon delodontus de Argentina.
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RESUMEN

Sobre la base de los conocimientos previos, los bivalvos dulciacuicolas unionoideos conforman uno de
los grupos en mayor peligro de extincién, por lo cual los estudios sobre su distribucién y sistematica son
importantes para su conservacion. A pesar de esto, se han llevado a cabo pocos estudios en Argentina.
El objetivo del siguiente Trabajo de Tesis Doctoral fue realizar aportes al conocimiento de la taxonomia y
distribucion del género Djplodon Spix in Wagner, 1827 (Bivalvia: Unionoida: Hyriidae) y mas
especificamente de Diplodon delodontus (Lamarck, 1819) en Argentina, abordando los siguientes
objetivos especificos: 1) analizar si las variaciones morfométricas de las valvas de ejemplares adultos del
género Diplodon apoyan las agrupaciones D. (Rhipidodonta), D. (Diplodon)y D. (Australis)y establecer
su estatus taxondmico; 2) identificar los caracteres de la conchilla que permitan la identificacion de las
especies de Diplodony, a su vez, poner aprueba la validez de dichas especies en Argentina; 3) establecer
la variabilidad genética de ejemplares de Dip/odon sp. del balneario El Retobado, arroyo Yuqueri Grande,
Entre Rios, y contrastar las agrupaciones de los analisis moleculares con el estudio de la morfometria
geomeétrica; 4) determinar si existen diferencias morfométricas entre poblaciones de Djp/odon delodontus
de Argentina, y si las mismas, presentan relacion con regiones biogeograficas. Utilizando herramientas
bioinformaticas se combiné la ejecucion de estudios moleculares con analisis de morfometria geométrica
y distribucién. El analisis molecular incluyd la comparacion de las secuencias de bases del fragmento de
ADN mitocondrial que codifica para la enzima Citocromo Oxidasa | (COIl). Para la obtencion de las
secuencias de interés se utilizé la técnica de amplificacion por PCR y secuenciacion. En los estudios de
morfometria geométrica se utilizé el analisis de la variacion en la disposicion de /landmarks. Se realizaron
ajustes de Procrustes, se calculdé la forma consenso entre las muestras y se realizaron Analisis de
Componentes Principales y Analisis Discriminantes. A pesar de que se observaron diferencias en la
morfologia de la conchilla entre Dijplodon (Diplodon)y Diplodon (Rhipidodonta), los resultados estadisticos
no mostraron una agrupacion robusta ni tampoco una funcién discriminante confiable para separar ambos
subgéneros. El método utilizado no permitié corroborar la validez de D. (Australis) (p>0,05). El analisis
comparativo entre las especies del género Djp/lodon de Argentina permitié delimitar a la mayoria en forma
significativa. Los resultados apoyaron la sinonimizacion de D. fortis con D. chilensis 'y D. piceus con D.
rhuacoicus. No hubo diferencias significativas entre los ejemplares de D. chilensisy los de D. patagonicus
(p=0,79). La especie mejor delimitada fue D. parallelopipedon (p<0,01 en todas las comparaciones). Los
resultados del analisis morfométrico de los ejemplares del arroyo Yuqueri Grande indicaron la presencia
de al menos tres especies simpatricas del género Diplodon. D. parallelopipedon, D. wymanii, D.
rhuacoicus 'y D. burroughianus (p<0,01). El analisis molecular también las separ6 de manera robusta,
relacionando a D. rhuacoicus con D. wymanii y, en ultima instancia, con D. burroughianus. D.
parallelopipedon fue la especie mas diferenciada en ambos analisis. El analisis de la variabilidad
morfométrica de Djplodon delodontus corrobord las diferencias entre regiones malacoldgicas. Se
identificaron tres morfotipos: 1) Rio Uruguay, 2) Parana Medio y 3) Parana Inferior y Rio de la Plata. El
analisis apoyo6 la agrupacion de los ejemplares del Rio Uruguay en un morfotipo mas diferenciado
morfolégicamente (p<0,01), manteniéndose mas relacionados aquellos ejemplares localizados en el Rio
Paranay en el Rio de la Plata. Del Trabajo de Tesis Doctoral expuesto, se pudieron extraer las siguientes
conclusiones finales sobre la taxonomia del género Djplodor: 1) Si bien los estudios mostraron tendencias
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RESUMEN

en la variacién morfométrica dentro del género Diplodon, no se observaron diferencias en la morfologia
de la conchilla que permitan justificar la separacién de las especies del género Diplodon en grupos
distintos; 2) debido a la metodologia aplicada, no fue posible contrastar la validez del subgénero Djplodon
(Australis), 3) se sustento la sinonimizacion de D. fortis con D. chilensisy D. piceus con D. rhuacoicus; 4)
los resultados del analisis de morfometria geométrica no apoyaron la separacion entre D. chilensisy D.
patagonicus. Los ejemplares de ambos conjuntos deberan denominarse como D. chilensis (Gray, 1828)
de acuerdo con el Principio de Prioridad de la Nomenclatura Zoolégica. Del estudio comparativo entre
datos morfométricos y moleculares, en ejemplares de Diplodon sp. del arroyo Yuqueri Grande, se
concluyo la separacion de los individuos en al menos especies: D. parallelopipedon, D. wymanii, D.
rhuacoicusy D. burroughianus, siendo D. parallelopipedon|a especie mas diferenciada en ambos analisis.
La separacion entre D. wymaniiy D. rhuacoicus no fue robusta, pudiendo tratarse de subespecies de la
misma especie o0 de especies estrechamente cercanas. El estudio de la distribucion y de la morfometria
geomeétrica de los ejemplares de Diplodon delodontus de Argentina, permitié concluir lo siguiente: 1) se
identificaron tres morfotipos correspondientes a: 1) Rio Uruguay, 2) Parana Medio y 3) Parana Inferior y
Rio de la Plata; 2) Diplodon delodontus se localiza en el Rio Parana y en el Rio de la Plata. A su vez, D.
delodontus incluyé una poblacion ubicada en el Parana Medio y otra distribuida en el Parana Inferior y Rio
de la Plata. Los resultados de este analisis no fueron robustos, por lo que deben ser contrastados con
otras evidencias. Por ultimo, se establecieron afirmaciones sobre la metodologia y objetivos a futuro: 1)
es necesario un estudio filogeografico que incluya toda la Cuenca del Plata; 2) los resultados obtenidos
en este Trabajo de Tesis son base para establecer el estado de conservacion de Diplodon delodontus en
la regidn; 3) este Trabajo de Tesis Doctoral remarcé la importancia de la combinacion de estudios

morfoldgicos con datos de analisis moleculares para el estudio taxonémico de un grupo.
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ABSTRACT

Based on previous knowledge, Unionoida freshwater mussels are one of the most endangered
groups, whereby research about their distribution and systematics are important for their conservation.
Nevertheless, research on this topic in Argentina is scarce. The main purpose of the following PhD Thesis
was to make contributions on the knowledge about taxonomy and distribution of the genus Djp/odon Spix
in Wagner, 1827 (Bivalvia: Unionoida: Hyriidae) and more specifically of Djplodon delodontus (Lamarck,
1819) in Argentina, assessing the following specifical aims: 1) to analyze if morphometric variability in
valves of Diplodon adults support D. (Rhipidodonta), D. (Diplodon)and D. (Australis) groups and establish
their taxonomic status; 2) to identify features in valves that allow identification of Dijp/lodon species and, at
the same time, to test the validity of the taxonomical species in Argentina; 3) to establish genetic variability
of Diplodon specimens from El Retobado shore in Yuqueri Grande Stream, Entre Rios Province, to then
contrast groups of molecular analysis with groups obtained by morphometric analysis; 4) to determine if
different populations of Dijplodon delodontus from Argentina show morphometric differences, and if those
differences match with biogeographical regions. A molecular study with geometric morphometrics and
distribution analysis was combined applying bioinformatic tools. Molecular analysis included a comparison
of sequences of Citocrome Oxidasa | (COI) mitochondrial DNA fragment. Sequences were obtained by
PCR amplification and sequenciation techniques. For geometric morphometric studies, variation in
landmark positions were analysed. Procrustes adjustments were made, consensus shape between
samples was calculated and Principal Component Analysis and Discriminant Analysis were performed.
Despite of the differences found between Djplodon (Djplodon)y Dijplodon (Rhipidodonta) shells, statistical
results neither show a robust grouping nor a reliable discriminant function para separar ambos subgéneros.
The method applied did not support D. (Australis)as valid (p>0,05). Comparative analysis between species
of Diplodon from Argentina allowed significant delimitations for most of the species. Results supported
synonimyzation of D. fortis within D. chilensis and D. piceus within D. rhuacoicus. There were not
significant differences between D. chilensis and D. patagonicus specimens (p=0,79). Best delimited
species was D. parallelopipedon (p<0,01 in all comparissons). Morphometric analysis of the specimens of
Diplodon sp. from Yuqueri Grande Stream indicated the presence of at least three different species of
Diplodon: D. parallelopipedon, D. wymanii, D. rhuacoicus and D. burroughianus (p<0,01). Molecular study
also showed robust groups, relating D. rhuacoicus more closely with D. wymanii, and with D.
burroughianus in last. D. parallelopipedon species was the less morphologically and genetically related.
Morphometric analysis of Diplodon delodontus confirmed the differences between malacological regions.
Three morfotypes were identified: 1) Uruguay River; 2) Middle Parana and 3) Lower Parana and Rio de la
Plata River (p<0,01). Analysis of D. delodontus specimens supported the presence of a less related
morphotype includying Uruguay River specimens, showing a closer relationship for those specimens from
Parana River and Rio de la Plata River. From the PhD Thesis exposed, the following final conclusions
about the taxonomy of Dijplodon were extracted: 1) Even though morphometric variation within Djplodon
was observed, the differences in shell morphology did not justify a division in subgenra; 2) the method
applied did not support D. (Australis) as a valid subgenus; 3) morphometric analysis sustained
synonimyzation of D. fortis within D. chilensisand D. piceus within D. rhuacoicus; 4) D. chilensis specimens
did not show significative differences with D. patagonicus specimens, hence they must be called as D.
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ABSTRACT

chilensis (Gray, 1828) by the Priority Principle of Zoological Nomenclature. Comparative analysis of
morphometrics and molecular data in specimes of Djp/lodon sp. from Yuqueri Grande stream concluded in
classification of individuals into al least three species: Djplodon parallelopipedon, D. wymanii, D.
rhuacoicus and D. burroughianus, with D. parallelopjpedon as the most diferent species by both analyses.
D. wymanii and D. rhuacoicus species were not strongly diferenciated. The study of distribution and
geometric morphometrics in specimens of Djplodon delodontus from Argentina allowed to conclude the
following: 1) three morphotypes of D. delodontus were identified: 1) Uruguay River; 2) Middle Parana and
3) Lower Parana and Rio de la Plata River; 2) D. delodontus included one population located in Middle
Parana and other one distributed along Lower Parana and Rio de la Plata River. Results from this analysis
were not robust. Ultimately, affirmative propositions about methodology and future aims were stablished:
1) a phylogeografic study including exhaustive molecular sampling along the whole extension of la Plata
Basin is necessary; 3) results obtained in this PhD Thesis are basic to establish the conservation status of
D. delodontus in the region, 4) the importance of combining morphological and molecular studies in

taxonomic research is remarkable.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION




1.1. SISTEMATICA Y DIVERSIDAD

El orden Unionoida se ubica dentro del clado Paleoheterodonta (figura 1.1.1) y se considera el grupo
hermano de los bivalvos marinos del orden Trigonioida, cuyo unico representante actual es el género
Neotrigonia (Combosch et al. 2016; Graf, 2013; Graf & Cummings, 2006). Segun Graf & Cummings (2006)
los unionoideos se habrian diversificado durante el Triasico, en un uUnico evento evolutivo a partir de un
antecesor marino. Se reconocen seis familias, con un total de 900 especies aproximadamente: Hyriidae,
Mycetopodidae, Unionidae, Margaritiferidae, Iridinidae y Etheriidae (Bieler et al. 2010; Graf & Cummings
2006, 2007).

La familia Hyriidae se compone de 17 géneros y 94 especies, aunque el numero puede variar segun la
fuente consultada (tabla 1.1.1). Se han realizado estudios filogenéticos para determinar la relacion de
Hyriidae con las demas familias de unionoideos. En ellos hubo consenso en cuanto a considerarla un grupo
monofilético. Bogan & Hoeh (2000) realizaron un arbol filogenético basado en el gen que codifica para la
enzima Citocromo Oxidasa | (COl), en el cual Hyriidae resultd6 como el taxén basal. Graf & Cummings (2006)
argumentaron que Hyriidae seria el grupo hermano de un clado formado por las familias gondwanicas
Etheriidae, Mycetopodidae e Iridinidae (figura 1.1.2). Estos investigadores combinaron el analisis de datos
morfoloégicos y moleculares (de los genes 28S y COIl) publicados previamente. Segun Bonetto et al. (1986) la
similitud en la morfologia larval permite asociar a las especies de Hyriidae sudamericanas con las especies
australianas. En América del Sur, segun la Mollusca Base (2020), los géneros representados de esta familia
son 8: Callonaia Simpson, 1900; Castalia Lamarck, 1819; Castaliella Simpson, 1900; Diplodon Spix in
Wagner, 1827; Paxyodon Schumacher, 1817; Prisodon Schumacher, 1817; Rhipidodonta Morch, 1853;
Triplodon Spix in Wagner, 1827. En Argentina estan presentes los géneros Dijplodony Castalia (tabla 1.1.2)
(figura 1.2.3).

Diplodon Spix in Wagner, 1827 cuyas especies fueron asignadas previamente a su formacién al género
Unio Philipsson in Retzius, 1788, pertenece a la tribu Rhipidodontini Starobogatov, 1970 (Graf & Cummings
2007, Santos-Neto et al. 2016). Este género fue mencionado en el trabajo de Wagner (1827) pero no fue
descripto. Wagner tomo el nombre que Spix habia creado (y que no pudo publicar debido a una muerte
prematura) para designar cuatro sindénimos: D. ellipticum Spix, D. rotundum Spix, D. rhombeumy D. furcatum
Spix. Sin embargo, Wagner consideraba que la designacién correcta de las cuatro especies anteriores era U.
ellipticus Wagner, U. rotundus Wagner, U. rhombeus Wagner y U. caudatus Wagner, respectivamente.
Diplodon fue descrito mas tarde por Simpson (1914). Posteriormente fueron incorpérandose otras especies
y las anteriormente mencionadas volvieron a ser parte de Djplodon. Las caracteristicas mas sobresalientes
del género son la escultura del umbo formada por estrias radiales y charnela compuesta por dientes
seudocardinales y laterales. La especie tipo es D. ellipticus Spix in Wagner, 1827 y se muestra en la figura

1.1.3. A continuacion, se brinda la descripcion de Simpson (1914) segun Castellanos (1960).

“Valva eliptica, redondeada, alargada o trapezoidal, con umbos bastante bajos, con escultura radial, mas

0 menos definida, superficies laterales curvas, superficie esculturada concéntricamente, a veces con finos
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nodulos. Charnela con dos dientes seudocardinales comprimidos y un lateral en la valva derecha y en la valva
izquierda dos seudocardinales, uno enfrente del otro, y dos laterales. Nacar azulado a blanco, umbos bajos,
casi siempre horadados, cavidades poco profundas, con numerosas impresiones formando una hilera en la
cavidad de los umbos, paralelos al borde superior. Animal con marsupio, ocupando casi el propio ancho de
la branquia interna. Epidermis generalmente gruesa y oscura. Branquias bastante anchas, angulares en la
base, branquia interna unida en toda su longitud al saco abdominal, los palpos se proyectan posteriormente,
manto muy delgado, espeso en los bordes, abertura branquial papilosa, separada de la abertura anal, por

una traba, abertura supranal continuandose con la anal’.

Desde que comenzaron a realizarse estudios de las especies de Djplodon (Conrad, 1836; Lea, 1860;
Marshall, 1917; Simpson, 1900) hasta la actualidad, no se ha llegado a un consenso en cuanto al numero de
especies que componen el género y la delimitacion del mismo (tabla 1.1.3). Esta incertidumbre se ve
agravada por el hecho de que las descripciones de las especies son poco claras, haciendo discutible la
validez de dichas especies. Actualmente se mencionan menos especies que en un comienzo debido a
sucesivas sinonimizaciones (Graf & Cummings, 2019). No se han realizado hasta ahora estudios de filogenia

en Diplodon.

A su vez, Diplodon se compone de tres subgéneros: D. (Australis) Bonetto, Tassara & Rumi, 1986, D.
(Diplodon) Spix in Wagner, 1827y D. (Rhijpidodonta) Mérch, 1853. Simpson (1900) mencioné otro subgénero:
D. (Cyclomya). Sin embargo, al consultar las bases de datos y publicaciones actuales, se observé que este
nombre cayo en desuso (Graf & Cummings, 2019; Mollusca Base, 2020). Sin embargo, autores como Graf &
Cummings (2006, 2007), Quintana Cardona et al. (2013) y Miyahira et al. (2019) han seguido la opinion de
Simone (2006), quien ha elevado el estatus de Rhjpidodonta a género. Simone (2006) incluyé en el género
Diplodon a aquellas especies con gloquidio parasito, mientras que las que presentan un gloquidio no parasito
resultaron agrupadas en el género Rhipidodonta. El subgénero D. (Australis), conformado por una sola
especie: D. solidulus (Philippi, 1869), esta caracterizado por presentar un gloquidio con valvas mas
equilateras que las del gloquidio de D. (Diplodon)y dientes triangulares rectos, mientras que el gloquidio de
D. (Diplodon) los tiene curvados en forma de “S”. D. solidulus fue descripta solamente para Puerto Montt,
Chile. En este trabajo de tesis se tomara como hipotesis a contrastar el criterio de Pereira et al. (2014),
quienes mencionan a D. (Djplodon)y D. (Rhipidodontg) como subgéneros del género Djplodon, con lo cual

se utilizara esta clasificacion en las secciones subsiguientes.

Las especies D. flucki Morrison, 1943; D. fluctiger (Lea, 1859), D. fontainianus (d'Orbigny, 1835) D.
gratus (Lea, 1860); D. greeffeanus (Ihering, 1893); D. guaporensis Bonetto & Tassara, 1987; D. losadae Haas,
1966; D. patagonicus d’'Orbigny, 1835; D. pfeifferi (Dunker, 1848); D. rotundus (Spix in Wagner, 1827); D.
solisianus (d'Orbigny, 1835); D. uruguayensis (Lea, 1860) y D. voltzi\V'ernhout, 1914 no han sido aun incluidas
en ningun subgénero, debido a la falta de informacion sobre la morfologia de sus gloquidios (tabla 1.1.3).

Luciana M. Cao VOLVER AL iNDICE Pagina | 17



1.1. SISTEMATICA Y DIVERSIDAD

Parodiz (1973) planted la existencia de un complejo supraespecifico de D. delodontus formado por las
especies D. wymanii, D. solisianus, D. uruguayensis, D. martensi, D. expansus y D. paulista. E| autor realizo
una revision de las caracteristicas morfoldgicas de la conchilla de estas especies a lo largo de su distribucion.
Sin embargo, como bien ha aclarado Miyahira (2017), los complejos o grupos de especies no tienen estatus
taxondmico y solo sirven para organizar las especies segun similitudes morfologicas. Parodiz (1973)
reconocié que muchas de estas caracteristicas pudieron deberse a los que el interpreté como resultado de

procesos de hibridacién entre especies cercanas.

Diplodon delodontus (Lamarck, 1819) (=Unio delodonta Lamarck, 1819) es una especie de distribucion
amplia que habita en los rios Parana, Paraguay y Rio de la Plata. Sus registros abarcan parte de Argentina,
Uruguay, y sur de Brasil (figura 1.2.4). El ejemplar tipo esta depositado en el Museo Nacional de Historia
Natural del Instituto Smithsoniano, Washington D.C., Estados Unidos, con el nimero USNM_150390 (figura
1.1.4). A continuacion, se brinda una traduccién de la descripcion de esta especie, a partir del texto de Parodiz
(1973), quien a su vez la tom6 de Lamarck (1819):

“Conchilla eljptica, margen anterior normalmente redondeado desde el final de la muy corta lunula hasta
el margen ventral, el cual es recto en los especimenes mas grandes y algo curvado en los mas pequerios.
Margen dorsal descendiendo oblicuamente, o en una suave curva, desde el umbo hasta el margen posterior,
el cual comienza aproximadamente hacia la mitad del ala dorsal; la conexion de estos dos margenes forma
un angulo obtuso. El margen posterior contacta el ventral en un punto debajo de la mitad inferior de la valva;
aqui de nuevo puede formarse un suave angulo, o ambos margenes posterior y ventral se funden en una
curva continua. Estos dngulos son variables de acuerdo con los individuos, los mas largos siendo mas
elipticos, los mas cortos mas romboidales. El declive dorsal debajo del ala es redondeado, pero algunas
veces se insinda una débil carena. Las valvas son infladas desde el umbo hasta la mitad de la conchilla, y
desde ese punto se hacen rapidamente comprimidas hacia el centro del margen ventral, donde aparecen
algunas rugosidades radiales; la mayor inflacion es posterior al umbo, un poco debajo del declive. Los umbos
son prominentes en relacion con el extremo anterior, pero bajos en comparacion con el drea ligamental; e/
disco umbonal, sin embargo, es bastante sobresaliente a causa de /a inflacion lateral. La escultura umbonal
consiste de 13, ocasionalmente 15, costillas regularmente distribuidas, pero extendiéndose debajo de /la linea
del comienzo del margen anterior (que es, no mas bajo que la lunula). Hay también una microescultura de
lineas concéntricas entre las costillas, y a veces por cada cuatro o cinco de estas lineas costulares hay una
mas fuerte la cual atraviesa las costillas, formando pequerios nodulos (pero esta no es una caracteristica
diagndstica confiable). Hay tres o cuatro de estas costulas por milimetro. Tres de las costillas principales que
irradian desde la punta del umbo son coalescentes, las dos del lateral se encuentran a una corta distancia

desde la punta formando una V, y la central se une con ellas en el angulo. En todos los casos esa escultura
no es tan fuerte ni tan conspicua como en Diplodon solicianus. El resto de la conchilla es muy rugosa, con

gruesos pliegues concéntricos de crecimiento y algunas lineas radiales centralmente las cuales son
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1.1. SISTEMATICA Y DIVERSIDAD

estrictamente cuticulares. El color del periostraco es marron muy claro en el centro de la conchilla, pero se
torna muy oscuro hacia los margenes, principalmente en el declive posterior en una mezcla de verde oscuro
con castano oscuro. El ligamento es bastante angosto, con su insercion ligeramente posterior a la mitad de/

diente lateral, no profunda. La angosta lunula no esta siempre bien marcada. El interior de la conchilla es
blanco puro (por lo que Lea lo nombro Unio lacteolus) e iridiscente hacia los margenes anterior y posterior. La

cavidad umbonal tiene cuatro o cinco cicatrices irregulares y bastante grandes del musculo del manto. Un
corto, pero relativamente ancho interdentum es evidente. Una linea, visible dentro de las valvas y corriendo
desde el umbo al aductor, corresponde a la cresta externa dorsal. La deprimida drea media exterior de la
porcion anterior muestra dentro como un engrosamiento. La linea paleal esta bien impresa. Valva izquierda
con seudocardinales divididos en dos piezas conicas, la anterior mas grande con filoso borde crenulado, y la
posterior un diente agudamente puntiagudo, entre ellos hay una fosa profunda dividida por una barra interna,
y toda la superficie de esta fosa esta rugosamente estriada. En la base del denticulo anterior hay una profunda
cavidad circular correspondiendo al retractor anterior, separada del aductor anterior por una pared de la base
del diente que cae, perpendicularmente, a la impronta del aductor, que es semicircular y confluente a la
elongada cicatriz inferior. Hay dos dientes laterales, paralelos, arqueados, de los cuales el inferior es mas
ancho, terminando en el aductor posterior, el cual es muy supefficial. La valva derecha tiene su
pseudocardinal bifurcado en una direccion longitudinal oblicua, la parte inferior de éste formando un diente

grueso, grande y rugoso, la parte superior es solamente una barra angosta.

Parodiz (1968) y Haas (1969) dividieron a Djplodon deloduntus en dos subespecies: D. delodontus
delodontus (Lamarck, 1819) y D. delodontus wymanii (Lea, 1860). La primera incluye a las poblaciones del
sistema de cuencas de los rios Paraguay y Parana. La segunda representa los ejemplares encontrados en el
Rio Uruguay. Graf & Cummings (2007), Pereira (2014), Simone (2006) y Simpson (1914) propusieron la
separacion en dos especies distintas . D. delodontus (Lamarck, 1819) y D. wymanii(Lea, 1860). Sin embargo,
ninguno de ellos ha expuesto las razones de este cambio taxondémico. En este trabajo de tesis se tomaran
como validas las especies D. delodontus y D. wymanii, con lo cual se seguira esa designacion en las

secciones subsiguientes.
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Anomalodesmata
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Aleit)i4 oL Ll Filogenia de Bivalvia, tomada de Graf & Cummings (2006).
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1.1. SISTEMATICA Y DIVERSIDAD

UMBO

DIENTES LATERALES

DE LA CHARNELA DIENTES SUBCARDINALES DE IMPRONTA DEL MUSCULO
LA CHARMNELA ADUCTOR. ANTERIOR

Fleit)iiA Lol =i Valvas izquierda (izquierda) y derecha (derecha) del holotipo de Djplodon ellipticus. Tomada de Miyahira et al.

(2013). Arriba: cara externa; abajo: cara interna.

Fletliia bl «F Valvas izquierda (izquierda) y derecha (derecha) del ejemplar tipo de Djplodon delodontus USNM_150390. Arriba:

cara externa; abajo: cara interna. Cortesia de Robert Hershler, curador de Malacologia del Museo Nacional de
Historia Natural del Instituto Smithsoniano.
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1.1. SISTEMATICA Y DIVERSIDAD

GENERO
Alathyria Iredale, 1934

Géneros que componen la familia Hyriidae segin Mollusca Base (2020).

CANTIDAD DE ESPECIES DISTRIBUCION

Callonaia Simpson, 1900

Castalia Lamarck, 1819

Castaliella Simpson, 1900

Cucumerunio Iredale, 1934

Diplodon Spix in Wagner, 1827

Echyridella McMichael & Hiscock, 1958

Hyridella Swainson, 1840

Lortiella Iredale, 1934

Microdontia Tapparone Canefri, 1883

Paxyodon Schumacher, 1817

Prisodon Schumacher, 1817

Rhipidodonta Morch, 1853

Triplodon Spix in Wagner, 1827

Velesunio Iredale, 1934

Virgus Simpson, 1900

Westralunio Iredale, 1934
TOTAL=17

4 Oceania
1 América del Sur
14 Ameérica del Sur
3 América del Sur
1 Oceania
31 América del Sur
4 Oceania
7 Oceania
3 Oceania
1 Oceania
1 Ameérica del Sur
1 América del Sur
11 Ameérica del Sur
2 Ameérica del Sur
6 Oceania
1 Oceania
3 Oceania

Diplodon ( Dijplodon)

D. (D.) chilensis (Gray, 1828)
D. (D.) delodontus (Lamarck, 1819)
D. (D.) parallelopjpedon (Lea, 1834)
D. (D.) parodizi Bonetto, 1962
D. (D.) rhuacoicus (d'Orbigny, 1835)

I
|, “ Especies validas de Hyriidae en Argentina.

PEREIRA ET AL. (2014) RUMI ET AL. (2008)

D. (D.) chilensis (Gray, 1828)

D. (D.) delodontus (Lamarck, 1819)
D. (D.) granosus (Bruguiere, 1792)
D. (D.) parallelopipedon (Lea, 1834)
D. (D.) parodizi Bonetto, 1962

D. (D.) rhuacoicus (d'Orbigny, 1835)
D. (D.) rotundus (Wagner, 1827)

Diplodon - D. (D.) trifidus (Lea, 1860)*
HYRIIDAE D. (D.) wymanii (Lea, 1860) -
D. (R.) burroughianus (Lea, 1834) -
D. (R.) charruanus (d’'Orbigny, 1835) |D. (R.) charruanus (d’'Orbigny, 1835)
) o D. (R.) hylaeus (d'Orbigny, 1835) D. (R.) hylaeus (d'Orbigny, 1835)
Diplodon (Rhipidodonta) D. (R.) peraeformis (Lea, 1860) -
D. (R.) variabilis (Maton, 1811) D. (R.) variabilis (Maton, 1811)
D. (R.) paranensis (Lea, 1834) =
C. inflata (d'Orbigny, 1835) C. inflata (d'Orbigny, 1835)
Castalia

C. psammoica (d'Orbigny, 1835)

C. psammoica (d'Orbigny, 1835)

* Considerado sin6nimo de Diplodon parallelopjpedon (Lea, 1834) por Graf & Cummings (2019).
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Especies de Diplodon mencionadas (X) y no mencionadas (-) segun distintas fuentes consultadas. *Considerada

dentro del género Rhipidodonta.

ESPECIE

O NGO UL ANWNR

10
11
12
13
14
15
16
17
18

19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

D. (D.) aethiops (Lea, 1860)

D. (D.) berthae Ortmann, 1921

D. (D.) besckeanus (Dunker, 1848)

D. (R.) burroughianus (Lea, 1834)

D. (D.) caipirus (lhering, 1893)

D. (R.) charruanus (d'Orbigny, 1835)
D. (D.) chilensis (Gray, 1828)

D. (R.) deceptus Simpson, 1914 sensu
Ortmann, 1921

D. (D.) delodontus (Lamarck, 1819)
D. (D.) dunkerianus (Lea, 1856)

D. (D.) ellipticus (Spix in Wagner, 1827)
D. (D.) expansus (Kuster, 1856)

D. flucki Morrison, 1943

D. fluctiger (Lea, 1859)

D. fontainianus (d'Orbigny, 1835)

D. (R.) funebralis (Lea, 1860)

D. (R.) garbei Ihering, 1910

D. (D.) granosus (Bruguiére, 1792)

D. gratus (Lea, 1860)
D. greeffeanus (lhering, 1893)
D. guaporensis Bonetto & Tassara, 1987

D. (D.) guaranianus (d'Orbigny, 1835)
D. (R.) hildae Ortmann, 1921

D. (R.) hylaeus (d'Orbigny, 1835)

D. (R.) iheringi Simpson, 1914

D. (D.) imitator Ortmann, 1921

D. (R.) koseritzi (Clessin, 1888)

D. losadae Haas, 1966

D. (D.) martensi (Ihering, 1893)

D. (D.) multistriatus (Lea, 1831)

D. (D.) obsolescens F. Baker, 1913
D. (D.) parallelopipedon (Lea, 1834)
D. (R.) paranensis (Lea, 1834)

D. (D.) parodizi Bonetto, 1962

D. patagonicus d’Orbigny, 1835

D. (D.) paulistus (Ihering, 1893)

D. (R.) peraeformis (Lea, 1860)

D. pfeifferi (Dunker, 1848)

D. (D.) piceus (Lea, 1860)

D. (D.) rhombeus (Spix in Wagner, 1827)
D. (D.) rhuacoicus (d'Orbigny, 1835)
D. rotundus (Spix in Wagner, 1827)
D. (A.) solidulus (Philippi, 1869)

D. solisianus (d'Orbigny, 1835)

D. (D.) suavidicus (Lea, 1856)

D. uruguayensis (Lea, 1860)

D. (R.) variabilis (Maton, 1811)

D. (D.) vicarius Ortmann, 1921

D. voltzi Vernhout, 1914

D. (D.) wymanii (Lea, 1860)
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1.2. HABITAT Y DISTRIBUCION

Los Unionoida son bivalvos dulceacuicolas, infaunales superficiales, que pueden habitar distintos tipos
de sustratos, tanto duros como blandos, en ambientes I6ticos y Iénticos. Su distribuciéon es mundial, ocupando
todos los continentes excepto Antartida (Bogan, 2008; Graf & Cummings, 2006).

Se ha hecho un aporte al conocimiento de la distribucién de unionoideos en América del Sur desde el
sitio “Mussel Project” (Graf & Cummings, 2019). El mismo fue creado por The National Science Foundation
of The University of Wisconsin-Stevens Point y fue destinado a recopilar datos sobre unionoideos. Los autores
dividieron la region sudamericana en seis subregiones, indicadas en la figura 1.2.1. Con la informacion
cientifica disponible, Graf & Cummings (2019) realizaron una lista de especies de unionoideos presentes en
cada una de ellas. Segun estos autores, la region esta habitada por 115 especies de unionoideos, ubicadas
en 19 géneros y cuatro familias: Unionidae, Hyriidae, Mycetopodidae y Etheriidae. Las mismas se enumeran
en la tabla A1.

Segun Graff & Cummings (2019), la subregion Magdalena-Pacifica (SA1), area entre el Istmo de
Panama y el noroeste andino, presenta cinco géneros y 13 especies. La subregion Orinoco-Guayana (SA2),
con 10 géneros y 33 especies, ocupa la cuenca este del Orinoco hasta las Guayanas. Estas cuencas estan
al norte de la subregién Amazédnica (SA3), la cual ocupa toda la Cuenca del Amazonas y es subregion con
mayor riqueza genérica, con 16 géneros y 37 especies. Los afluentes costeros del Atlantico en el este de
Brasil (incluyendo la cuenca del rio San Francisco) forman la subregion San Francisco-Atlantica (SA4), con
cinco géneros y 17 especies. La subregion Parana-Paraguay (SA5) esta compuesta por todos los rios
afluentes del Rio de la Plata y los afluentes costeros de Uruguay y del sur de Brasil. Es la mas rica en
especies, con 54 especies en 11 géneros. Finalmente, en la subregion Patagonia (SA6) que incluye el sur de
Argentina y Chile se registran dos géneros con tres especies.

La familia Hyriidae presenta una distribucion tipicamente gondwanica, ocupando practicamente todo el
territorio de América del Sury de Oceania (figura 1.2.2). En Argentina, esta familia se encuentra en la Cuenca
del Plata y en los lagos andino-patagonicos, con escasos registros en el noroeste argentino, el Rio Negro y
la costa sur de la provincia de Buenos Aires (Torres et al., 2018). La familia esta representada por dos
geéneros, Diplodon (Spix in Wagner 1827) y Castalia (Lamarck, 1819). Djplodon es endémico de la regidén
Neotropical y habita, en Argentina, principalmente en dos regiones: los lagos andino-patagonicos y la Cuenca
del Plata (figura 1.2.3A). Castalia presenta una distribucion similar, pero esta ausente en los lagos andino-
patagonicos (figura 1.2.3B). Graf & Cummings (2007), Quintana Cardona et al. (2013), Miyahira et al. (2019)
y Simone (2006) también reconocen al género Rhjpidodonta Mérch, 1853 (seccion 1.1).

Diplodon delodontus (Lamarck, 1819) es una especie de distribucion amplia en la Cuenca del Plata.
Habita en los rios Parana, Paraguay y Rio de la Plata. Su distribucién abarca parte de Argentina, Uruguay y
sur de Brasil (figura 1.2.4).
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Otras especies de Diplodon mencionadas para la Cuenca del Plata en Argentina son D. burroughianus
(Lea, 1834), D. charruanus (d’Orbigny, 1835), D. enno Ortmann,1921 (sinébnimo de D. rhombeus), D.
funebralis (Lea, 1860), D. fontainianus (d’Orbigny, 1835), D. hyaleus (d’Orbigny, 1835), D. parallelopipedon
(Lea, 1834), D. paranensis (Lea, 1834), D. parodiziBonetto, 1962, D. peraeformis (Lea, 1860), D. rhuacoicus
(d’Orbigny, 1835), D. solicianus (d’Orbigny, 1835) D. trifidus (Lea, 1860) (sindnimo de D. parallelopjpedon),
D. wymanii(Lea, 1860), y D. variabilis (Maton, 1811) (Bonetto, 1965; Castellanos, 1960; Pereira et al., 2014;
Torres et al., 2018).

La unica especie de Diplodon presente en la region de lagos patagdnicos de Argentina es Dijplodon
chilensis (Gray, 1828). Esta se encuentra solamente en los lagos andinos tanto de Chile como de Argentina,
desde el Rio Limari (30°28'S; 71°05'W) en el extremo boreal, al Lago Diana (51°50'S; 72°9W) en el extremo
austral (Parada & Peredo, 2008). Sin embargo, algunos autores discuten la presencia de dos entidades
(especies o subespecies) distintas: D. chilensis (=D. chilensis chilensis) en Chile y Diplodon patagonicus
(d'Orbigny, 1835) (=D. chilensis patagonicus) en Argentina (Parada & Peredo, 2002; 2008). A continuacion,

se brinda una breve descripcion de los ambientes donde habita Djp/odon.

Segun Baigun (2001), la Patagonia andina ocupa la franja occidental desde Neuquén hasta Tierra del
Fuego y representa el 8% del territorio argentino. El clima de la Patagonia puede definirse como templado-
frio, con temperaturas medias desde los 12°C en su sector noroeste hasta 3°C en la parte mas austral. La
humedad de los vientos provenientes del Pacifico es mayormente removida por el efecto orografico de la
Cordillera sobre la ladera oeste (Chile), resultando en un marcado gradiente de humedad hacia el este. El
gradiente de precipitaciones desciende desde 2000-4000 mm anuales, que caracterizan el bosque templado-

frio lluvioso cordillerano, a 200-1000 mm anuales propios de la estepa desértica patagodnica.

Esta region conforma un sistema de lagos de origen tecténico, periglacial, volcanico, edlico y carstico.
Los lagos pueden ser desde someros a profundos, intermitentes a permanentes, localizandose en la
Cordillera de los Andes aquellos de tipo periglaciales y volcanicos. La mayoria de los lagos patagoénicos
resultan monomicticos calidos o polimicticos frios. Los lagos se estratifican en verano hasta el otofio
temprano, ya que los fuertes vientos durante el resto del afio impiden una estratificacion adicional. En general,
los lagos patagdnicos no se congelan durante el invierno, pero aquellos ambientes de altura o bien los
ambientes pequeios, someros y protegidos del viento, localizados en los Andes, pueden presentar una

gruesa capa de hielo (Baigun, 2001).

La Cuenca del Plata ocupa la quinta parte de América del Sur y es, por su extension geografica de 3,1
millones de kildbmetros cuadrados y por el caudal de sus rios, una de las mas importantes del mundo (figura
1.2.5). Las aguas de dos grandes rios confluyen en el Rio de la Plata: el Parana y el Uruguay que, a su vez,
recogen el caudal de otros rios muy importantes, como el Paraguay, el Bermejo, el Pilcomayo y el Iguazu,

entre muchos otros (CIC Cuenca del Plata, 2019). Es asi que la gran Cuenca del Plata se divide, a su vez, en
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1.2. HABITAT Y DISTRIBUCION

subcuencas conformadas por sus rios principales y los afluentes relacionados, las cuales se indican en la
figura 1.2.6.

En argentina, la Cuenca del Plata se desarrolla en la region noreste o litoral y esta representada por el
Paraguay Inferior, el Parana Medio e Inferior, gran parte de la subcuenca del Uruguay, y el Rio de la Plata
(figura 1.2.7A). Este sistema esta conformado por los rios principales ya mencionados, numerosos arroyos y

vertientes, y lagunas que se forman en las planicies de inundacion de estos rios.

Bonetto (1960) plante6 diferencias en la distribucion de las especies de unionoideos en esta cuenca
(figura 1.2.7B). Segun el autor, en el noreste argentino existe una region que abarca la cuenca del Paraguay
junto con el Parana Medio e Inferior, otra region formada por el Parana Superior, y una tercera constituida por
la cuenca del Uruguay. Nunez et al. (2010) determinaron ocho regiones hidro-biogeograficas en Argentina
basandose en los datos de distribucion de gasterépodos de agua dulce (figura 1.2.8A). Para la Cuenca del
Plata identificaron cuatro regiones: Misionera (1), Parana Medio (2), Rio Uruguay (3) y Parana Inferior- Rio
de la Plata (4).

La existencia de regiones biogeograficas distintas en la porcidn argentina de la Cuenca del Plata ha
sido planteada también por Lépez et al. (2002) y Lépez y Michelarena (2005), sobre la distribucion de
especies de peces de agua dulce. Estos autores distinguieron una zona correspondiente a la provincia de
Misiones (Regién Misionera), otra al Rio Uruguay (Regién Rio Uruguay Inferior) y una tercera que abarcaria

el resto de la cuenca (Regién Eje Potamico Subtropical) (figura 1.2.8B).
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la diversidad relativa de cada familia de unionoideos. La porcién en verde representa la diversidad relativa
de especies actuales de Hyriidae en relacion con el total de especies de unionoideos.
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Fleat)ria b 21 Mapas de distribucion de los géneros de Hyriidae presentes en Argentina. A) Diplodon; B) Castalia. Los puntos negros indican registros para cada género. Las §
areas azules muestran las cuencas de drenaje superficial con presencia de hiridos. Tomados de Torres et al (2018).

Conservacion de Bivalvos Nativos

VOLVER AL iNDICE Pagina | 28



1.2. HABITAT Y DISTRIBUCION

Flet)iis L 24 4k Distribucién de Diplodon delodontus tomada de Graf & Cummings (2019).
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Farmgay Medice
Inferior

Fleit)a <125 Mapa de la Cuenca del Plata y sus subcuencas. Modificado del sitio oficial del Comité Intergubernamental S
Coordinador de los Paises de la Cuenca del Plata (CIC Cuenca del Plata, 2019).

Cuenca del Plata por subcuencas Cuenca del Plata por pais
Total: 3.100.000 km? Total: 3.100.000 km?
B Argentina

@ Ric Parani 85.000 km?
1.510.000 km® Bolivia 205.000
@ Rio Paraguay km?
1.095.000 km?® @ Erasil 1.415.000
@ Rrio Uruguay km=*
365.000 km? B Faraguay
@ Rio de la Plata 410.000 km*®
130.000 km?* B Uruguay

215.000 km?

Fleitla L7 5 Detalle del area de la Cuenca del Plata y sus subcuencas (izquierda) y su pertenecia por pais (derecha). Tomado S
de CIC Cuenca del Plata (2019),
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CUENCAS B ESPECIES DE LA CUENCA DEL URUGUAY
B SISTEMA PAMPEANO I ESPECIES DE LA CUENCA DEL PARAGUAY, PARANA MEDIO E INFERIOR
B ESPECIES DE LA CUENCA ALTO PARANA

I sISTEMA RIO COLORADO ) ,
I ESPECIES DE LA SUBREGION CHILENO-PATAGONICA

I SISTEMA RIO DE LA PLATA Y PROVINCIA DE BUENOS AIRES HASTA EL RIO COLORADO
I SISTEMA RIO PARAGUAY
] sISTEMA RiO PARANA

B sISTEMA RIO URUGUAY
[ sISTEMA RIOS PATAGONICOS
] SISTEMA SERRANO

[ SISTEMAS INDEPENDIENTES
[[] VERTIENTE PACIFICA

[] oTros

FletlHA oL 47/ A) Mapa de las cuencas hidrograficas de Argentina generado con los datos del portal del Programa 2Mp (CONAE-2Mp, 2020) ; B) Mapa de las regiones
biogeogeograficas basadas en bivalvos de agua dulce. Modificado de Bonetto (1960). Las escalas representan las unidades de mapa.
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Alelt)44 L2 Mapas de las regiones biogeograficas. S

A) Basado en la distribucién de gasteropodos de agua dulce. Tomado de Nuiiez et al. (2010). 1) Misionera; 2) Parana Medio; 3) Rio Uruguay; 4) Parana Inferior - Rio de
la Plata; 5) Central; 6) Cuyo; 7) Patagonia Norte; 8) Patagonia Sur. Patron diagonal: Zona de Transicion. Patrén vertical: cuencas no asociadas a ninguna region. Area
blanca: cuencas sin registros y no asociadas a ninguna region.

B) Basado en la distribucion de peces de agua dulce. Tomado de Lépez et al. (2002). 1) Misionera; 2) Eje Potamico Subtropical; 3) Rio Uruguay Inferior; 4) Paranoplatense

Este; 5) Endorreica Central; 6) Paranoplatense Oeste; 7) Salado del Sur-Vallimanca; 8) Drenaje Atlantico Bonaerense; 9) Subandina-Cuyana; 10) Patagonica; 11)
Somuncura.
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Los bivalvos del clado Unionoida son organismos exclusivamente dulciacuicolas de crecimiento lento
(Valdovinos & Pedreros, 2007), longevos (Morris & Corkum, 1999; Roper & Hickey, 1994; Rocchetta et al.,
2014; Soldati et al., 2009) y que presentan tasas de reproduccion y metabdlicas relativamente bajas
comparadas con las de otros bivalvos (Aldrige, 1999). Los unionoideos son organismos que se alimentan
principalmente por filtracion de particulas en suspension mediante branquias eulamelibranquias (figura 1.3.1).
En general, se considera que las microalgas del fitoplancton son el principal alimento de los bivalvos de agua
dulce (Kovitvadhi et al., 2008; Stuart et al., 2001). Sin embargo, también se ha demostrado la filtracién de
bacterias (Lara et al., 2002a; Sabatini et al., 2011b; Turick et al., 1988) y la incorporacion de nutrientes a partir
del sedimento y algas de fondo (Lara et al., 2002b). Existen algunos trabajos orientados a establecer el tipo
de alimentacion de Djplodon. Lopez Van Oosterom et al. (2013) identificaron el detritus como el alimento
principal de Djplodon delodontus. Alves et al. (2016) estudiaron la alimentacién de Diplodon enno (sinénimo
de D. rhombeus), demostrando que las poblaciones del Rio Sao Francisco tienen una dieta basada en
variedad de algas. Sabatini et al. (2011b, c) determinaron la capacidad de D. chilensis para filtrar tanto

bacterias coliformes como cianobacterias.

Debido a su habito filtrador de particulas, el cual manifiestan desde la etapa juvenil, los unionoideos han
despertado un gran interés ecoldgico, relacionado a su potencial capacidad depuradora del agua. Esto se ha
visto reflejado en una variedad de trabajos sobre su fisiologia, en especial sobre su rendimiento filtrador
(Busse, 1970; Byllaardt & Ackerman, 2014; Cyr et al., 2017; Doering & Oviatt, 1986; Eversole et al., 2008;
Kim et al., 2011; Kryger & Riisgard, 1988; Loayza-Muro & Elias-Letts, 2007) y su reaccion ante diferentes
condiciones ambientales (Archambault et al., 2013; Falfushynska et al., 2014; Ganser et al., 2015; Grandon
et al., 2012; Hartmann et al., 2016; Lurman et al., 2014; Sheldon & Walker, 1989). Todos los estudios se
realizaron en mesocosmos de laboratorio y se han aportado pocas mediciones en campo (Nobles & Zhang,
2015).

Los estudios sobre toxicologia en bivalvos unionoideos reconocen la capacidad de estos organismos
para absorber y acumular sustancias tdéxicas como, por ejemplo, metales pesados (Hickey et al., 1995; Kovats
et al.,, 2010; Rodrigues et al., 2012), lo cual los hace especialmente aptos como biomarcadores de
contaminacion (Silva et al., 2007; Tomazelli et al., 2003). Sin embargo, se ha demostrado que algunas de
estas sustancias pueden tener efectos negativos en los individuos a nivel tisular (Carella et al., 2016; Sabatini
et al., 2011a). Sabatini et al. (2011c) han puesto a prueba la capacidad de resistencia de Djplodon chilensis
patagonicus a las microcistinas, sustancias nocivas producidas por determinadas cianobacterias. En su
estudio demostraron que estos bivalvos, al ser alimentados con cepas toxicas de Microcystis aeruginosa,

pueden resistir exposiciones prolongadas a la microcistina y acumularla en cantidades significativas.

En cuanto a su reproduccion y ciclo de vida, los unionoideos son organismos mayoritariamente dioicos,

sin dimorfismo sexual (Alridge, 1999). La mayor parte de las especies -de las que se conoce el ciclo de vida-
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presentan un estadio larvario ectoparasito de peces (figura 1.3.2) (Modesto et al., 2018). Luego de la
liberacion de espermatozoides por parte de los machos y la posterior fecundacion de los évulos en la cavidad
branquial de las hembras, las branquias de las mismas se modifican formando sacos de incubacién llamados
marsupios. Los embriones se alojan alli y continuan su desarrollo hasta formar una larva que permanece un
tiempo breve en estado libre, para luego hallar un hospedador. La larva se denomina gloquidio y esta provista
de ganchos y un filamento adhesivo para fijarse a las branquias o aletas del pez (figura 1.3.3) (Wachtler et
al., 2001). Algunos unionoideos hembra desarrollan estrategias que promueven el acercamiento de los peces
que seran parasitados. Estas incluyen modificaciones del manto o de la masa gloquidial que ha sido liberada,

de forma que simulen una carnada tentadora (Cummings & Graf, 2015).

Secundariamente, algunas especies de Dip/odon han desarrollado gloquidios sin ganchos, con lo cual
se interpreta que su ciclo de vida es libre (Bonetto, 1961; Bonetto et al., 1986; Simone, 2006). Bonetto (1961)
describid los gloquidios de vida libre de D. bulloides (Lea, 1859) (sinébnimo de D. variabilis); D. burroughianus;
D. charruanus,; D. garbeilhering, 1910; D. hildae; D. hasemaniOrtmann, 1921 (sinénimo de D. guaranianus),
D. iheringi; D. paranensis; D. suavidicus, D. subguadratus Marshall, 1923 (sinénimo de D. variabilis), D.
suppositus Simpson, 1914 (sindénimo de D. martens)) y D. variabilis. El gloquidio de D. parodizifue descripto
mas tarde por Parodiz y Bonetto (1963). Mansur (1999) determiné el gloquidio de D. martensiy sus posibles
hospedadores. Diplodon delodontus presenta un gloquido parasito, el cual fue descripto por Bonetto &
Ezcurra (1963) (figura 1.3.4):

“Tales valvas, de contorno marcadamente subitriangular, poseen un tamano relativamente grande,
midiendo 0,31mm de longitud por 0,25mm de altura. La linea dorsal alcanza a los 0,20mm, el “desplazamiento
de la punta ventral” llega a los 0,03mm, mientras que el ‘dngulo de oblicuidad’, es de unos 15 a 16 grados.
Las valvas, de estructura porosa, aparecen rodeadas de un fino reborde, mucho mas liso, el que se ensancha
progresivamente a medida que se aproxima al punto de implantacion del diente larval. En este lugar se
expande el reborde originando una breve punta o una especie de pua doblada hacia adentro, por debajo de
la cual se desprende el largo y curvo diente que existe en cada valva glochidial. Tal diente esta constituido
por dos finas laminas de conquiolina dispuestas en angulo y soldadas hacia afuera. Inmediatamente después
de su nacimiento el diente de la larva se flexiona hacia adentro para hacerlo luego hacia afuera, adquiriendo
una forma sigmoidea que remata en dos (y mas raramente en tres) cortas espinulas. Por lo que respecta a la
organizacion interna cabe expresar que ella se ajusta a lo conocido dentro de este tipo de forma larval. Sus
detalles mas conspicuos estan dados por una fuerte y unica masa muscular y una cubierta de células del
manto de contornos redondeados o ligeramente poliédricos, aplicada contra la superficie interna de las
valvas. El filamento larval es fino, largo y arrollado, apareciendo cubierto de cortas y densas proyecciones
pilosas. Ademas, presenta un diametro uniforme (careciendo de expansiones distales) y posee un fino
conducto longitudinal. Completan los rasgos mas salientes de su organizacion la existencia de dos pares de
ralos mechones sensitivos, uno de los cuales se encuentra inmediatamente por debajo del diente larval, en

tanto que el otro aparece ubicado mas hacia adentro.”
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FIGURAS
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Aleitla L=k A) Anatomia interna de Diplodon rhombeus fontainianus (d’Orbigny, 1835). Modificado de Avelar & Cunha (2009);

B) Corte transversal de Pseudodontoideus connasaugaensis (Lea, 1858) (Unionidae, Anodontini) a la altura de la
linea anaranjada de la figura A; C) detalle de la branquia eulamelibranquia de Pseudodontoideus connasaugaensis.

Figuras B y C modificadas de Mcelwain & Bullard (2014); D) Diseccidén de Anodontites trapesialis (Etheriidae) donde
se observa la branquia eulamelibranquia.
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pez hospedador

=

Fleit)i{A 124,72 Ciclo de vida generalizado de los bivalvos unionoideos con larva gloquidio parasita. Modificado de Modesto et al. S
(2018).
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cirros sensitivos 5
misculo aductor

VST
' st AL

organo ciliar posterior

Flet)iis L =15 Gloquidio. A) Esquema de la estructura general modificado de Mansur (1999).

Alet)is L2 4k Gloquidio de Diplodon delodontus. Imagenes tomadas de Bonetto & Ezcurra (1963). Escala=100um.
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En el afo 1964 fue establecida La Lista Roja de Especies Amenazadas de la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza y, desde ese momento, ha sido un criterio ampliamente utilizado para
estandarizar la informacién sobre el estado de conservacion de las especies biologicas de todos los taxones
(IUCN, 2020). Segun el Subcomité de Estandares y Peticiones de la IUCN (2017) los criterios pueden
aplicarse a cualquier unidad taxonémica a nivel de especie o inferior. Existen nueve categorias de riesgo, que
se muestran en la figura 1.4.1. La categoria a la que pertenece una especie debe ser determinada segun la
informacién compilada en los cuatro criterios expuestos en la tabla 1.4.1. Las mismas se basan en aspectos
geograficos y poblacionales que expresan la probabilidad de que la especie en cuestidbn se extinga o
disminuya en numero de individuos. En caso de no completar la informacion basica para establecer la
clasificacion de dicha especie, la misma cae en la categoria Datos Insuficientes (DD de sus siglas en inglés).
La aplicacién de los criterios de la IUCN para las especies de Brasil dejo en evidencia la falta de informacién
sobre la mayoria de las especies de unionoideos (Miyahira, 2017).

A escala global la tasa de extincidon de los bivalvos dulciacuicolas es muy elevada, ya que, de las 306
especies evaluadas por la IUCN, el 41% esta seriamente amenazado, siendo Unionoida uno de los grupos
biol6gicos con mas especies en peligro de desaparecer (Bogan, 2008; Strayer et al., 2004). Sin embargo, no
todos los unionoideos estan en riesgo de extincion. La especie Sinanodonta woodiana (Lea, 1834)
(Unionoida: Unionidae) proveniente de Asia, ha demostrado potencial como organismo invasor en Europa
(Adam, 2010).

Al ser Unionoida considerado uno de los grupos en mayor peligro de extincion, los estudios sobre su
distribucion y sistematica son importantes para su conservaciéon (Bogan & Roe, 2008). Por ende, la
informacion taxondmica precisa sobre las especies cobra vital importancia en términos de conservacion.
Miyahira (2017) evidencio esta problematica describiendo el ejemplo de Diplodon pfeifferi (Dunker, 1848). Al
considerarse una especie valida endémica del estado de Rio de Janeiro, fue incluida en la edicién del Libro
Rojo de Brasil de 2008 como especie amenazada. Sin embargo, algunos autores (Haas, 1969; Simpson,
1914; Simone, 2006) consideraron esta especie como un sinénimo de D. granosus, la cual presenta una
distribucion mas amplia y se clasifico como una especie de Preocupacion Menor (LC de sus siglas en inglés).
En consecuencia, el estado de conservacion que se le asigne a una especie va a estar estrechamente ligado
con la delimitacion geografica y la identificacién taxondmica de dicha especie. Esto supone una dificultad en
los taxones en los cuales aun no existe un consenso sobre el numero de especies, como ocurre en el género

Diplodon (seccion 1.1).

En cuanto a los Hyriidae, hasta la fecha so6lo 24 especies de un total de 66 descriptas han sido
catalogadas segun los criterios de la IUCN (2020), siendo s6lo ocho de estas pertenecientes a Djp/odon (tabla
1.4.2). Sin embargo, la informacion poblacional de estas especies no esta completa para los cuatro criterios
mencionados anteriormente, con lo cual su clasificacién podria modificarse al profundizar los estudios. En el
caso de Diplodon chilensis, s6lo se aportaron datos sobre su distribucion, presentando un area de habitat
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extensa (seccion 1.2), lo cual disminuye su riesgo de conservacion. Las especies D. parallelopipedon, D.
expansus y D. pfeifferi fueron clasificadas como Vulnerables (VU), mientras que D. fontaineanus y D.
dunkerianus fueron catalogadas como especies En Peligro (EN). No obstante, no hay informacién suficiente
a disposicion y la IUCN (2020) recomienda una revision. Datos sobre la distribucion de D. expansus fueron
comentados en Miyahira et al. (2013). D. granosus 'y D. hyleus (=Rhipidodonta hylea) fueron clasificadas
como Preocupacion Menor (LC) y Datos Insuficientes (DD), respectivamente, debido a la ausencia de datos

completos y precisos sobre sus distribuciones.

Como se mencion6 en la seccidén 1.3, los unionoideos tienen un crecimiento lento y presentan tasas de
reproduccion y metabdlicas relativamente bajas comparadas con las de otros bivalvos. Muchas especies
fueron extensamente explotadas por la industria del nacar hasta mediado del siglo XX. Esta actividad ya no
es tan extensiva debido al reemplazo del nacar por el plastico. Sin embargo, en la regiébn amazédnica de Brasil,
poblaciones de Trijplodony Castalia aun son extraidas para la fabricacion de botones y otras artesanias
(Miyahira, 2017). El cambio de régimen y la contaminacion en algunos cursos de agua altera profundamente
las condiciones fisicas y quimicas del agua y las caracteristicas del sedimento. Esto no solo afecta la
supervivencia de los bivalvos, sino también de los peces hospedadores, de los cuales las especies de
bivalvos con larvas parasitas dependen para su desarrollo y dispersién (Bogan, 2008; Miyahira, 2017;
Rocchetta et al., 2014) (seccidén 1.3). La interaccién con especies de bivalvos invasoras como el ‘mejillon
zebra’ Dreissena polymorpha Pallas, 1771 en América del Norte (Baker & Hornbach, 1997; Parker et al.,
1998), la ‘almeja asiatica’ Corbicula fluminea (Miller, 1774) y ‘el mejillon dorado’ Limnoperna fortunei Dunker,

1857 (Darrigran et al., 1998), ha sido registrada como negativa para las poblaciones de bivalvos nativos
(Bogan, 1993; 2008; Torres et al., 2013).

La importancia ecoldgica de los unionoideos relacionada a su actividad filtradora (seccién 1.3), sumada
a su vulnerabilidad ecolégica, han promovido las investigaciones sobre su cultivo en laboratorio,
reintroduccidén y monitoreo, tanto de juveniles como de adultos. Las mismas se desarrollan como parte de
programas de recuperacion de algunas especies amenazadas en ambientes donde la reduccion poblacional
fue evidente (Amaral et al., 2007; Barnhart, 2016; Buddensiek, 1995; Hua et al., 2013; Kovitvadhi et al., 2008;
Peredo et al., 2006; Thomas et al., 2010).
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FIGURAS

Extinta en Estado Silvestre (EW)
Categorias Amenazadas
Datos adecuados Riesgo de
Extincién
Evaluadas
Todas las especies
Datos Insuficientes (DD)
No Evaluada (NE)
Aleit)iia oL 4Ll Categorias de Riesgo establecidas por el Subcomité de Estandares y Peticiones de la IUCN (2017). S
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TABLAS

fA LA bl Criterios utilizados para establecer la categoria de riesgo para una especie (Subcomité de Estandares y Peticiones 5
de la IUCN (2017).

A. Reduccién del tamano poblacional. Reduccién del tamano de la poblacién basada en cualquiera de los subcriterios Al a Ad. El

nivel de reduccidn se mide considerando el perfodo mds largo, ya sea 10 afios 0 3 generaciones.

__ En Peligro Vulnerable

Al =90% = 70% = 50%
A2, A3 & A4 =z 80% = 50% z 30%
A1 Reduccién del tamano de la poblacion observada, estimada, inferida o sospechada, (a) ohservacidn cliracta [excepto A3]
en el pasado donde las causas de la reduccién son claramente reversibles Y (bJun indice de abundancia apropiade
entendidas y conocidasY han cesadao. para el taxén
A2 Reduccién deltamano de la peblacion observada, estimada, inferida o sospechada, R— (¢) una reduccion del area de ccupacion
1 y

en el pasado donde las causas de |a reduccian pudiercn no haber cesado O no ser

entendidas y conocidas @ no ser reversibles. \ especificando e e ey Erceerclh £00)

\ cuslpuiera de y/o calidad del habitat
A3 Reduccién deltamano delapoblacién que se proyecta, se infiere o sesospechaserd [/ jos siguientes (d)niveles de explotacion reales o

alcanzada en el futuro (hasta un maximo de 100 afios) {(q) no puede serusada). pntos: potenciales

A4 Reduczidn del tamafio de la poblacidn observada, eximada, irferida, proyectada o (e) como consecuencia de taxones
sospechada donde el pericdo detiempoconsiderado debe incluir el pasadoy elfuturo introducidos, hibridacién,
{hastaun méx.de 100 afos en el future), y dondelas causas de la reduccion pueden no patégenos, contaminantes,
haber cesado O pueden no serentendidas y conecidas O pueden no ser ieversibles. ./ competidores o parasitos

B. Distribucion geografica representada como extension de presencia (B1) Y/O area de ocupacion (B2)

SR oo vuinenbie

B1. Extensién de presancia (E00) <100km* < 5,000 km?* < 20.000 km?
B2. Area de ocupacitn (AOO) <10km? <500 km® < 2.000km*

Y por lo menos 2 de las siguientes 3 condiciones:
(a) Severamentefragmentaca, O Nimero delocalidacles =1 =5 =10

(b} Disminucién continua cbservada, estimada, inferida o preyectadz en cualesquiera de: (i} extension de presencia; (i) area de ocupacién;
(iii) drea, extension y/o calidad del habitat; {iv) nimero de localidades o subpoblacicnes (v) nimereo de individues madures

{c) Fluctuaciones extremas en cualesquiera de: (i) extension de presenci; (i) area de ocupacion; fiii) numere de localidades o subpoblaciones;
{iv) niimero de individuos maduros

C. Pequeio tamaio de la poblacién y disminucion.

T prm—

Namere de individuos maduros 2250 22500 £10.000

Y porlo menos une de Cl o C2

C1. Una disminucién centinua ebsarvada, estimadao el25%en3anos o el 20% en 5 afos o el 10% en 10 afios o
proyectada (hasta un maximo de 100 anosen elfuturo)de ~ 1generacion 1 generaciones 3 generaciones
al menes: (loque fuese mas large) (o quefuese ma: large)  (lo que fusce mas large)

C2. Una disminucion continua observada, estimada, prayectada
oinferida Y por lo menos 1 de las siguientes 3 condiciones

(a) li)Nimero de indivicdues maclures en cada subpoblacién <50 =250 £ 1.000
{ii] % de individuos en una sola subpoblacion = 93-1(0% | 95-100% 100%

(b Fluctuaciones axtramas an &l nUmearo de individuoss maduros
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Continuacién Tabla 1.4.1.

D. Poblacién muy pequefia o restringida

tiempo muy corto.

D. Nimere de individuos maduros

D2, Soio aplicable ala categorfa VU
Araa de ocupacion restringida @ bajo nimere de |ocalidades
can una posibilidad razonable de verse afectados por una
amenaza futura que podria elevar al taxén a CRo EX en un

<50

En Peligro
<250

Vulnerable
D1, <1.000

D2, tipicaments;
AQO <20 kmio

numero de localidades
zE

E. Analisis Cuantitativo

Indica que la probabilidad de extincian en estado silvestrs es:

z50% dentrode 10 anos = 20% dentro de 20 a2nos

o 3 generacienes, loque o 5 generaciones, lo que
fuese mas largo (100

afos max.)

En Peligro

fuese mas largo (100
afios max.)

Vulnerable

= 10% centrode 100
anos

ESPECIE

D. chilensis

D. dunkerianus

D. expansus

D. fontainiuanus

D. granosus

D. hylaeus

D. parallelopipedon

D. pfeifferi

CATEGORIA

Preocupacion
Menor -LC

En Peligro -EN

Vulnerable -
VU

En Peligro -EN

Preocupacion
Menor -LC

Datos
Insuficientes -
DD

Preocupacion
Menor -LC

Vulnerable -
VU
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FECHA

Julio 2011

Agosto
1996

Agosto
1996
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Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Agosto
1996
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1.5. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Mundialmente, la tasa de extincion de los bivalvos dulciacuicolas es elevada, siendo Unionoida uno
de los grupos biolégicos con mas especies en peligro de desaparecer (Bogan, 2008; Strayer et al., 2004).
Al ser considerado uno de los grupos en mayor peligro de extincion, los estudios sobre su distribucion y
sistematica son importantes para su conservacion y la informacién taxonémica precisa sobre los
unionoideos toma vital importancia en ese ambito (Bogan & Roe, 2008). A pesar de esto, se han llevado

a cabo pocos estudios en Argentina (Torres et al., 2018).

Este Trabajo de Tesis Doctoral tiene como objetivo general realizar aportes originales y de base para
el futuro desarrollo del conocimiento de la biologia y taxonomia del género Diplodon Spix in Wagner, 1827
(Bivalvia: Unionoida: Hyriidae) y mas especificamente de Diplodon delodontus (Lamarck, 1819) en
Argentina. Se ejecutara un estudio sistematico -combinando técnicas de morfometria geométrica y analisis
molecular- y de distribucion, utilizando técnicas y herramientas bioinformaticas. La informacién obtenida
contribuira en la elaboracion de un plan de accion de conservacion. Se prevé que el numero de especies

reconocidas del género Diplodon esté sobreestimado debido a la variabilidad intraespecifica.

En el Capitulo 3 se propuso analizar si las variaciones morfométricas de las valvas de ejemplares del
genero Dijplodon apoyan la separacidn de las agrupaciones Rhipidodonta, Diplodony Australis y discutir
su estatus taxonoémico, es decir, si se justifica su separaciéon en géneros distintos. Ademas, se buscé
establecer los caracteres de la conchilla que determinan la variacion entre las especies del género
Diplodony, a su vez, poner a prueba la validez de dichas especies en Argentina, incluyendo las que fueron

sinonimizadas por otros autores.

El objetivo del Capitulo 4 fue establecer la variabilidad genética de ejemplares de Djp/lodon sp. de una
localidad de Entre Rios, Argentina, para luego contrastar las agrupaciones de los analisis moleculares con
las agrupaciones del estudio de la morfometria geométrica obtenidas para el mismo conjunto de
organismos,. Con esto se busco determinar si la muestra de ejemplares del género Dip/odon estudiada
estd compuesta por cuatro especies simpatricas, diferenciadas tanto por su morfologia como por sus

secuencias moleculares, o representa una poblacién formada por tipos morfoldgicos distintos.

Por ultimo, en el Capitulo 5 se propuso determinar si existen diferencias morfométricas entre
poblaciones de Diplodon delodontus de Argentina, y si dichas diferencias se corresponden con la
pertenencia de las poblaciones a diferentes subcuencas hidrograficas, o si se ajustan a las regiones

biogeograficas propuestas para moluscos de agua dulce.



1.5. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Del objetivo general se desprendieron los objetivos especificos enumerados a continuacién, que
seran abordados en los respectivos capitulos de este trabajo de Tesis Doctoral:

Establecer los rasgos de la valva que determinan la variacion entre las especies de Diplodon.
Analizar si las variaciones morfométricas de las valvas de ejemplares del género Dijp/odon apoyan la
separacion de las agrupaciones Rhipidodonta, Diplodony Australis y discutir su estatus taxonomico, es

decir, si se justifica su separacion en géneros distintos.

Poner aprueba la validez de las especies del género Diplodon en Argentina.

Establecer la variabilidad genética de ejemplares de Djp/lodon sp. de una localidad Entre Rios,
Argentina.

Contrastar las agrupaciones de los analisis moleculares con las agrupaciones obtenidas para el mismo

conjunto de organismos, en el estudio de la morfometria geométrica.

Poner a disposicion nuevas secuencias moleculares de individuos del género Diplodon para estudios

futuros.
Determinar si existen diferencias morfométricas entre poblaciones de Djplodon delodontus.

Establecer si dichas diferencias se corresponden con la pertenencia de las poblaciones a diferentes
subcuencas hidrograficas, o si se ajustan a las regiones biogeograficas propuestas para moluscos de
agua dulce.

Discutir la taxonomia infraespecifica de Diplodon delodontus.

Las hipdtesis generales, extraidas a partir del objetivo general, fueron las siguientes:
El numero de especies reconocidas del género Djplodon esta sobreestimado debido a la variabilidad
intra-especifica.
La especie Diplodon delodontus exhibe variabilidad morfolédgica intra e inter-poblacional en Argentina.
Las caracteristicas conquioldgicas de D. delodontus varian segun la distribucién geografica de los

individuos en Argentina.

En los capitulos de este trabajo de Tesis Doctoral se contrastaron las siguientes hipotesis especificas:
Las variaciones en la morfologia de la valva apoyan la clasificacion actual del género Diplodon.
La variabilidad morfolégica de la conchilla permite la identificacion de las especies del género
Diplodon en Argentina.
Existen al menos cuatro especies del género Dip/odon viviendo en simpatria en una localidad de Entre
Rios, las cuales se diferencian tanto por su morfologia como por sus secuencias moleculares.
La especie Dijplodon delodontus presenta diferencias morfométricas de la conchilla entre poblaciones

y asociadas a la pertenencia a distintas regiones biogeograficas.
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2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se desarrollara la metodologia utilizada en los capitulos subsiguientes. Si bien cada uno
de ellos aborda objetivos distintos, los métodos presentan caracteristicas comunes que seran las
desarrolladas en este capitulo. Ademas, en este apartado se explicaran los antecedentes de cada
metodologia en el taxdn bajo estudio y los conceptos basicos que se aplicaran a lo largo del Trabajo de Tesis.
No obstante, cada capitulo cuenta con un apartado de Materiales y metodos donde se detallan los aspectos

especificos de cada abordaje.

2. 1. VIATERIAL ESTIUDIADO

Para el estudio comparativo de la morfologia de las valvas de los subgéneros del género Diplodon
(Capitulo 3), se consultaron ejemplares tipo -holotipos, sintipos y lectotipos- de las especies validas del
genero Diplodon. Dado que el material se encuentra depositado en distintos museos de Europa, Ameérica del
Norte y otros paises de América del Sur, se trabajé con imagenes fotograficas en dos dimensiones, tanto de
la superficie interna de la valva izquierda de cada ejemplar, brindadas por distintas colecciones

malacologicas.

Para realizar una comparacion entre las especies del género Diplodon registradas para Argentina
(Capitulo 3) se consultaron las colecciones malacologicas del Museo de La Plata (MLP) y del Museo
Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia” (MACN). La eleccién del material de estudio se
realizé abarcando la mayor variedad de tamafios y localidades para cada especie, y seleccionando las valvas
mejor conservadas para que fueran observables todas las estructuras. En este caso también se trabajo con
imagenes en dos dimensiones de la superficie interna en vista dorsal de la valva izquierda. Las mismas fueron

digitalizadas mediante un escaner Epson® Perfection V370 y el programa tpsDig (Rohlf, 2017a).

Para el desarrollo del Capitulo 4 se utilizaron ejemplares vivos de Diplodon sp provenientes del balneario
El Retobado, arroyo Yuqueri Grande, provincia de Entre Rios (31916,816'S; 58211,48°0) (figura 2.4.1). El sitio
de muestreo presentd una profundidad maxima de 70cm en una de sus orillas, en la cual el fondo estaba
conformado por sedimento limo-arenoso con cantos rodados y raices de arboles costeros. La otra orilla, de
fondo arenoso y playa de poca pendiente, present6 una profundidad media de 50cm. El ancho del arroyo en

ese punto de muestreo fue de 9m.

La recoleccion de los ejemplares se realizé en febrero de 2017, sondeando el sedimento manualmente
en un area de 27m?. Las muestras fueron transportadas al laboratorio en contenedores plasticos con algodén
embebido en agua y refrigerados. Las muestras fueron conservadas en etanol 70° hasta el momento de la
extraccién de tejido o se les extrajo el tejido /n vivo, para lo cual fueron previamente relajadas con mentol.
Luego se las conservo en etanol 70° para su posterior ingreso a la Coleccion Malacologica del MLP (tabla
4.7.2).
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Para el andlisis de los ejemplares de Djplodon delodontus de Argentina (Capitulo 5) se utilizaron
imagenes en dos dimensiones de la superficie interna de la valva izquierda de cada ejemplar. El material
provino de las colecciones malacolégicas del MLP y del MACN. Los criterios para seleccionar y analizar el

material fueron los mismos que para el Capitulo 3.
2.2. ANALISISTIVIOREOLOGICOS: Viorfometria Geometrica

CONCEPTOS Y FUNDAMENTOS BASICOS

La morfometria geométrica es un conjunto de técnicas morfoldgicas para el analisis estadistico
multivariado y la visualizacion de datos de coordenadas cartesianas (Cooke & Terhune, 2015). En otras
palabras, la morfometria geométrica es un grupo de analisis que consideran la forma total del individuo como
un solo conjunto de datos (configuracidn de /andmarks), tomados a partir de coordenadas, del cual se
desprende una forma consenso y se analizan estadisticamente las desviaciones, deformaciones o
variaciones espaciales mediante métodos multivariados. El espacio multivariado en el cual se disponen los

objetos segun sus coordenadas morfométricas se denomina espacio configuracional.

En este trabajo de tesis se utilizé el analisis de la variacidén en la disposicion de puntos denominados
landmarks. Los landmarks fueron definidos por Cooke & Terhune (2015) como /oc/i anatémicos discretos,
puntos en un espacio bidimensional o tridimensional, que pueden ser biolégicamente homélogos,
matematicamente homologos o ambos. Segun Bookstein (1991) existen tres tipos de /landmarks: los de TIPO
1 se forman a partir de la yuxtaposicion discreta de tejidos (por ejemplo, la interseccion de dos suturas 6seas),
son marcas anatomicas bien delimitadas y en general biolégicamente homologas; los de TIPO 2 son
landmarks de maxima curvatura (e.g. el punto mas profundo de una depresion o el punto mas sobresaliente
de un proceso), generalmente son homélogos matematicos; y los de TIPO 3 o semilandmarks, son puntos
externos o puntos definidos a partir de la informacion de otras estructuras o puntos en el objeto (e.g. puntos

sobre una curvatura).

La forma consenso obtenida mediante el analisis de /andmarks tipicamente es calculada y ajustada por
el método de superposicion de Procrustes resultando, asi como la configuracion media (promedio) de las
coordenadas de /andmarks en la muestra. También es conocida como forma media de Procrustes (Cooke &
Terhune, 2015). El Analisis General de Procrustes es un método de superposicion de /andmarks que elimina
de la muestra las variaciones atribuibles al tamafio, rotacion y traslacion del objeto. Las variaciones entre los
puntos de cada objeto de la muestra y los de la forma consenso se denominan ‘distancias de Procrustes’
(Jaramillo, 2011).
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ANTECEDENTES EN UNIONOIDEOS

Los analisis de morfometria geométrica fueron ampliamente utilizados en unionoideos (Bailey & Green,
1988; Beauchamp et al., 2020; Beyett etal., 2020; Cano-Otalvaro et al., 2012; Echem et al., 2016; Fassatoui
et al., 2015; Inoue et al., 2014; Jeratthitikul et al., 2019; Keogh et al., 2019; Morais et al., 2014; Troncon &
Avelar, 2011; Zieritz & Alridge, 2009, 2011; Zieritz et al., 2010). Autores como Baker et al. (2003, 2004); Balla
& Walker (1991); Playford & Walker (2008) y Roper & Hickey (1994), aplicaron técnicas moleculares y
morfométricas combinadas en Hyriidae australianos. Sin embargo, ninguno de éstos aborda el estudio
morfométrico mediante la técnica de /andmarks, sino que se basan en las medidas clasicas de la conchilla
(e.g. altura, largo, espesor). Analisis morfométricos utilizando /andmarks en dos dimensiones han sido
realizados por Yusseppone et al. (2018) en Djplodon chilensis. Pimpéo et al. (2012) us6 morfometria clasica
en gloquidios para distinguir especies de Hyriidae de Amazonia. Sousa da Mata et al. (2019) aplicaron

morfometria geométrica en tres especies de Hyriidae, combinando analisis taxonémicos y poblacionales.

DIGITALIZACION DE LANDMARKS Y SEMILANDMARKS

Los /andmarks seleccionados para los analisis se describen en la figura 2.4.2 y en la tabla 2.5.1. En total
se utilizdé una configuracion de /andmarks compuesta por 13 /andmarks 'y 27 semilandmarks. La eleccion
supuso la utilizacién de la menor cantidad de puntos, intentando extraer la mayor cantidad de informacion
sobre cada uno de los ejemplares. Los puntos fueron digitalizados mediante el programa tpsDig (Rohlf,

2017a). El radio de los puntos fue de 3 pixeles en todos los analisis.

Para los casos excepcionales de ejemplares en los cuales no era visible el umbo desde la vista interna
de la valva, se establecio la posicion del /andmark 1 a la mitad de la distancia entre los puntos 8 y 3, de
manera de no afectar el analisis. Para los casos de ejemplares con bordes rotos, se utilizé como molde una
imagen de la valva derecha en vista interna- considerando su caracter de equivalvos- la cual fue rotada y

solapada con la imagen izquierda para luego rellenar la parte faltante.

Los semilandmarks, al quedar arbitrariamente colocados, presentan libertad de deslizamiento en la
direccion paralela a la curva o contorno. Para solucionar esto, fueron homologados matematicamente
mediante el concepto de deslizamiento por Minimum Bending Energy- BE. Segun Perez et al. (2006), el
criterio de BE permite fijar los semilandmarks deslizandolos a lo largo de la linea paralela a la curva, y
minimizando la energia de deformacion necesaria para producir el cambio en el contorno, o curva, de la forma
de referencia. Es decir, se asume que el contorno o curva de un determinado objeto es el resultado de la

minima deformacion posible del mismo contorno o curva, en la forma de referencia.
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ANALISIS DE LAS CONFIGURACIONES MORFOMETRICAS

Todas las herramientas digitales utilizadas estan disponibles online de forma gratuita. Mediante el
programa tpsRelw (Rohlf, 2017b) se desarroll6 un primer ajuste de Procrustes y se calcul6é el Tamano del
Centroide de cada muestra. El Tamario del Centroide (figura 2.4.3A) es un factor de escala que da una idea
del tamano del objeto y deriva de la raiz cuadrada de la sumatoria de las distancias cuadradas de cada
landmark al centroide de la configuracion morfométrica de cada individuo (Bookstein, 1991; Cavalcanti et al.,
1999).

Como primer paso se testeo la presencia de alometria para cada conjunto estudiado. El test de alometria
consta de un analisis de regresion de la variacion de la forma de cada objeto (coordenadas alineadas de
Procrustes) en relacién a su Tamafo de Centroide. La alometria incluye los cambios de una o mas variables
de tamafio relacionados con la forma de los objetos (Klingenberg, 2016). La ausencia de alometria es un
supuesto fundamental para realizar analisis morfométricos en los cuales se pretende relacionar la forma del
objeto con una o mas variables distintas al tamafio (Viscosi & Cardini, 2011). En el ejemplo de la figura 2.4.3B
con un triangulo, si existe alometria el ancho del triangulo aumenta mas que su altura al crecer el tamano de
la forma (linea azul). En cambio, en la linea roja es la altura la que aumenta de manera desigual al ancho, a
medida que crece el triangulo. Si ambos crecen en igual proporcién a medida que el tamano del triangulo
aumenta, ese crecimiento es isométrico (linea gris). Si existiera isometria, el tamano del objeto puede
eliminarse como variable al estandarizar las muestras mediante el Analisis General de Procrustes. De lo
contrario, si existiera alometria las variaciones entre las configuraciones podrian verse afectadas por
procesos de crecimiento dispares de variables entre conjuntos de muestras. El test de alometria se realizo
con el programa Morphod (Klingenberg, 2011), transformando la variable independiente (Tamafo del
Centroide) a su logaritmo en base 10 debido a la variacion de tamafo observada dentro de cada grupo. Se

analizaron diez mil permutaciones. Ademas, se considerd un limite de significacion de 0,05.

En aquellos casos en los que se comprobo la existencia de alometria entre variables - es decir, se refutd
la hipbtesis de independencia entre el Tamario del Centroide y las coordenadas de Procrustes alineadas - se
reemplazaron las variables de Procrustes por los residuos resultantes del analisis de regresion. Los residuos
representan la porcién del valor de las variables de Procrustes que es independiente del Tamano del
Centroide (Sidlauskas et al., 2011).

Se calcul6 la forma consenso entre las muestras y se realizaron Analisis de Componentes Principales y
Analisis Discrimiantes Canonicos. Segun Jaramillo (2011), ambos son analisis multivariados que permiten
contrastar hipotesis y representar las configuraciones morfométricas en un espacio reducido, conformado por
los ejes que brindan mayor informacion sobre la variacion del grupo estudiado. El Analisis de Componentes
Principales generalmente se utiliza como una primera aproximacion exploratoria, no tiene relevancia

estadistica (por lo que no es necesario cumplir supuestos tales como un numero de muestras grande), pero
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sirve para explicar tendencias dentro del conjunto. Los componentes principales o ejes de variacién -
eigenvectores- se relacionan con valores de variacion o eigenvalores. El Analisis Discrimiante Canénico, en
cambio, permite contrastar hipdtesis sobre agrupaciones planteadas a prioriy tiene relevancia estadistica.
Las variables canonicas representan los ejes de discriminacion entre grupos. Para realizar cada Analisis
Discrimiante Canodnico, se utilizo el procedimiento /eave-one-out (Viscosi & Cardini, 2011) y el nimero de
permutaciones fue de diez mil. Con el mismo programa se calcularon las distancias de Mahalanobis, definidas
como la distancia (en términos multivariados) de cada individuo al centroide de cada grupo (Jaramillo, 2011).
A esas distancias se las asoci6 con la probabilidad de pertenecer a un grupo determinado. Con las distancias
obtenidas en los Capitulos 3 y 4 se realizaron analisis de conglomerados utilizando la media aritmética
mediante el método UPGMA-MDGC.

Se realizé un primer Analisis Canonico utilizando el total de la variacion, es decir, el total de los
Componentes Principales. Para robustecer el analisis y cumplir los supuestos estadisticos, se realizé un
segundo Analisis Candnico mediante el software Infostat (Di Rienzo, 2019), aplicando un namero reducido
de Componentes Principales. Luego se compararon los resultados de ambos analisis. En el Capitulo 3,
ademas, se realizaron Analisis Discriminantes Pareados. Este analisis es similar al Analisis Canonico, solo
que contrasta grupos de a pares y genera frecuencias de validacién, que luego son comparadas mediante un
test de medias (T-cuadrado de Hotelling) (Viscosi & Cardini, 2011).

ANALISIS DE DISTRIBUCION

Los ejemplares de Djplodon delodontus (Capitulo 5) se clasificaron en tres clases siguiendo distintos
criterios espaciales, relacionados con la distribucion geografica de los puntos estudiados. Estas clases fueron
utilizadas para agrupar los ejemplares en los analisis de morfometria geométrica. La clase 1 correspondio a
los sistemas de cuencas hidrograficas de Argentina. El mapa de cuencas hidrogréficas de la figura 1.2.7A se
obtuvo del portal del Programa 2Mp, un proyecto realizado entre la CONAE y la Subsecretaria Nacional de
Recursos Hidricos (CONAE-2Mp, 2020). La clase 2 incluy6 las regiones establecidas por Bonetto (1960).
Para obtener las capa de base para esta clasificacion, se georreferencio el mapa de la figura 1.2.7B mediante
el software QGis 3.8.3-Zanzibar (QGIS Development Team, 2019), generando capas vectoriales constituidas
por poligonos que representan las areas de clasificacion. La clase 3 abarco las regions propuestas por Nuiez
et al. (2010), georreferenciando el mapa de la figura 1.2.8 mediante el mismo procedimiento. Las
agrupaciones se establecieron aplicando la herramienta de geoproceso “Interseccion” del software QGis
3.8.3-Zanzibar (QGIS Development Team, 2019), superponiendo los puntos de distribucion de D. delodontus

con las areas delimitadas en las diferentes capas espaciales.
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2.3. ANALISIS MIOLECULARES

CONCEPTOS Y FUNDAMENTOS BASICOS

El analisis molecular (Capitulo 4) se centré en la comparacion de las secuencias de bases del fragmento
de ADN mitocondrial que codifica para la enzima Citocromo Oxidasa | (COI), Para la obtencién de las
secuencias de interés se utilizo la técnica de amplificacion por PCR y secuenciacion. Los pasos a seguir

fueron los siguientes:

~ Eleccion de fragmento de ADN a secuenciar y cebadores.
~ Extraccion y cuantificacion de ADN.

~ Obtencién de amplicones por PCR.

~ Purificacion de amplicones.

~ Secuenciacion.

~ Edicion y Alineamiento de secuencias.

~ Analisis de agrupacion.

A continuacién, se brindan algunas definiciones del analisis molecular utilizadas en este Trabajo de Tesis
Doctoral:

~ Amplicon: fragmento amplificado por la Reaccion en Cadena de la Enzima Polimerasa (PCR)
(Palacios et al., 2013).

~ Haplotipo: conjunto de variaciones del ADN, o polimorfismos, que tienden a ser heredados juntos
(National Human Genome Research Institute, 2020).

~ Reaccidn en cadena de la enzima polimerasa (PCR): técnica de laboratorio utilizada para amplificar

fragmentos de secuencias de ADN. El método utiliza secuencias cortas de ADN llamados cebadores
para seleccionar la parte del genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja
repetidamente para ayudar a la enzima de replicacion del ADN a duplicar la secuencia del ADN que

esta siendo copiada (National Human Genome Research Institute, 2020).

~ Cebador o primer. secuencia corta de ADN de cadena simple que se utiliza en una reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR). En el método PCR se emplea un par de cebadores para hibridar con el ADN
de la muestra y definir la region del ADN que sera amplificada. También se les conoce como
oligonucledtidos (National Human Genome Research Institute, 2020).

~ indice 260/280: valor de la absorbancia de la muestra a 260nm en relacién a la absorbancia a 280nm.

Indica el grado de pureza del ADN en una muestra, en la que un valor superior a 1,70-1,80 indica un
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grado de pureza de ADN alto. Un nivel de alrededor de 1,8 es generalmente aceptado como puro para
ADN, alrededor de 2 seria puro para ARN. Si el indice es mas bajo podria estar indicando presencia
de proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorben fuertemente la luz alrededor de los 280nm
(Glasel, 1995).

ELECCION DE LA SECUENCIA

Para el analisis molecular se seleccioné la fraccion de ADN mitocondrial que codifica para la enzima
Citocromo Oxidasa | (COl), conocida por su utilidad como cédigo de barras genético o DNA barcode. En
unionoideos la misma ha demostrado ampliamente su utilidad como herramienta para estudios
supraespecificos (Bogan & Hoeh, 2000; Chong et al., 2008), para la distincion de especies cercanas (Baker
et al., 2003; 2004; Froufe et al., 2016; Konopleva et al., 2016; Reis et al., 2013), y para analisis poblacionales
y filogeogréficos (Burdick & White, 2007; Froufe et al., 2014; Krebs et al., 2015; Mock et al., 2010). Graf &
O’Foighil (2000) y Walker et al. (2006) también utilizaron este fragmento para estudiar la evolucion de
caracteres reproductivos en bivalvos de agua dulce. Incluso se ha combinado el anélisis de COI con el de
otros genes (Buhay et al., 2002, Campbell et al., 2005; Huff et al., 2004; King et al., 1999; Pfeiffer & Graf,
2015; Scott et al., 2014; Serb, 2006; Whelan et al., 2011 y Zanatta & Murphy, 2007). Sin embargo, en Hyriidae
los estudios de genética molecular son escasos (Fuentealba et al., 2010; Graf et al., 2015; Graf & Foighil,
2000; Hughes et al., 2004; Marshall et al., 2014 y Santos-Neto et al., 2016, 2018).

Se han dado a conocer pocas secuencias genéticas del género Diplodon, las cuales han sido utilizadas
para estudios taxondémicos a nivel supra-genérico. Las que fueron tomadas del GenBank para realizar el
analisis se describen en la tabla 2.5.2 y corresponden a D. deceptus Simpson, 1914; D. demeraraensis (Lea,
1859); D. chilensis (Gray, 1828) y D. suavidicus (Lea, 1856);.

En algunos unionoideos se ha identificado un fendmeno muy particular que involucra un mecanismo de
herencia mitocondrial novedoso en metazoos, denominado Herencia Doble Uniparental (DUI, de sus siglas
en inglés Doubly Unijparental Inheritance). El fendbmeno DUI implica dos genomas mitocondriales que se
heredan de forma independiente: el materno o femenino (genoma F) y el paterno o masculino (genoma M).
Estos genomas se distribuyen de forma distinta en los tejidos y presentan una gran variacion entre ellos,
estimada alrededor del 19% en mitilidos y alrededor del 33% en unionoideos (Hoeh et al., 1996). Los genomas
F ocurren en los tejidos somaticos de ambos sexos y en las células germinales de las hembras (6vulos).
Ademas, son heredados por via materna (de madres a hijas hembras), ya que sélo los évulos aportan
mitocondrias al embridn luego de la fecundacién, ya sea éste macho o hembra. Los genomas M se localizan
en las células germinales de los machos (esperma) y son transmitidas a las generaciones siguientes a través
de la linea paterna, es decir, de padres a hijos machos (Soroka, 2010; Zouros, 2013). Esto deriva en la
presencia de ambos tipos de linajes mitocondriales en los tejidos somaticos de los machos (heteroplasmia).
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Segun Passamonti & Ghiselli (2009) y Zouros (2013) la ausencia de genoma mitocondrial paterno en
hembras podria deberse a la presencia de, al menos, tres factores (figura 2.4.4). El factor W seria producido
durante la espermatogénesis, marcando las mitocondrias del esperma. Un segundo factor X reconoceria las
mitocondrias marcadas y las eliminaria (esto es lo que ocurriria en la mayoria de los metazoos). Un tercer
factor Z, que presentaria un alelo activo y otro inactivo, seria el encargado de bloquear el reconocimiento
entre X y W, evitando la destruccion de las mitocondrias masculinas. EI mecanismo por el cual sélo llega el
genoma M al esperma es todavia desconocido, pero podria estar ligado a la presencia del factor W. Cabe

aclarar que aun no ha sido demostrada la presencia de los tres factores mencionados en Bivalvos.

Este fendmeno se ha observado, hasta ahora, s6lo en Bivalvos y es caracteristico también de los
Donacidae (Theologidis et al., 2008), Mytilidae (Zouros et al., 1994) y Veneridae (Milani et al., 2014). Al
parecer, no estaria relacionado con la presencia de hermafroditismo, pero si podria estar influyendo en la
determinacion del sexo (Breton et al., 2011; Machordom et al., 2015). Hoeh et al. (2002) estudiaron la
evolucion de este fenomeno en Unionoideos (figura 2.4.5). En su hipdtesis se observd que los genomas
mitocondriales masculinos evolucionan separadamente de los genomas femeninos. Ademas, los primeros
acumularon mas sustituciones de bases que los segundos. Amaro et al. (2016) y Doucet-Beaupré et al. (2012)
estudiaron por separado fragmentos de ADN masculinos y femeninos de COI en unionoideos teniendo en
cuenta este fendmeno. Inclusive han sido presentados primers especiales para amplificar haplotipos
masculinos (Curole, 2004 y Walker et al., 2007). También han surgido, en los ultimos afos, analisis de
genomas mitocondriales masculinos y femeninos completos de distintas especies de unionoideos, tratando
de dilucidar fendmenos complejos como la evolucién y la herencia de caracteres mitocondriales (Burzynski
et al., 2017; Doucet-Beaupré et al., 2010; Fonseca et al., 2016; Froufe et al., 2016; Huang et al., 2013 y
Soroka & Burzynski, 2013, 2014).

Si bien hasta ahora no esta demostrada la ocurrencia de este fendmeno en el género Diplodon, se asumio
que esta presente, por lo que fue necesario tomar precauciones a la hora de realizar estudios moleculares
con genes mitocondriales, desde la toma de muestras de tejidos (evitando la contaminacion de las muestras

con tejido gonadal) hasta la interpretacion de los resultados.
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EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN

Para la extraccion de ADN del tejido muscular del pie se conté con la ayuda del Laboratorio de
Malacologia y Sistematica Molecular del Departamento de Zoologia- Instituto de Ciencias Biolégicas-
Universidad Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil. El| ADN se extrajo con un kit de extraccion

E.Z.N.A.®Mollusc DNA (Omega Bio-tek) siguiendo el protocolo descrito a continuacion:

Se lavo el material con agua para retirar todo el alcohol.
Se agregaron 200pL de solucion de lisis nuclear con 1L de proteinasa K.

Se incubd a 37°C (overnight) o a 56°C hasta que el pie se diluyo totalmente.

o bdh =

Se agregaron 80pL de la solucién de precipitacidn proteica y se agitd vigorosamente usando el vortex
por 20 a 30 segundos.
5. Se centrifugd a 14.000rpm por 10 minutos observando la formacion de un pellet oscuro.
6. Se transfirid cuidadosamente el sobrenadante a un nuevo tubo con 200uL de isopropanol y se
homogeneizé por inversion durante 20 minutos.
7. Se centrifugd a 14.000rpm por 10 minutos observando la formacion de un pellet claro.
8. Se descarto el sobrenadante y se agregaron 300uL de etanol 70%, se homogeneizé por inversion por
5 minutos para lavar el pellet.
9. Se centrifugoé por 10 minutos.
10. Se retir6 cuidadosamente el etanol y se coloco el tubo en la placa térmica hasta la evaporacion total
del etanol.
11. Se agregaron 25uL de soluciéon de hidratacion de ADN y se incubé a 65°C por 1 hora agitando

periodicamente.

Luego de la extraccidon se realizé una corrida electroforética para detectar la presencia de ADN vy la
calidad del mismo. La electroforesis fue llevada a cabo en gel de agarosa al 1%: 0.8gr agarosa + 80ml buffer
Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X. La corrida se realiz6 en buffer TBE 1X por 40 minutos a 90v y las muestras
fueron tefiidas con GelRed™ al 5%. Los resultados fueron observados en un transiluminador UV.

Para la cuantificacion se utilizé un espectofotometro Nanodrop™ previamente calibrado con agua Milli-
Q® autoclavada y reservada en freezer. Se midié 1ul de ADN de cada muestra. Se realizaron 3 repeticiones
de cada muestra para obtener un promedio de la concentracién de ADN y de su grado de pureza, este ultimo

definido como la relacion de los espectros 260/280 ya explicado.
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AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE SECUENCIAS

La amplificacion de los fragmentos de interés fue realizada mediante la técnica de PCR. Los primers
utilizados y sus caracteristicas se describen en la tabla 2.5.3. Los mismos fueron previamente hidratados con
buffer TE y luego diluidos con agua Milli-Q® ultrapura en una relacion 1:40. La proporcién de cada componente
utilizado en la mix para PCR se resume en la tabla 2.5.4. Se considero un error de pipeteo de 10yl, los cuales
fueron agregados al total de mix. Con el objetivo de comprobar la ausencia de contaminacion de la mix, para
cada PCR se preparé un control negativo con mix sin ADN. El ciclado se realizé en un termociclador
Mastercycler 384 (EPPENDORF). La temperatura de hibridacién del primerfue de 48°C. El ciclado completo
se detalla en la tabla 2.5.5. Para comprobar la PCR se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1%. Se
sembraron 2uL de amplicén + 2,5l revelador (GelRed™ + buffer). Para comparar se utilizé un /adderde 70-
1.300 pares de bases, compuesto por el virus $X174 digerido con Hae lll. El gel fue observado en el

transiluminador ya mencionado. Las muestras amplificadas fueron guardadas en freezer.

La purificacion del amplicon se realizdé por separacion magnética colocando los tubos con los productos
de PCR en una placa imantada. Luego se agregaron a cada muestra 400ul de la sustancia separadora
Agencourt® AMPure® y se coloco la placa imantada en un vértex. Se dejé reposar en la placa durante 15
minutos y se descarto el sobrenadante. Por ultimo, se realizaron dos lavados con 100ul de etanol 70°. Cada

muestra se dejé secar y se completé con agua Milli-Q® ultrapura.

SECUENCIACION Y EDICION DE LAS SECUENCIAS

La secuenciacion en ambos sentidos -forwardy reverse-fue realizada por separado mediante el método
de Sanger con el servicio de MACROGEN Inc, Corea. Las secuencias fueron editadas con el software libre
Chromas Lite 2.6.6 (Technelysium Pty Lid, 2018). La edicion incluyé el corte de ambos extremos de la
secuencia, en los que la lectura de nucledtidos suele ser de baja calidad. Para ello se considero6 cortar hasta
que la calidad de diez bases contiguas fue de 15. La calidad de cada base representa el orden de magnitud
de la probabilidad de error en la secuenciacion de esa base, multiplicado por 10. El valor maximo de calidad
es 60, indicando una probabilidad de 1:1.000.000 de que la base en cuestidon sea incorrecta. La cadena
reverse fue transformada a su reverso y complementario. Luego ambas cadenas editadas fueron alineadas
con el programa Jalview version 2.11.0 (Waterhouse et al., 2009) y corregidas para obtener la secuencia
consenso de cada par. Por ultimo, con el fin de corroborar la identidad de las muestras, todas las secuencias
obtenidas fueron comparadas con las secuencias de ejemplares asignados al género Diplodon depositadas
en GenBank a través de la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990) proporcionada por el Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information Search database, 2020).
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ALINEAMIENTO Y ANALISIS DE SECUENCIAS

Para el alineamiento se utilizaron las secuencias obtenidas por PCR y las secuencias de ejemplares
asignados al género Diplodon para el fragmento de COI disponibles en GenBank (tabla 2.5.2). Ademas, se
seleccionaron de la misma base de datos como outgroup dos secuencias de dos ejemplares de Castalia
ambigua Lamarck, 1819: JN243889.1 (Whelan et al., 2011) y KU888242.1 (Santos-Neto et al., 2016). El
alineamiento se realizé mediante el método de ClustalW (Thompson et al., 1994). Para ello se utilizo el
programa MEGA 7.0.26 (Kumar et al., 2016). Los parametros se conservaron por defecto:

~ Penalizacién a la formacion de gaps: 15.
~ Penalizacién a la extension de gaps: 6,66.

~ Costos de las transiciones: 0,5.

Con el mismo software se calculd el arbol consenso de Neighbour Joining (NJ). Este procedimiento se
realiza a partir de una matriz de distancias entre secuencias genéticas. De alli se obtiene un arbol consenso
realizando permutaciones en las agrupaciones de las secuencias y seleccionando la topologia que mejor
ajuste a la matriz original. El arbol consenso no tiene raiz y la distancia entre los nodos representa la
divergencia entre las secuencias (Saitou & Nei, 1987). También se calcularon los valores de Bootstrap -
porcentaje de réplicas del arbol en las cuales los taxa se agruparon juntos- asociados a cada rama, realizando
mil permutaciones (Felsenstein, 1985; Tamura et al., 2004). Para la formacién del arbol de NJ se mantuvieron
los parametros por defecto, como ser: modelo de sustitucion de nucleodtidos Maximum Composite Likelihood,
incluyendo transiciones + transversiones, con rasgos uniformes, patron homogéneo entre linajes y
considerando los gaps como deleciones. Con el fin de realizar un arbol a escala se calcul6 la distancia entre
taxa con el método de Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004), siendo la unidad el numero de

sustituciones de bases por sitio.
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_ La'Criollat
‘Playa El Retobado, Arroyb Yuqueri

Flet)iia 445 L Sitio de muestreo en el balneario El Retobado, arroyo Yuqueri Grande, Entre Rios.
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Flet)HA 41" Configuracion de /andmarks (puntos rojos) y semilandmarks (puntos amarillos) sobre la valva izquierda de un

ejemplar de Djplodon para el analisis preliminar.
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Fleitliis 2«5 =1 A) Centroide de un poligono de cuatro puntos. Tomada de Mitteroecker et al. (2013). B) Relacion entre la altura y

el ancho, en escala logaritmica, en un conjunto de triangulos. Tomada de Klingenberg (2016). Linea roja: alometria
de la altura respecto del ancho; Linea azul: alometria del ancho respecto de la altura. Linea gris: crecimiento
isométrico.
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Fleil)iis 41«1 Hipotesis sobre el mecanismo de herencia en bivalvos que presentan DUI. Modificado de Passamonti & Ghiselli S
(2009).
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Aleit)i{A 2415 Hipdtesis sobre la evolucion del DUI en unionoideos. Tomada de Hoeh et al. (2002).
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10

11

12

13

14-19

20-25

26-31

32-37

38-40

Conservacion de Bivalvos Nativos

NOMBRE
Umbo

Confluencia dorsal de los dientes subcardinales

Extremo anterior de la charnela

Contacto entre la impronta del muasculo aductor
anterior y la linea paleal

Contacto entre la impronta del musculo aductor
posterior y la linea paleal

Extremo posterior diente lateral inferior

Extremo posterior diente lateral superior

Extremo anterior diente lateral superior

Extremo posterior de la charnela

Maxima curvatura dorsal

Maxima curvatura anterior

Maxima curvatura ventral

Madxima curvatura posterior

Semilandmarks entre los puntos 10y 11

Semilandmarks entre los puntos 11y 12

Semilandmarks entre los puntos 12y 13

Semilandmarks entre los puntos 13y 10

Semilandmarks entre los puntos 3y 9

VOLVER AL iNDICE

OBSERVACIONES

Si hubiera un solo diente se toma como el extremo dorsal de ese
diente

O confluencia del mismo con el diente inferior

Extremo posterior del diente subcardinal mas posterior. Si hubiera un
solo diente se toma como el extremo posterior de ese diente

Punto tangente entre el borde dorsal y una linea paralela a la linea que
cruza los puntos 7y 8

Punto tangente entre el borde anterior y una linea perpendicular a la
linea que cruza los puntos 7y 8

Punto tangente entre el borde ventral y una linea paralela a la linea
que cruza los puntos 7y 8

Punto tangente entre el borde posterior y una linea perpendicular a la
linea que cruza los puntos 7y 8

Minimum bending energy
Minimum bending energy
Minimum bending energy
Minimum bending energy

Minimum bending energy
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FA =LA "2 % Secuencias moleculares de ejemplares asignados al género Djplodon accesibles en GenBank y utilizadas en el

analisis molecular.

ESPECIE CODIGO GENBANK GEN REFERENCIA
D. chilensis DQ191410.1 col Graf & Cummings (2006)
D. chilensis AF305380.1 28S Graf (2002)
D. deceptus AF231744.1 col Bogan & Hoeh (2000)
D. demeraraensis KP184898.1 Col Graf et al. (2015)
D. demeraraensis KP184899.1 col Graf et al. (2015)
D. demeraraensis KP184875.1 28S Graf et al. (2015)
D. demeraraensis KP184874.1 28S Graf et al. (2015)
D. demeraraensis KP184849.1 16S Graf et al. (2015)
D. demeraraensis KP184850.1 16S Graf et al. (2015)
D. suavidicus KU888263.1 col Santos-Neto et al. (2016)
D. suavidicus KU888232.1 16S Santos-Neto et al. (2016)
D. suavidicus KU888203.1 18S-ITS1 Santos-Neto et al. (2016)

PRIMER e[V
F-LCO1490 Col

R-HCO2198 col

Forward

Reverse

Primers utilizados para el analisis molecular. pb=pares de bases.

DIRECCION  SECUENCIA 5’-3’

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

FRAGMENTO
AMPLIFICADO

REFERENCIA
Folmer et al. 48°C
(1994)
Folmer et al. 48°C
(1994)

TEMPERATURA
HIBRIDACION

Composicion de la mix de 10uL y 25uL para PCR por muestra de ADN.

PROPORCION (mM/MUESTRA) PROPORCION (uL/MUESTRA)

Agua 6,69 16,73
Buffer Magnesio 2 5
Mezcla dNTPs 0,16 0,4
Primer Forward 0,1 0,25
Primer Reverse 0,1 0,25
Taq Go® 0,05 0,25
ADN 1 2,5
TOTAL 10 25

Luciana M. Cao VOLVER AL iNDICE Pagina | 61



2. MATERIALES Y METODOS

FAEEA 20 <) Perfil térmico utilizado en la reacciéon de PCR.
DESNATURALIZACION 94°C 30 segundos
HIBRIDACION 48°C 30 segundos
ELONGACION 72°C 1 minuto
CICLOS 34 3 horas 48 minutos
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CAPITULO 3. MORFOMETRIA GEOMETRICA DEL GENERO Diplodon

5.1, RESUIVIEIN

Desde los primeros estudios del género Djplodon hasta la actualidad, no hay consenso en cuanto al
numero de especies que componen el género y la delimitaciéon del mismo. La informacién taxondmica precisa
sobre los unionoideos cobra vital importancia en términos de su conservacion. En este capitulo se propuso
analizar si las variaciones morfométricas de las valvas de bivalvos adultos apoyan las agrupaciones D.
(Rhipidodonta), D. (Djplodon)y D. (Australis) y discutir su estatus taxonomico, es decir, si se justifica su
separacion en generos distintos. Ademas, se busco establecer los caracteres de la conchilla que permiten
identificar las especies de Diplodony, a su vez, poner a prueba la validez de dichas especies en Argentina,
incluyendo las que fueron sinonimizadas por otros autores. Se analizaron un total 43 ejemplares tipo de 38
especies del género Diplodon. Este material fue agrupado segun el subgénero. Separadamente, se
digitalizaron imagenes en dos dimensiones de valvas izquierdas de 440 ejemplares del género Djplodon de
colecciones nacionales, los cuales fueron agrupados por especie. Sobre la valva izquierda fueron
seleccionados 13 /andmarks y 27 semilandmarks. Se realizaron Analisis de Componentes Principales y
Analisis de Variables Candnicas. Los resultados del analisis morfométrico comparativo entre subgéneros de
este Trabajo de Tesis Doctoral no apoyaron la propuesta realizada por Simone (2006). A pesar de que se
observaron diferencias en la morfologia de la conchilla entre Diplodon (Diplodon)y Diplodon (Rhipidodonta),
los resultados estadisticos no mostraron una agrupacion robusta ni tampoco una funcion discriminante
confiable para separar ambos subgéneros. En este estudio, ademas, se observé la existencia de una tercera
agrupacion, compuesta por especies que no formaron parte de ninguno de los dos subgeneros,
denominandose ‘Indefinido’. Sin embargo, esta agrupacion es ficticia y no fue sustentada al eliminar parte de
la variacion total. En cuanto al subgénero Australis, los resultados de este trabajo de tesis no han corroborado
su validez. Si bien el analisis comparativo entre especies argentinas permitié delimitar a la mayoria de las
especies de manera significativa, se sustento la sinonimizacion de D. piceus, con D. rhuacoicus, propuesta
por otros autores. D. fortis estuvo intimamente relacionada con los ejemplares del género Diplodon
patagonicos (D. chilensis + D. patagonicus). Los individuos de D. chilensisy D. patagonicus conformaron un
solo grupo (p=0,79). La especie mejor delimitada fue D. parallelopjpedon (p<0,01 en todas las
comparaciones). Es necesario en un futuro realizar estudios de filogenia molecular en el género Djplodony
ampliar el conocimiento sobre la morfologia de las larvas. El analisis fenético de las distancias morfométricas
representa una base para sustentar hipotesis taxondmicas y generar nuevas hipétesis de agrupaciones de

las especies del género Dijplodon.
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CAPITULO 3. MORFOMETRIA GEOMETRICA DEL GENERO Diplodon

3.2. INTRODUCCION

Desde que comenzaron a realizarse estudios del género Djplodon hasta la actualidad, no se ha llegado
a un consenso en cuanto al niumero de especies que componen el género y la delimitacion del mismo. La
informacidn taxondmica precisa sobre los unionoideos cobra vital importancia en términos de conservacion,

como ya se explico en la seccién 1.4.

Diplodon se compone de tres subgéneros: D. (Australis) Bonetto, Tassara & Rumi, 1986, D. (Diplodon)
Simpson, 2014 y D. (Rhipidodonta) Mérch, 1853. Sin embargo Simone (2006), ha elevado el estatus de D.
(Rhipidodonta) a género. Hasta el momento, solo se han justificado las agrupaciones por las diferencias
encontradas en la morfologia de la valva. Simpson (1900) mencion6 otro subgénero: D. (Cyclomya). Sin
embargo, al consultar las bases de datos y publicaciones actuales, se observé que este nombre cayo en
desuso (Graf & Cummings, 2019; MolluscaBase, 2020).

Segun Pereira et al. (2014) y Torres et al. (2018), en Argentina estan presentes las especies D.
burroughianus, D. charruanus, D. chilensis, D. delodontus, D. hylaeus, D. parallelopipedon; D. paranensis; D.
parodizi; D. peraeformis; D. rhuacoicus, D. variabilis y D. wymaniji. Otras especies han sido mencionadas para

le region, pero su estatus taxondmico no esta claro (tabla 1.1.2).

La morfometria geométrica es un método que ha sido utilizado en unionoideos (Bailey & Green, 1988;
Beauchamp et al., 2020; Beyett etal., 2020; Cano-Otalvaro et al., 2012; Echem et al., 2016; Fassatoui et al.,
2015; Inoue et al., 2014; Jeratthitikul et al., 2019; Keogh et al., 2019; Morais et al., 2014; Troncon & Avelar,
2011; Zieritz & Alridge, 2009, 2011; Zieritz et al., 2010). Si bien se probo su capacidad para distinguir especies
cercanas, esta herramienta no ha sido aun utilizada para resolver las discrepancias taxondmicas dentro del

género Diplodon.

En este capitulo se analiz6 si las variaciones morfométricas de las valvas de ejemplares del género
Diplodon apoyan las agrupaciones Diplodon (Rhipidodonta), D. (Djplodon)y D. (Australis)y se discutié su
estatus taxonoémico, es decir, si se justifica su separacion en géneros distintos. Ademas, se establecieron los
caracteres de la conchilla que permiten identificar las especies del género Djplodony, a su vez la validez de
las especies mencionadas para Argentina, incluyendo las que fueron sinonimizadas por Graf & Cummings.

(2019), como D. fortisy D. trifidus (sindbnimos de D. parallelopipedon).
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3.3, MATERIALES Y- MIETODOS
MATERIAL ESTUDIADO

Se conto con el aporte de imagenes de material tipo de museos y colecciones malacoldgicas de distintas
partes del mundo (tabla 3.7.1, figuras A1 y A2). Se analizaron un total de 43 ejemplares, pertenecientes a un
total de 38 especies validas extraidas de diferentes fuentes de informacién: Encyclopedia of Life (2020),
Freshwater Animal Diversity Assessment - FADA (2020), Graf & Cummings. (2019), Integrated Taxonomic
Information System- ITIS (2020), MolluscaBase (2020), Pereira et al. (2014) y Simone (2006) (tabla 1.1.3).

El material de Dijplodon fue separado en tres grupos, segun el subgénero asignado en la bibliografia: D.
(Australis), D. (Diplodon)y D. (Rhipidodonta) (seccién 1.1). Aquellos ejemplares que no aparecen asignados

a un subgénero en la bibliografia fueron agrupados en un cuarto conjunto, denominado “Indefinido”.

El ejemplar tipo de Djplodon obsolescens Baker, 1913 (ejemplar 27) fue eliminado del analisis, debido al
mal estado de conservacion de la valva izquierda y la ausencia de la valva derecha, lo cual impidié su
reconstruccion. Ademas, debido a la ausencia de datos como instituciéon y niumero de catalogo, no se pudo
acceder al material tipo de D. besckeanus (Dunker, 1848), D. deceptus Simpson, 1914, D. guaporensis
Bonetto & Tassara, 1987, D. kotserizi(Clessin, 1888), D. pfeifferi(Dunker, 1848), D. rofundus (Spix in Wagner,
1827), D. solidulus (Philippi, 1869), D. variabilis (Maton, 1811) y D. voltziVernhout, 1914. D. solidulus es la
Unica especie perteneciente al subgénero D. (Australis), con lo cual fue necesario incluir esta especie en el
analisis de subgéneros (seccién 1.1). Ante la imposibilidad de utilizar el material tipo de D. solidulus, se

decidio utilizar un ejemplar cuyos datos de procedencia se muestran en la tabla 3.7.1.

Separadamente, se digitalizaron imagenes en dos dimensiones de valvas izquierdas de 440 ejemplares
del género Diplodon facilitados por las colecciones malacologicas nacionales del Museo de La Plata (MLP) y
del Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia” (MACN) (tabla A2). Los ejemplares del

género Diplodon de Argentina fueron agrupados por especie para realizar las comparaciones.

ANALISIS DE LAS CONFIGURACIONES MORFOMETRICAS

Sobre la valva izquierda fueron seleccionados 13 /andmarks y 27 semilandmarks. Se calculd la
configuracién consenso de los conjuntos estudiados y se realizaron Analisis de Componentes Principales y
Analisis Discriminantes (Candnicos y Pareados). Por ultimo, se calcularon las distancias de Mahalanobis
entre los grupos (seccion 2.3). Con la matriz de distancias de Mahalanobis entre especies del género
Diplodon de Argentina y se realiz6 un analisis de conglomerados UPGMA-MDGC y se confecciond un

dendrograma de distancias fenéticas.
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5.4 RESULTADOS
ANALISIS DE LOS SUBGENEROS DEL GENERO Diplodon

La configuracion consenso de este conjunto de ejemplares (figura 3.6.1) presento6 una forma ovalada, sin
puntas marcadas en los extremos, con el borde dorsal mas convexo que el ventral y con dientes subcardinales

casi paralelos entre si y con el borde de la valva.

Los resultados del analisis de regresion se exponen en la figura 3.6.2 y en la tabla 3.7.2A. No se
comprobd la presencia de alometria entre el Tamafio del Centroide y las coordenadas alineadas de
Procrustes (p=0,78), con lo cual se acepta la hipétesis nula de independencia de la forma respecto del

tamano. La alometria explico el 1,25% de la variacion morfométrica en el conjunto estudiado.

En la figura 3.6.3 y en la tabla A3 se observa que los componentes principales 1 a 10 fueron los que
incluyeron el 95,45% de la variabilidad en la muestra de ejemplares tipo. Se grafico la interaccion entre los
dos primeros componentes, los cuales abarcan el 66,43% de la variacion total. La distribucién de las
configuraciones del Andlisis de Componentes Principales (figura 3.6.4) no permitié distinguir agrupaciones
de subgéneros. Las formas del género Djplodon desplazadas hacia el extremo del Componente Principal 1
presentaron contorno romboidal, con borde dorsal mas convexo y borde ventral mas concavo que la forma
consenso. Ejemplos de esta configuracion fueron los individuos 20 (D. solisianus), 38 (D. chilensis)y 41 (D.
caipirus). Las formas desplazadas hacia el extremo del Componente Principal 2 fueron mas ovaladas y
mostraron un extremo posterior mas alargado y ahusado. Ejemplos de esta configuracion fueron los
individuos 1(D. parallelopipedon), 2 (D. parodizi) y 16 (D. uruguayensis).

A continuacion, se presentan los resultados de los Analisis Discriminantes para el conjunto del material
tipo de las especies de Diplodon. En el Analisis Canodnico utilizando la variacion del total de 40 componentes
principales (tabla 3.7.3A), la primera variable candnica aport6 el 84,35% de la variacion total y la segunda el
15,65%. Cuando se realiz6 el Analisis Candnico con los primeros 6 componentes principales (89,06% de la
variacion total), la primera variable candnica incluy6 un 73,42% y la segunda variable candnica un 26,58%
(tabla 3.7.3B).

En la figura 3.6.5A y en la tabla 3.7.4 se exponen los resultados del Analisis Candénico con 40
Componentes Principales, comparando las agrupaciones consideradas. Se evidencioé una separaciéon entre
los subgéneros Djplodon (Diplodon) y D. (Rhipidodonta) (distancia=5,33; p<0,01). Los ejemplares del
conjunto “Indefinido” formaron una agrupacién separada (p<0,01) y con una distancia de Mahalanobis mayor
que la distancia entre los subgéneros (distancias de 6,45y 9,8 respectivamente), conformandose asi el grupo
(D. (Dijplodon) + D. (Rhipidodonta)) + “Indefinido”. El Analisis Candnico llevado a cabo con 6 componentes
principales (figura 3.6.5B) no mostro diferencias entre las agrupaciones propuestas.
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Los resultados del Analisis Discriminante entre los subgéneros D. (Djplodon)y D. (Rhipidodonita) se
exponen en las figuras 3.6.6 y 3.6.7 en la tabla 3.7.5. Los grupos no se diferenciaron de manera significativa,
con lo cual no se obtuvo una funcion discriminante robusta entre ambos subgéneros. El porcentaje de error

total en la clasificacion cruzada fue de 23,08%.

ANALISIS DE LAS ESPECIES DEL GENERO Dijplodon EN ARGENTINA

La forma consenso (figura 3.6.8) expreso una configuracion ovalada, con borde ventral concavo, borde
posterior recto y extremo posterior formando una punta. Los dientes subcardinales fueron largos, con el diente

inferior mas curvado hacia el borde ventral que el diente superior.

La figura 3.6.9 y los resultados estadisticos de la regresion (tabla 3.7.2B) sustentaron la presencia de
alometria en el conjunto de ejemplares estudiados, ya que las coordenadas alineadas de Procrustes crecieron
de forma lineal en funcién del aumento del Tamafo del Centroide (p<0,0001), con lo cual se rechazé la
hipétesis nula de independencia de la forma respecto del tamafio. La alometria explico el 5,66% de la
variacion morfométrica en el conjunto estudiado. Las especies D. burroughianus D. parallelopipedony D.

rhuacoicus presentaron alometria positiva, mientras que D. piceus mostro una relacion alométrica negativa.

Para el grupo de ejemplares del género Diplodon de Argentina fueron los nueve primeros componentes
principales los que contuvieron el 95,74% de la variabilidad total (figura 3.6.10 y tabla A4). La distribucion de
las configuraciones del Analisis de Componentes Principales (figura 3.6.11) no permitié distinguir
agrupaciones por especies. Los individuos del conjunto estudiado que estuvieron mas desplazados hacia el
extremo del Componente Principal 1 (individuos de D. paralellopijpedon) mostraron configuraciones alargadas
y deprimidas, con bordes dorsal y ventral paralelos, borde anterior redondeado, extremo posterior formando
una punta desplazada hacia el margen ventral y dientes subcardinales cortos. Algunos individuos de D.
chilensisy D. patagonicus, desplazados hacia el extremo del Componente Principal 2, se caracterizaron por

presentar formas ovoides con borde dorsal convexo y dientes subcardinales rectos.

Seguidamente, se detallan los datos obtenidos en el Analisis Candnico para el conjunto de especies del
género Diplodon de Argentina. La varianza de las variables candnicas en el Analisis Candnico con el total de
76 componentes principales y en el Analisis Candnico con los primeros tres componentes principales (80,97%

de la variacion total) se presentan en la tabla 3.7.6.

El Analisis Candnico por especie con el total de 76 Componentes Principales (figura 3.6.12A y tabla 3.7.7)
permitié distinguir especies en la mayoria de las comparaciones entre pares de especies del género Dijplodon
de Argentina, con valores de probabilidad significativos (p<0,05). Las excepciones observadas ocurrieron
entre D. fortis - D. charruanus (distancia=6,05; p=0,27), D. fortis -D. chilensis (distancia=5,99; p=0,53), D.
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fortis - D. peraeformis (distancia=12,02; p=0,1), D. fortis - D. rhuacoicus (distancia=5,82; p=0,21), D. chilensis
- D. patagonicus (distancia=3,55; p=0,8), D. piceus - D. peraeformis (distancia=12,1; p=0,05) y D. piceus - D.

rhuacoicus (distancia=4,45; p=0,22).

El Analisis Canodnico con los primeros tres Componentes Principales (figura 3.6.12B) no mostro
diferencias estre especies, con porcentajes de error mayores al 10% en la clasificacion cruzada para todas
las especies excepto D. parallelopipedon (error%=7,58) (tabla 3.7.8). De 66 individuos clasificados como D.

parallelopipedon, 61 fueron clasificados dentro de esa especie y 5 fueron clasificados como D. chilensis.

Mediante el analisis de conglomerados de la figura 3.6.13 se observo que las especies mas distantes y
significativamente distintas del conjunto de especies fueron Djplodon peraeformis, D. paranensis y D.
parallelopipedon, con distancias mayores a 8 unidades de Mahalanobis con las demas especies. También se
observd una agrupacion entre D. fortis y D. chilensis + D. patagonicus, aunque no resulté significativa. Lo

mismo ocurrié entre D. piceusy D. rhuacoicus.
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3.5. DISCUSION

Simone (2006) propone elevar a categoria genérica al subgénero Diplodon (Rhipidodonta)sobre la base
de la presencia de gloquidios parasitos en su ciclo de vida. Sin embargo, el ciclo de numerosas especies no
es conocido (seccion 1.2). Ademas, muchas especies del grupo han sido poco estudiadas y se desconoce la
morfologia del gloquidio. En el caso del género Djplodon, son escasos los trabajos referentes al ciclo
parasitario completo de las especies (Mansur, 1999), tampoco hay muchos registros de hospedadores
confirmados (Bonetto & Ezcurra, 1963) o potenciales (Mansur, 1999; Bonetto, 1954). Clasicamente se
considera que los gloquidios que presentan ganchos en sus valvas son de tipo parasito, ya que se interpreta
que los mismos son parte fundamental del sistema de fijacion a los tejidos del hospedador (seccién 1.3).
Bonetto et al. (1986) proponen la presencia o ausencia de ganchos en el gloquidio como criterio para
determinar los subgéneros, sin hacer mencién sobre su ciclo de vida. Miyahira (2017), en relacién a esta
problematica, remarco la necesidad de incluir otros aspectos como la morfologia de los adultos y estudios

moleculares para contrastar la separacion en subgéneros.

Los resultados del analisis morfométrico comparativo entre subgéneros de este Trabajo de Tesis Doctoral
no apoyaron la propuesta realizada por Simone (2006). A pesar de que se observaron diferencias en la
morfologia de la conchilla entre Djplodon (Diplodon)y Diplodon (Rhijpidodonta), los resultados estadisticos no
mostraron una agrupacion robusta ni tampoco una funcién discriminante confiable para separar ambos

subgéneros.

En este estudio, ademas, se observo la existencia de una tercera agrupacion, compuesta por especies
que no formaron parte de ninguno de los dos subgeneros, denominandose ‘Indefinido’. Sin embargo, esta

agrupacion es ficticia y no fue sustentada al eliminar parte de la variacion total.

Bonetto et al. (1986) argumentaron la necesidad de crear un tercer subgénero denominado Djplodon
(Australis) dentro del género Diplodon. El mismo tendria sustento debido a que la morfologia larval de D.
solidulus (Philippi, 1869), no se ajusta a la de los otros dos subgéneros. Los resultados de la morfometria
geométrica no apoyaron la existencia de D. (Australis) como una agrupacion independiente del género
Diplodon. En este Trabajo de Tesis Doctoral se incluyé un ejemplar de Diplodon solidulus en el analisis, para
contrastar la validez del subgénero D. (Australis). Dicho ejemplar no es un holotipo, ya que Philippi (1869) no

designo un holotipo al describir la especie.

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis Doctoral mostraron tendencias en la variacion de las
valvas del género Djplodon, pero deben considerarse limitados debido a las diferencias entre los analisis de

la variacion total y aquellos realizados con un porcentaje reducido de la variacion morfométrica.
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Segun los datos de la comparacion entre especies del género Dijplodon de Argentina, la especie mas
robusta fue D. parallelopipedon, mientras que la menos robusta fue D. fortis. La conformacion de los
ejemplares de D. parallelopipedon fue afectada por crecimiento alométrico del extremo posterior. Los
resultados del Analisis Candnico no apoyan la separacion entre D. chilensisy D. patagonicus propuesta por
Parada & Peredo (2002, 2008) (seccién 1.2), ya que no se apreciaron diferencias morfométricas que
justifiquen dicha separacion. Con lo cual ambos conjuntos deberan denominarse como D. chilensis (Gray,

1828) de acuerdo al Principio de Prioridad de la Nomenclatura Zoolégica.

Los datos obtenidos en el analisis morfométrico también permitieron sustentar la sinonimizacioén de D.
piceus con D. rhuacoicus propuesta por Graf & Cummings (2019). D. fortis estuvo, sin embargo, mas
relacionada con los ejemplares de las especies del género Diplodon de Patagonia (D. chilensis + D.
patagonicus), y no asociada a D. ruhacoicus como propusieron los autores. Bonetto (1960) plante6 que D.
rhuacoicus tiene una relacidon mas estrecha con D. expansus, especie que se extiende desde el sur de Brasil
por el rio Paraguay y por el Parana Superior y Medio. Incluso mencioné la posibilidad de que estas dos
especies fueran sindnimos. Haas (1930), Ortmann (1921) y Castellanos (1960) agruparon a D. rhuacoicus

con las especies de Patagonia.

El analisis fenético de las distancias morfométricas representd una base solida para sustentar hipétesis
taxondmicas y generar nuevas hipétesis de agrupamiento en el género Diplodon, las cuales deben

contrastarse con otros estudios.
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3.6. FIGURAS

Fleil)iis =1 4,71 Configuracion consenso del material tipo del género Diplodon. Las flechas representan la desviacién de los 5
landmarks en los ejemplares estudiados.

] T
0127 | [ et |
ol % | )
23 b [

0,089 [ & |
O oos ™
— 2le
4] o2 o

0034 ol e o30 ol
[ L 4
L I‘L1g.34 £
-5 26 37
W go04 o8 ol2 o3l
o '3 y
(-4 o2 o2 o
o} !
= 003 o8
§ o33 25 ol o

-0,06 32

o2
o5 o0 o3
-0,09 T T . : : \
15,2 154 156 158 160 162 164
log TC

Fleil)iiA =i g% Analisis de regresion de la variacion morfométrica en funcion del tamafio del centroide, transformado a su logaritmo 5

en base 10, para los ejemplares tipo de las especies del género Djplodon. Puntos verdes=D. (Djplodon); puntos
azules=D. (Rhipidodonta), puntos rojos=D. (Australis); puntos negros= grupo Indefinido.
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% VARIANZA
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COMPONENTES PRINCIPALES

Fleit)iial =19 51 Porcentajes de varianza aportados por cada componente principal en el Andlisis de Componentes Principales para i >
los ejemplares tipo de las especies del género Diplodon consideradas para este Trabajo de Tesis Doctoral.

D. (Diplodon) INDEFINIDO

D. (Rhipidodonta)
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020 [ e el

COMPONENTE PRINCIPAL 1

Fletls =19 48 Resultados del Analisis de Componentes Principales comparando subgéneros del género Diplodon. En cada eje 5

se representan los diagramas de deformacién correspondientes. Con un recuadro se indica el valor de escala en el
que se grafico cada grilla de deformacion.
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Fleit/i{A =1.4,%) Resultados del Andlisis de Variables Candnicas comparando los subgéneros del género Dijplodon. Las elipses

muestran agrupamientos con probabilidad igual a 0,95. En cada eje se representan los diagramas de deformacion
correspondientes. A) Con el total de 40 Componentes Principales. Con un recuadro se indica el valor de escala
en el que se graficé cada grilla de deformacion; B) analizando los primeros 6 Componentes Principales. En el eje
X se representa el diagrama de deformacién graficado con escala de deformacion=2,5. En el eje Y se representa
el diagrama de deformacion graficado con escala de deformacion=1,5.
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FRECUENCIA
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Aleit)iis =13 3 Resultados del analisis discriminante entre los grupos D. (Djplodon) (barras rosas) y D. (Rhipidodonts) (barras :

violetas) realizado con el material tipo del género Diplodon. A) distribucién de frecuencias de los valores
discriminantes; B) Frecuencia de los valores discriminantes en la validacién cruzada.
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Aleit)i{4 15,7 Resultados del analisis discriminante entre los grupos D. (Diplodon) (barras rosas) y D. (Rhipidodonta) (barras 5

violetas) realizado con el material del género Djplodon de Argentina. A) distribucion de frecuencias de los valores
discriminantes; B) Frecuencia de los valores discriminantes en la validacién cruzada.
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en base 10 para los ejemplares del género Diplodon de Argentina, agrupados por especie. Con un recuadro se
indica el valor de escala en el que se grafico la grilla de deformacién.
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COMPONENTE PRINCIPAL 1
Fleit)iial =18,k Resultados del Analisis de Componentes Principales de los ejemplares del género Djplodon de Argentina. En

cada eje se representa el diagrama de deformacion graficado con escala de deformacion=0,15.
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CAPITULO 3. MORFOMETRIA GEOMETRICA DEL GENERO Diplodon

97 / ™\ D. patagonicus

D. chilensis

_,D parallelopipedon

VIARIABLE CANONICA 2

m

m
|
|
|
D,

El
b

B VARIABLE CANONICA 1

D. patagonicus ™

2,871 ®
o D ciul'ensu. .
0
™~ -
=) |
o e .{: o
> ®
) o ° :
> D. pgrallelopipedon
< 0,30 ¢
(&)
5 -
g *
E: —2.691
- .‘V . . @
*
-4,57° T T T 1
5,08 |-2,23 0,62 3,46 6,31

VARIABLE CANONICA 1

Fletli{s =1, 8,'1 Resultados del Andlisis de Variables Canodnicas comparando especies del género Dijplodon de Argentina. Las §

elipses muestran agrupamientos con probabilidad igual a 0,95. En cada eje se representan los diagramas de
deformacion correspondientes. A) Con el total de 76 Componentes Principales. Con un recuadro se indica el
valor de escala en el que se grafic6 cada grilla de deformacién; B) utilizando los primeros 3 Componentes
Principales. En el eje X se representa el diagrama de deformacion graficado con escala de deformacion=6. En
el eje Y se representa el diagrama de deformacion graficado con escala de deformacién=2,5.
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D. {R) peraefarmis

D. (R) paranensis

D. {D) parallefopipedon
D. fortis

D. {D) chilensis

D. patagonicus

D. (D) rhuacoicus
D. (D) piceus
D. trifidus

D. {R) hylgeus

D. (D) delodontus
D. {R) variabilis

D. {R) burroughianus
D. {D) parodizi

D. (R) charruonus

),’l=1 Dendrograma del analisis de conglomerados de especies del género Diplodon a partir de distancias de

FIGURA'S
Mahalanobis, representadas por la escala. La linea vertical representa el valor de significacion para el conjunto

estudiado.
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>./.

TARI A C
I LMD

LA\ =37/, ) Ejemplares tipo de especies del género Dijplodon utilizados en el analisis morfométrico. Se indica en qué subgénero

ha sido ubicado, institucion y numero de catalogo de los ejemplares y la localidad como aparece en la etiqueta

original.

ANSP= Academy of Natural Sciences of Drexel University; BMNH= Natural History Museum of London; CM= Carnegie Museum of Natural History;
FMNH= Field Museum of Natural History; MZL= Musée de Zoologie Lausanne, MNHN= Muséum national d'Histoire naturelle; SMF= Senckenberg
Naturmuseum Frankfurt; UMMZ= University of Michigan Museum of Zoology; USNM= Smithsonian National Museum of Natural History; ZMB= Berlin
Museum fir Naturkunde; ZSM= Zoologische Staatssammlung Miinchen.

EJEMPLAR 43¢l

1

10
11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

D. parallelopipedon
(Lea, 1834)

D. parodizi Bonetto,
1962

D. rhuacoicus
(d'Orbigny, 1835)

D. imitator Ortmann,
1921

D. hylaeus (d'Orbigny,
1835)

D. fontainianus
(d'Orbigny, 1835)

D. burroughianus (Lea,
1834)

D. piceus (Lea, 1860)

D. martensi (lhering,
1893)

D. gratus (Lea, 1860)

D. berthae Ortmann,
1921

D. ellipticus (Spix &
Wagner, 1827)

D. peraeformis (Lea,
1860)

D. hildae Ortmann,
1921

D. vicarius Ortmann,
1921

D. uruguayensis (Lea,
1860)

D. hildae Ortmann,
1921

D. fluctiger (Lea, 1859)

D. losadae Haas, 1966

D. solisianus
(d'Orbigny, 1835)

D. multistriatus (Lea,
1831)

D. suavidicus (Lea,
1856)

D. aethiops (Lea,
1860)

Luciana M. Cao

SUBGENERO

Diplodon

Diplodon

Diplodon
Diplodon
Rhipidodonta
Indefinido

Rhipidodonta
Diplodon
Diplodon
Indefinido

Diplodon
Diplodon
Rhipidodonta
Rhipidodonta
Diplodon
Indefinido
Rhipidodonta

Indefinido

Indefinido

Indefinido
Diplodon
Diplodon

Diplodon

coODIGO

USNM_85928

ANSP_334552

BMNH_54-12-4-
838

CM_61.9248

BMNH_54-12-4-
843
BMNH_1854-9-4-
49

ANSP_41796
USNM_85643
SMF_3929
USNM_85784

CM_61.5865

ZSM Mol.
20120180

USNM_85774

CM_61.5864
(ejemplar 1)

CM_61.9251

USNM_85166

CM_61.5864
(ejemplar 2)

BMNH_1965169
FMNH_114042

BMNH_1854-9-4-
48

USNM_84114
USNM_85727

USNM_85617

MUSEO

USNM

ANSP

BMNH

c™M

BMNH

BMNH

ANSP
USNM
SMF
USNM

CM

ZSM

USNM

c™M

Cc™M

USNM

Cc™M

BMNH

FMNH

BMNH

USNM

USNM

USNM

VOLVER AL iNDICE

LOCALIDAD TIPO

Parana R., Prov. Corrientes, S.
America

Laguna Vargas at confluence of
Arroyo Malabrigo with San
Javier River, near Romang (10
km. from Parana Riv.)
Maldonado, Banda orientali,
Uruguay

Rio Vaccacahy-Mirim, Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil
Habit. provincia Chiquitensi
(republica Boliviana)

Rio Parahiba, Brazil

Rio Parana
Uruguay R., S. America
Sao Paulo, Bras

Uruguay R., S. Amercia

Rio Jacuhy, Cachoeira, Rio
Grande do Sul, Brazil

Sao Francisco River

Uruguay R., S. Ameria

Rio Jacuhy, Cachoeira, Rio
Grande do Sul, Brazil

creek Aqua Quente, 8 miles W
of Iporanga, Sao Paulo, Brazil

Uruguay R., S. America

Rio Jacuhy, Cachoeira, Rio
Grande do Sul, Brazil

Hab._? [Asia ?]

Cano Losada, alto Guayabero,
Orinoco-syst. Departmento de
Meta, Colombia

Rio de la Plata, near Buenos
Aires, Argentina

R. Joanes, near Bahia, Brazil
AmazonR., S.A

Uruguay R., S. America

TIPO
Holotipo

Paratipo

Lectotipo
Lectotipo
Lectotipo
Holotipo
Holotipo

Holotipo

Lectotipo

Holotipo
Lectotipo
Holotipo
Holotipo
Lectotipo
Lectotipo
Holotipo
Lectotipo
Holotipo
(Monotipo)
Holotipo
Holotipo
Possible
sintipo
Holotipo

Holotipo
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Continuacién Tabla 3.7.1.

EJEMPLAR E3]ddd]3

24

25

26
27
28
29
30
31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

Conservacion de Bivalvos Nativos

D. chilensis (Gray,
1828)

D. iheringi Simpson,
1914

D. guaranianus
(d'Orbigny, 1835)

D. charruanus
(d'Orbigny, 1835)

D. delodontus
(Lamarck, 1819)

D. imitator Ortmann,
1921

D. hildae Ortmann,
1921

D. dunkerianus (Lea,
1856)

D. expansus (Kuster,
1856)

D. wymanii (Lea,
1860)

D. flucki Morrison,
1943

D. rhombeus (Spix &
Wagner, 1827)

D. greeffeanus
(Ihering, 1893)

D. chilensis (Gray,
1828)

D. funebralis (Lea,
1860)

D. paulistus (lhering,
1893)

D. caipirus (Ihering,
1893)

D. solisianus
(d'Orbigny, 1835)

D. solidulus (Philippi,
1869)

SUBGENERO

Diplodon
Rhipidodonta

Diplodon

Rhipidodonta
Diplodon
Diplodon

Rhipidodonta

Diplodon

Diplodon

Diplodon
Indefinido
Diplodon
Indefinido
Diplodon
Rhipidodonta

Diplodon
Diplodon

Indefinido

Australis

cODIGO

BMNH_1986147

SBMF_11312

BMNH_54-12-4-

841

BMNH_1854-9-4-

15
USNM_150390

CM_61.9248

CM_61.5864
(ejemplar 3)

USNM_84155

MZL-CCh 160

USNM_84378
USNM_521998
SMF_3866

SMF_3876

BMNH_1986147

USNM_85777

SMF_3872

SMF_3874

BMNH_1854-9-4-

48
UMMZ-22890

MUSEO

BMNH

SMF

BMNH

BMNH

USNM

CcM

c™M

USNM

MzL

USNM

USNM

SMF

SMF

BMNH

USNM

SMF

SMF

BMNH

uMmz

VOLVER AL iNDICE

LOCALIDAD TIPO

Chile?

Brasil. Rio Grande do Sul. (Rio
Guaiba)

Rio Parang, Prov. Corrientes,
Argentina

Rio del Rosario, Banda orientali,
Uruguay

Lake Potero, near Maldonado,
Uruguay

Rio Vaccacahy-Mirim, Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil
Rio Jacuhy, Cachoeira, Rio
Grande do Sul, Brazil

Rio Grande, New Grenada

Conego River, tributary of
Grande River, municipality of
Nova Friburgo, state of Rio de
Janeiro, Brazil

Uruguay River

above Munduapo, Venezuela

Rio Solimoes, Amazonas Geb.
Brasil

Piracicaba, Geb. d Rio Tiete, St.
Sao Paulo, Brasil

Chile?

Uruguay R., S. America

Piracicaba, Geb. d Rio Tiete, St.
Sao Paulo, Brasil

Tanque Paraiso, b. Piracicaba,
Geb. d. Rio Tiete, Sao Paulo,
Brasil

Rio de la Plata, near Buenos
Aires, Argentina

Chile

TIPO

Holotipo
Sintipo
Lectotipo

Lectotipo
Posible
sintipo

Lectotipo

Lectotipo

Holotipo

Sintipo

Holotipo
Holotipo
Sintipo
Lectotipo
Holotipo
Holotipo
Lectotipo

Lectotipo
Holotipo

Material
no tipo
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CAPITULO 3. MORFOMETRIA GEOMETRICA DEL GENERO Diplodon

/. Resultados del analisis de regresion (test de alometria) entre la variacidn morfométrica y el tamafio del centroide. A)

Para el material tipo de las especies del género Djplodon; B) para el conjunto de ejemplares del género Diplodon de
Argentina. SC= Suma de Cuadrados.

IND\:EII-\?E:\?I;II-:\ITE VARIABLES DEPENDIENTES TAMANO TOTAL MUESTRA
Tamafio del Centroide Coordenadas de Procrustes 1-80 41
SC TOTAL SC PREDICHO % PREDICHO SC RESIDUAL PROBABILIDAD
0,4448970 0,00556110 1,25% 0,4393359 0,7771
B VARIABLE VARIABLES DEPENDIENTES TAMANO TOTAL MUESTRA
INDEPENDIENTE
Tamafo del Centroide Coordenadas de Procrustes 1-80 444
SC TOTAL SC PREDICHO % PREDICHO SC RESIDUAL PROBABILIDAD
2,8799297 0,16307267 5,66% 2,71685703 <0,0001

[A\:EA =17/ =1 Varianza de las Variables Canonicas (VC) para el material tipo de las especies del género Dijplodon. A) Analisis con
el total de 40 Componentes Principales; B) analisis con los primeros 6 Componentes Principales.

EIGENVALOR % VARIANZA % ACUMULADO EIGENVALOR % VARIANZA % ACUMULADO
VC1| 12,7840941 84,348 84,348 VC1 0,37 73,42 73,42
VC2 | 2,37226248 15,652 100 vC2 0,13 26,58 100
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CAPITULO 3. MORFOMETRIA GEOMETRICA DEL GENERO Diplodon

FA =LA =37/, 4F Distancias de Mahalanobis entre los subgéneros Dijplodon (Djplodon), D. (Rhipidodonta)y el grupo “Indefinido” y su
valor de probabilidad (p) asociado. En rojo se indican los valores significativos.

D. (DIPLODON)  D. (RHIPIDODONTA)

D. (RHIPIDODONTA) 5,3304
p<0,0001
“INDEFINIDO” 6,4514 9,7985
p<0,0001 p<0,0001

A LA =1, 7/.%) Resultados de la clasificacion cruzada en el Analisis de Variables Candnicas entre los subgéneros Diplodon
(Diplodon), D. (Rhipidodonta).

D. (DIPLODON)  D. (RHIPIDODONTA) TOTAL ERROR(%)
D. (DIPLODON) 17 4 21 19,05
D. (RHIPIDODONTA) 2 3 5 40
TOTAL 19 7 26 23,08
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EIGENVALOR

CAPITULO 3. MORFOMETRIA GEOMETRICA DEL GENERO Diplodon

%

%

EIGENVALOR

'\ 4,7/, 2 Varianza de las variables canénicas (VC) para los ejemplares del género Diplodon de Argentina. A) Analisis con el
total de 40 Componentes Principales; B) analisis con los primeros 3 Componentes Principales.

% ACUMULADO

V(C1
vez
V(e3
V4
V(e5
vCe
vCe7
ves
vco
VCi0
V(11
V(12
V(i3
VCi4
VC15
V(16
vC17
VC20
vC21
V(22
V(23
V24
vVC25
VC26
vca7
vCc28
vC29

10,2855715
3,42713881
1,7384549
1,10488999
0,82699879
0,77565508
0,50397223
0,3881049
0,28427809
0,23384643
0,22038427
0,14803963
0,13878305
0,11928977
0

o O O O O o o o o o o o

Luciana M. Cao

VARIANZA

50,93
16,97
8,608
5,471
4,095
3,841
2,495
1,922
1,408
1,158
1,091
0,733
0,687
0,591

o O O O O o o o o o o o

ACUMULADO

50,93 VC1
67,9 vez
76,508 ve3
81,979
86,074
89,915
92,411
94,332
95,74
96,898
97,989
98,722
99,409
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

VOLVER AL iNDICE

VARIANZA

84,38
94,56
100
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)

A LA =1/, 7/ Distancias de Mahalanobis y probabilidad asociada (p) del Andlisis de Variables Candnicas para los ejemplares del género Diplodon de Argentina. Los numeros

en rojo indican un valor de probabilidad menor a 0,05 (significativo).

ESPECIE D. D. D. D. D. fortis D. D. D. D. D. D. D. piceus D. D. trifidus
burroughianus  charruanus  chilensis  delodontus hylaeus  parallelopipedon  paranensis  parodizi  patagonicus peraeformis rhuacoicus
3,5031
D. charruanus 0<0,0001
I 8,1807 6,5308
D. chilensis | 4 5001 p<0,0001
4,2833 3,4472 7,6738
D. delodontus | 500 p<0,0001  p<0,0001
D. fortis 7,4193 6,0501 5,9928 7,2675
p=0,0003 p=0,2743 p=0,5318 p=0,0235
D. hylaeus 5,0118 4,6725 8,6387 4,9751 8,3866
p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001  p=0,0001
D. 9,6873 8,4615 9,0888 8,3507 9,4154 8,3821
parallelopipedon p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001
D. paranensis 8,1393 7,4338 10,8718 7,1687 10,399 9,3795 12,4481
p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001 p=0,012  p<0,0001 p<0,0001
D. parodizi 3,0952 2,9187 7,4921 4,4534 6,6032 4,5131 8,3958 8,4639
p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001  p=0,0009 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
D. 8,8831 7,3604 3,5456 8,4829 6,6719 9,3233 9,8302 11,5226 8,3251
patagonicus p<0,0001 p<0,0001 p=0,795 p<0,0001 p=0,0421 p<0,0001 p<0,0001 p=0,0002 p<0,0001
D. peraeformis 9,7864 10,4294 12,4888 10,3888 12,017 10,9972 13,8565 11,6187 10,5055 13,1051
p=0,0002 p=0,0071  p=0,0069  p=0,0068  p=0,103  p=0,003 p=0,0001 p=0,0015  p=0,0004  p=0,0037
D. piceus 7,0422 6,1498 8,1311 7,1915 7,5473 7,7824 10,2049 10,6153 7,0476 8,3624 12,1001
p<0,0001 p=0,0013 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001 p<0,0001 p=0,0045 p<0,0001 p=0,0001 p=0,0507
D. rhuacoicus 5,9386 4,6536 6,6027 5,5586 5,8181 6,6432 8,8642 9,4683 5,6907 7,0592 11,2818 4,451
p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001  p=0,2147 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001 p=0,0033  p=0,2232
D. trifidus 5,4772 4,9984 7,9702 6,0692 7,3355 5,4116 8,538 9,7682 4,5399 8,2923 11,1192 6,8889 5,9258
p<0,0001 p=0,0262 p=0,0001 p<0,0001 p=0,0321 p=0,0012 p<0,0001 p=0,0026 p=0,0007 p=0,0002 p=0,0372 p=0,0003  p<0,0001
D. variabilis 2,3609 3,6499 8,5644 4,1988 7,5205 4,6969 9,9735 7,7476 3,5808 9,1377 9,6353 7,1592 5,9992 5,3733
p=0,0002 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001  p=0,0008 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001 p=0,0016  p<0,0001  p<0,0001 p=0,0001
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burroughianus Z.arruanus fi.ilensis Zélodonms j[‘:;rtis iDI;/Iaeus ;Du‘:rallelipipedon ;Du‘mmensis g;rodizi S;Itagonicus g;raeformis ,[:}ceus rDI;uacoicus ‘tJr.lﬁdus et;riabilis TOTAL  ERROR(%)

D. burroughianus 19 3 0 4 0 0 0 0 2 0 3 1 0 0 3 35 45,71
D. charruanus 3 7 1 5 1 2 0 0 9 1 6 0 8 5 2 50 86

D. chilensis 0 0 8 0 1 0 0 0 2 2 0 1 0 1 0 15 46,67
D. delodontus 3 9 0 32 0 5 0 4 0 0 6 0 0 0 5 64 50

D. fortis 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 3 66,67

D. hylaeus 0 2 0 0 2 15 0 0 0 0 0 0 4 1 0 24 37,5

parallelipipe do[:; 0 0 5 0 0 0 61 0 0 0 0 0 0 0 0 66 7,58
D. paranensis 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 1 0 0 0 0 5 20

D. parodizi 7 6 0 0 0 5 1 0 26 0 0 2 0 9 1 57 54,39
D. patagonicus 0 0 5 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 10 90
D. peraeformis 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 2 50
D. piceus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 1 0 5 40

D. rhuacoicus 0 0 4 0 2 1 0 0 0 1 0 6 8 1 0 23 65,22

D. trifidus 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 2 0 6 66,67

D. variabilis 26 8 0 8 0 0 0 6 3 0 13 0 0 0 15 79 81,01
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CAPITULO 4. ESTUDIO MORFOMETRICO Y MOLECULAR DE EJEMPLARES DE Dg’v/oa’on sp. EN
SIMPATRIA

4.1. RESUIVIEIN,

La presencia de una agrupacién simpatrica y morfolégicamente heterogénea del género Djp/odon brinda
un excelente contexto para combinar estudios morfolégicos y moleculares. Hasta la actualidad no se han
realizado estudios moleculares dentro del género Diplodon. Las pocas secuencias genéticas disponibles de
este género se han utilizado para analisis supra-genéricos. Tampoco se han realizado estudios morfolégicos
exhaustivos que permitan dilucidar la taxonomia del género. Se propuso establecer la variabilidad genética
de ejemplares simpatricos de Djplodon sp. de una localidad de la provincia de Entre Rios, Argentina para
luego contrastar las agrupaciones de los analisis moleculares con las agrupaciones obtenidas para el mismo
conjunto de organismos, en el estudio de la morfometria geométrica. Con esto se busco determinar, tanto por
su morfologia como por sus secuencias moleculares, si la muestra de ejemplares del género Djplodon
estudiada esta compuesta por cuatro especies simpatricas diferenciadas, o representa una poblaciéon
formada por tipos morfolégicos distintos. Para el estudio molecular se extrajo ADN del tejido muscular del pie
de 23 individuos del balneario El Retobado (31916,816'S; 58211,48'W), en el arroyo Yuqueri Grande, Entre
Rios. Luego se realizé la amplificacion por PCR del fragmento COI. Para el alineamiento se utilizaron las
secuencias obtenidas por secuenciacion del producto PCR y las secuencias de ejemplares asignados al
genero Diplodon para el fragmento de COI disponibles en GenBank. Ademas, se seleccionaron de la misma
base de datos como oufgroup dos secuencias de ejemplares de Castalia ambigua. Por ultimo, se calculd el
arbol consenso de Nejghbour Joining y los valores de Bootstrap asociados a cada rama. Para el analisis
morfométrico, los mismos individuos fueron clasificados en cuatro morfotipos y se digitalizaron 40 /andmarks
sobre las valvas izquierdas. Finalmente se realizaron Andlisis de Componentes Principales y Analisis
Discriminantes y se calcularon las distancias de Mahalanobis entre los grupos. La mayor parte de las
muestras de la localidad formaron un grupo bien delimitado con un Bootstrap de 100, y separadas de las
demas muestras por una distancia de 0,9 sustituciones por sitio. La unica excepcion fue el individuo 5. El
Analisis Candnico revelo diferencias significativas en todas las comparaciones (p<0,05). Los resultados del
analisis de secuencia mitocondrial estarian indicando la presencia de al menos cuatro entidades genéticas
distintas del género Djp/odony coincidentes, en parte, con los morfotipos identificados a priori. Teniendo en
cuenta los resultados de ambos abordajes, se justifica la separacién en al menos tres especies, siendo la
especie 1 (D. parallelopipedon) la mas lejana tanto morfoloégicamente como en lo molecular. Las especies D.
wymanii'y D. rhuacoicus no resultaron tan robustamente diferenciadas como las demas, con lo cual puede
tratarse de subespecies de la misma especie 0 de especies estrechamente cercanas. El resultado de los
analisis de este Trabajo de Tesis Doctoral remarca la importancia de la combinacién de estudios morfolégicos
con datos moleculares. La combinacién de estas técnicas es particularmente importante para el caso de la
taxonomia de los unionoideos, ya que estos no presentan caracteristicas morfolégicas cualitativas

destacadas que permitan diferenciar especies.
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4,2, INTRODUCCION.

La presencia de una agrupacién simpatrica y morfolégicamente heterogénea del género Djp/odon brinda
un excelente contexto para combinar estudios morfolégicos y moleculares. Balla & Walker (1991); Playford &
Walker (2008) y Roper & Hickey (1994), aplicaron técnicas moleculares y morfométricas combinadas en
Hyriidae australianos. Sin embargo, ninguno de éstos aborda el estudio morfométrico mediante la técnica de

landmarks, sino que se basan en la toma de medidas clasicas de la conchilla (e.g. altura, largo, espesor).

En unionoideos, los analisis moleculares han demostrado ampliamente su utilidad como herramienta
para estudios supraespecificos (Bogan & Hoeh, 2000; Chong et al., 2008), para la distincion de especies
cercanas (Baker et al., 2003; 2004; Froufe et al., 2016; Konopleva et al., 2016; Reis et al., 2013), y para
analisis poblacionales vy filogeograficos (Burdick & White, 2007; Froufe et al., 2014; Krebs et al., 2015; Mock
etal., 2010). También se utilizaron para estudiar la evolucion de caracteres reproductivos en bivalvos de agua
dulce (Graf & Foighil, 2000; Walker et al., 2006). Incluso se han realizado analisis comparando distintos genes
(Buhay et al., 2002; Campbell et al., 2005; Huff et al., 2004; King et al., 1999; Pfeiffer & Graf, 2015; Scott et
al., 2014; Serb, 2006; Whelan et al., 2011; Zanatta & Murphy, 2007). Sin embargo, en Hyriidae los estudios
moleculares para la diferenciacion de especies son escasos (Fuentealba et al., 2010; Graf et al., 2015; Graf
& Foighil, 2000; Hughes et al., 2004; Marshall et al., 2014; Santos-Neto et al., 2016, 2018).

Hasta la actualidad no se han realizado estudios moleculares dentro del género Djplodon con el fin de
separar especies. Las pocas secuencias genéticas disponibles de este género se han utilizado para analisis
supra-genéricos (Bogan & Hoeh, 2000; Graf, 2002; Graf & Cummings, 2006; Graf et al., 2015; Santos-Neto
et al., 2016). Tampoco se han realizado estudios morfolégicos exhaustivos que permitan dilucidar la

taxonomia del género.

Se propuso establecer la variabilidad genética de ejemplares simpatricos de Djp/odon sp del balneario
El Retobado, Entre Rios, Argentina para luego contrastar las agrupaciones de los analisis moleculares con
las agrupaciones obtenidas para el mismo conjunto de organismos, en el estudio de la morfometria
geométrica. Con esto se buscé determinar si la muestra de ejemplares del género Djplodon estudiada esta
compuesta por cuatro especies simpatricas, diferenciadas tanto por su morfologia como por sus secuencias

moleculares, o representa una poblacion formada por tipos morfoldgicos distintos.
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4.3, MATERIALES Y. METODOS
MATERIAL ESTUDIADO

Se utilizaron 23 ejemplares provenientes del balneario El Retobado, a orillas del arroyo Yuqueri Grande,
provincia de Entre Rios (31216,816'S; 58211,48°0) (tabla 4.7.1). La recoleccion de los ejemplares se realizé
de orilla a orilla en febrero de 2017, sondeando el sedimento manualmente en un area de 27m? (seccién 2.1).
El tejido diseccionado fue conservado en etanol absoluto en freezer hasta su utilizacion en estudios

moleculares.
ANALISIS DE SECUENCIAS MOLECULARES

Se realiz6 la extraccion de tejido del pie de los ejemplares. Las muestras de tejidos se conservaron en
alcohol puro y frio. Los vouchers fueron depositados en la Coleccion Malacoldgica del MLP (tabla 4.7.2). Los
mismos incluyeron tejido blando (MLP-MA Huamedo), conchillas (MLP-MA Seco) y tejido aductor para analisis
moleculares (MLP-ZI-RG). La amplificacién de los fragmentos de interés fue realizada mediante la técnica de

PCR (seccién 2.2). Los primers utilizados y sus caracteristicas se describen en la tabla 2.5.2.

Para el alineamiento se utilizaron las secuencias obtenidas por secuenciacion del producto PCR y las
secuencias de ejemplares asignados al género Diplodon para el fragmento de COIl disponibles en GenBank.
Ademas, se seleccionaron de la misma base de datos como outgroup dos secuencias de Castalia ambigua.
Se calcularon los arboles consenso de Neighbour Joining y Maximum Likelihood, y se calcularon los valores

de Bootstrap asociados a cada rama (seccién 2.2).
ANALISIS DE LA MORFOMETRIA GEOMETRICA

Se digitalizaron imagenes en dos dimensiones de las valvas izquierdas de los 23 individuos ya
mencionados (tabla 4.7.1). Previamente al analisis los individuos fueron clasificados en cuatro morfotipos por
similitud en su aspecto externo (figura 4.6.1). Para una identificacion aproximada de los cuatro morfotipos
reconocidos se observaron las caracteristicas internas de la valva izquierda. Se compararon las muestras
con ejemplares depositados en la coleccién del MLP y con las descripciones publicadas por Castellanos
(1960). Los aspectos mas sobresalientes de los morfotipos descriptos por Castellanos (1960) y observados

en el material fueron los siguientes:
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El morfotipo 1 fue similar a Dijplodon parallelopipedon (Lea, 1834). Valvas alargadas, sélidas e infladas.
Umbo robusto, pero bajo y desplazado anteriormente. Borde dorsal recto, formando con el borde posterior un
angulo mayor a 909. Posteriormente se observé una punta cerca de la base. Borde ventral recto o ligeramente
curvo, levantandose hacia atras. En la charnela se observaron dos dientes laterales similares y aserrados, y
dos subcardinales, el anterior alto y aserrado y el posterior triangular y subdividido en denticulos. De largo

variable, la especie puede superar los 150mm (los ejemplares colectados midieron aproximadamente 80mm)

Los ejemplares del morfotipo 2 se asemejaron a Diplodon wymanii(= D. delodontus wymanii) (Lea, 1860).
Valvas solidas y convexas. Umbo robusto y alto, con 10 costillas radiales, las centrales convergiendo. Borde
dorsal y ventral casi paralelos. Borde posterior sobresale formando una pequefia muesca. Borde ventral

ligeramente céncavo. Individuos de largo variable, alcanzando los 80mm.

El morfotipo 3 coincidio con la descripcion de Diplodon rhuacoicus (d’Orbigny, 1835). Valvas comprimidas
y bajas, borde ventral recto y dorsal ligeramente inclinado en su parte mas anterior. Umbo bajo y anterior.
Borde anterior corto y curvo. Presentaron una curvatura en la mitad del borde posterior. Charnela formada
por dos dientes laterales, siendo el inferior mas largo y grueso, y un subcardinal recto. El largo fue de 70mm
aproximadamente.

El morfotipo 4 fue comparable con Djplodon burroughianus (Lea, 1834). Valvas altas, sélidas y convexas,
umbo abultado y ligeramente anterior. Borde dorsal arqueado y borde anterior ligeramente trunco. Las valvas
presentaron una punta posterior en la mitad de su altura. Borde ventral concavo. Con dos dientes laterales
iguales y dos subcardinales, el anterior recto y el posterior ligeramente curvado. Las valvas colectadas

midieron entre 60mm y 70mm de largo.

Fueron seleccionados 13 /andmarks 'y 27 semilandmarks (seccidén 2.3). Se calcul6 la forma consenso
entre las muestras y se realizaron Analisis de Componentes Principales y Analisis de Variables Canodnicas.
Por ultimo, se calcularon las distancias de Mahalanobis entre los grupos y su probabilidad en relacién al

numero de permutaciones (seccion 2.3).
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4.4, RESULTADOS
ANALISIS MOLECULARES

Los resultados de la PCR realizada se muestran en la figura 4.6.2. Las muestras contenian una
concentracion alta de ADN y mostraron niveles de pureza aceptables (tabla 4.7.1). Los individuos 6, 10y 14
fueron excluidos del estudio, debido a que no pudieron obtenerse amplicones a partir del tejido. Las
secuencias mas largas fueron las de los individuos 13 y 19 (700 pares de bases-pb), mientras que la mas
corta fue la del ejemplar 17 (449pb) (tabla 4.7.3).

Luego del alineamiento de bases (tabla A5), las posiciones que contuvieron gaps y datos faltantes fueron
eliminadas, resultando un total de 345 posiciones comparadas en el set de datos final, compuesto por 27
secuencias. En estas posiciones y para el total de muestras no se encontr6é ninguna region conservada, es
decir, no se obtuvo ningln segmento de la secuencia de longitud mayor a 3pb que haya mostrado la misma
base en el 100% del set de muestras. Al analizar solamente las 20 secuencias obtenidas en esta tesis, se
obtuvieron un total de 27 regiones conservadas. Una sola de ellas con una longitud mayor a 10pb (11pb), en
las posiciones 516 a 526 de la secuencia completa. De las restantes, fueron halladas 12 regiones mayores a
5pb.

El arbol filogenético de Neighbour Jopining resultante del alineamiento de las secuencias obtenidas se
muestra en la figura 4.6.3. La mayor parte de las secuencias de los ejemplares de Diplodon sp. del arroyo
Yuqueri Grande formaron un grupo bien delimitado con un Booistrap de 100, y separadas de las demas
muestras por una distancia de 0,9 sustituciones por sitio. La unica excepcion fue el individuo 5 (asignado al
morfotipo 2) que, si bien aparecié mas relacionado con las muestras del GenBank, su distancia fue de 0,8
sustituciones por sitio y el valor de Bootstrap fue bajo. Cabe mencionar que las secuencias de ejemplares
asignados al género Diplodon, extraidas de la base de datos molecular, se mostraron mas cercanas al
outgroup que al grupo de Djplodon sp. del arroyo Yuqueri Grande, con un valor de 99 y una distancia menor
a 0,1 sustituciones por sitio.

Las muestras 3, 20, 21, 22 y 23, originalmente asignadas al morfotipo 1, formaron una agrupacion
estable, siendo el valor de Bootstrap de la rama de 88 y la distancia entre los ejemplares igual a 0,1
sustituciones por sitio (individuo 3) o menor a 0,1 sustituciones por sitio (los demas). Este grupo se relacion6
mas con el individuo 17 (asignado preliminarmente al morfotipo 4) con un valor de 42 y una distancia de 0,5
sustituciones por sitio. Los individuos 1, 2 y 8 -pertenecientes al morfotipo 2- se agruparon con un valor de
Bootstrap de 72 y distancias menores a 0,05 sustituciones por sitio. Los ejemplares 4, 9, 11, 12 y 18
(asignados originalmente al morfotipo 3) se agruparon de forma robusta con un valor de 96 y distancias

también bajas (menores a 0,05 sustituciones por sitio). Las muestras 13, 15 16 y 19, asignadas de manera
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preliminar al morfotipo 4, se agruparon con un valor de 95 y distancias cercanas a 0,01 sustituciones por sitio.

En este ultimo grupo también quedé incluido el ejemplar 7, previamente asignado al morfotipo 2.

Los resultados del analisis de Maximum Likelihood apoyaron las agrupaciones obtenidas por el método
de Neighbour Joining (figura 4.6.4). Las secuencias de los ejemplares de Mytilus edulis se relacionaron mas
con la secuencia de D. demeraraensis. Los individuos 5 y 17 se ubicaron en la base de la rama de los
individuos de Diplodon del arroyo Yuqueri Grande. La rama conformada por los morfotipos 2, 3 y 4 mostrd un

valor de Bootstrap mayor que con el método anterior.
ANALISIS DE LA MORFOMETRIA GEOMETRICA

La forma consenso (figura 4.6.5), presenté una forma ovalada, con el borde dorsal paralelo al borde

ventral y con el extremo posterior en punta.

Los resultados del analisis de regresion a priori (figura 4.6.6 y tabla 4.7.4) sustentaron la ausencia de
alometria (p=0,08), ya que las coordenadas de Procrustes no crecieron de forma lineal en funcién del aumento
del tamano del centroide. La alometria incluyé el 10,67% de la variacion morfométrica para el conjunto

estudiado.

La figura 4.6.7 y la tabla A6 indican que los seis primeros componentes principales aportaron el 95,15%
de la variabilidad total. El Analisis de Componentes Principales realizado con el total de 19 Componentes
Principales (figura 4.6.8) no justificd la agrupacién en morfotipos. Las configuraciones cercanas al extremo
del eje del Componente Principal 1 (e.g. individuos 21 y 23) mostraron formas mas deprimidas y con una
punta posterior mas marcada que aquellas desplazadas hacia el extremo del Componente 2 (e.g. individuo
20).

A continuacion, se describen los resultados del Analisis de Variables Canodnicas. Las Variables
Canonicas 1y 2 fueron las que aportaron el 95,57% de la variacion acumulada en el analisis con el total de
19 Componentes Principales (tabla 4.7.5A) y el 99,91% en el realizado con 5 Componentes Principales (tabla
4.7.5B).

El Analisis de Variables Canodnicas el total de 19 Componentes Principales revel6 diferencias
significativas en todas las comparaciones (p<0,05) (figura 4.6.9A, tabla 4.7.6). Los morfotipos mas cercanos
entre si fueron el 2 y el 3, con una distancia de 6,26 unidades de Mahalanobis. ElI morfotipo 4 les sigui6 en
cercania, obteniendo una distancia de 7,72 unidades con el morfotipo 2 y de 7,64 unidades con el 3. El
morfotipo 1 fue el mas alejado, con distancias de 6,65 unidades con el morfotipo 3; 9,11 unidades con el

morfotipo 2 y 13,1 unidades con el morfotipo 4.
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El Analisis Candnico con 5 Componentes Principales (figura 4.6.9B) también corrobor6 las agrupaciones
entre morfotipos con valores significativos para todas las combinaciones (p<0,05) y un factor de error de
clasificacion de 0%. Sin embargo, se observo una inversion en la disposicion de D. rhuacoicusy D. wymanii

con respecto a la Variable Canénica 2.

El analisis de conglomerados (figura 4.6.10) no distinguié de manera significativa a los individuos de D.
rhuacoicus 'y D. wymanii, los cuales resultaron agrupados. D. burroughianus se asocio a esta agrupacion,

pero con diferencias significativas. EI morfotipo mas diferenciado fue D. parallelopjpedon.
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1.5, DISGUSION.

Los resultados del analisis de la secuencia mitocondrial COl indicaron la presencia de cuatro entidades
genéticas distintas entre los ejemplares del género Diplodon en la localidad del arroyo Yuqueri Grande y
coincidentes, en parte, con los morfotipos identificados a priori. La escasez de regiones conservadas entre
las secuencias indicaria que el fragmento estudiado de la Citocromo Oxidasa | es altamente variable dentro

del grupo considerado en este trabajo de tesis.

Los datos morfologicos obtenidos del analisis de la morfometria geométrica apoyaron la clasificacion
propuesta para los morfotipos 1 (Diplodon parallelopipedon), 2 (D. wymani)), 3 (D. rhuacoicus) y 4 (D.
burroughianus). El analisis molecular también los separé de manera robusta, relacionando al morfotipo 3 con
el 2 y, en ultima instancia, con el 4. Teniendo en cuenta los resultados de ambos abordajes, se justifica la
separacion en al menos tres especies, siendo la especie 1 (D. parallelopipedon) la mas lejana tanto
morfolégicamente como en lo molecular. Las especies D. wymanii y D. rhuacoicus no resultaron tan
robustamente diferenciadas como las demas, con lo cual puede tratarse de subespecies de la misma especie

o de especies estrechamente cercanas.

Se observd una separacion entre secuencias de los ejemplares publicados de GenBanky las obtenidas
en este Trabajo de Tesis Doctoral. Distintas acciones impidieron comprobar que la identificacion de las
muestras de GenBank fuera correcta. Al revisar los datos del GenBank asociados a cada secuencia, se pudo
observar que la informacion relativa a la procedencia exacta de los ejemplares, al sexo de los individuos y al
tejido utilizado para la extraccién, estuvo ausente o incompleta. En cuanto a los primers utilizados para la
PCR, tanto en el GenBank como en los articulos publicados (tabla 2.5.1) la informacion falté o fue confusa,
muchas veces hombrando varios primers equivalentes, pero sin aclarar cuales se aplicaron en cada muestra.
En las secuencias de Diplodon demeraraensisy en la secuencia JN243889.1 de Castalia ambigua, el dato
de procedencia fue inexacto. Ademas, Graf & Cummings (2006) no publicaron la procedencia del voucherde

Diplodon chilensis, la especie mas cercana a las muestras de este estudio.

En este trabajo se tomo la precaucion de extraer ADN del tejido somatico, mas especificamente del
extremo del pie, con el fin de evitar la extraccion de tejido germinal y asi evitar incluir genes mitocondriales
de la linea paterna. Santos-Neto et al. (2016) descartaron la presencia de estos genes previamente al analisis,
con lo cual la secuencia de Djplodon suavidicus utilizada en este trabajo de tesis es la mas confiable en este
sentido. Debido a todo lo explicado precedentemente, es improbable que los genomas mitocondriales
paternos se hayan mezclado en el analisis, con lo cual las agrupaciones y diferencias entre las ramas no
estarian relacionadas con el fenémeno de DUI (seccién 2.2).
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Con respecto a los individuos 5 y 17, cabe esperar que su posicion problematica en el arbol y la gran
distancia de sus secuencias con respecto a las demas se deban a la menor cantidad de pares de bases
obtenidas en la secuenciacion. En el analisis morfométrico ninguno de estos individuos genero un conflicto
en los agrupamientos, con lo cual es probable que haya ocurrido algun artefacto durante el procesamiento
de las muestras para el analisis molecular o que el ADN estuviera degradado. Esto coincidié con la presencia
de una banda menos definida en la electroforesis de estos ejemplares con respecto a las bandas obtenidas
para los demds organismos. En relacion al individuo 7, no presento conflicto en el estudio morfométrico, ya
que resulté agrupado con el morfotipo 2, al cual habia sido asignado a priori No obstante, se mostro
genéticamente mas cercano a los miembros del morfotipo 4, con lo cual se concluy6 lo mismo que para los

ejemplares 5y 17, es decir, un error en el proceso de obtencion de la secuencia.

Bonetto & Di Persia (1975) reconocieron la presencia de Diplodon rhuacoicusy D. parallelopjpedon en
el arroyo Ayui Grande que, si bien se encuentra mas al norte en la provincia de Entre Rios que el arroyo
Yuqueri Grande, la distancia entre ellos es de aproximadamente 11,1 kilometros y ambos son sistemas
similares que corren casi paralelos y que desembocan en el Rio Uruguay. Estos autores indicaron también
que D. rhuacoicus es tipico de sistemas Ioticos como los arroyos antes mencionados. Mientras que D.
parallelopipedon seria mas comun en sistemas lénticos, encontrandose sélo en arroyos luego de un efecto

de arrastre provocado por crecidas.

El resultado de los analisis de este trabajo de tesis remarca la importancia de la combinacion de estudios
morfoldgicos precisos y comparables con datos moleculares. Esto seria particularmente importante en el caso
de los unionoideos, ya que estos no presentan caracteristicas morfolégicas cualitativas destacadas que

permitan diferenciar especies.
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MUSEO
de La Plata

FletHA «5 & 7 Vista interna de la valva izquierda de los morfotipos identificados en el conjunto de ejemplares del género Dijplodon analizado. 1) D. aff parallelopipedor; 2) D. aff
wymani, 3) D. aff rhuacoicus, 4) D. aff burroughianus.
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rlet/iis 45 a4 Electroforesis de la PCR para el fragmento COIl de los ejemplares de Diplodon sp analizados. ElI nimero §
corresponde a cada individuo. Calle 1: /adder 1Kb.
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Y Diplodon sp =
ga| 12 Diplodon sp
18 Diplodonsp =  D. rhuacoicus
4 Diplodon sp

82[ 111 Diplodon sp =
1 Diplodon sp
oF 2 Diplodon sp

o' 8 Diplodon sp
13 Diplodon sp

) ]- D. burroughianus
16 Diplodon sp

s | %9 | 7 Diplodon sp

15 Diplodon sp

] D. burroughianus
g2l 19 Diplodon sp

22 Diplodon sp

55 —— 20 Diplodon s,
94 P P D. parallelopipedon
- 21 Diplodon sp

25— 3 Diplodon sp

291 23 Diplodon sp

17 Diplodon sp

5 Diplodon sp
100 | HM386487.1 Mytilus edulis
| V3864861 Mytilus edulis
- AF231744 1 D. deceptus
DQ191410.1 D. chilensis
KUB88263.1 D. suavidicus
KUBE8242 1 C. ambigua
JM243889 1 C. ambigua
KP184898.1 D. demeraraensis
97 | KP184899.1 D. demeraraensis

91

—
0.20

Fleit)ii A\ 41 & 2 Arbol consenso éptimo obtenido mediante el método de Neighbour Joining entre los ejemplares del género Djplodon : B

estudiados. La escala representa el numero de sustituciones por sitio. Los valores del test de Bootstrap se brindan
junto a cada rama.
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9 Diplodon sp

12 Diplodon sp
Q0

18 Diplodonsp = D, rhuacoicus
4 Diplodon sp

— 111 Diplodon sp

2 Diplodon sp
~| 1 Diplodon sp

8 Diplodon sp
13 Diplodon sp

]. D. burroughianus
16 Diplodon sp

g3 | %% 7 Diplodon sp

7118 Diplodon sp

659! 19 Diplodon sp

]' D. burroughianus

22 Diplodon sp l

b | |— 3 Diplodon sp
20 Dipledonsp | D. parallelopipedon
62|21 Diplodon sp

23 Diplodon sp

17 Diplodon sp

& Diplodon sp
24 — DQ191410.1 D. chilensis
L KUB88263.1 D. suavidicus
— AF231744 1 D. deceptus
01 JN243889.1 C. ambigua
KLIB8E242 1 C. ambigua
gg (KP184898 1 D. demeraraensis
KP184899.1 D. demeraraensis
17 | HM386487 .1 Mytilus edulis
93 | HM386486.1 Mytilus edulis

a9

kil ——

21

—_—
0,20

Fleitliis\ 41 4 4k Arbol consenso éptimo obtenido mediante el método de Maximum Likelihood entre los ejemplares del género §

Diplodon estudiados. La escala representa el nimero de sustituciones por sitio. Los valores del test de Booistrap se
brindan junto a cada rama.
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Aleit)i{A k.20 Configuracion consenso para los ejemplares del género Dijplodon del arroyo Yuqueri Grande. Las flechas
representan la desviacion de los /andmarks en los ejemplares estudiados.
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2 Andlisis de regresion de la variacion morfométrica en funcion del logaritmo en base 10 del tamafio del centroide

para los ejemplares de Diplodon sp. del arroyo Yuqueri Grande. Con un recuadro se indica el valor de escala en

el que se grafico la grilla de deformacion.
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50

% VARIANZA

10 15

COMPONENTES PRINCIPALES

Fleil)iis 41 3 7/ Porcentajes de Varianza aportados por cada componente principal en el Analisis de Componentes Principales del 5
conjunto de Djplodon sp. del arroyo Yuqueri Grande.

D. parallelopipedon

-0,001

D. rhuacoicus

COMPONENTE PRINCIPAL 2

-0,101

D. burroughianu
=015 T T

-0,15 -0,10 -0,05 -0,00 008 010 015

COMPONENTE PRINCIPAL 1

comparando morfotipos. En cada eje se representan los diagramas de deformacion correspondientes. Con un

Aleit)i{al 417 4 Resultados del Analisis de Componentes Principales del material de Djplodon sp. del arroyo Yuqueri grande, i
recuadro se indica el valor de escala en el que se grafico la grilla de deformacion.
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VARIABLE CANONICA 1

Aleit/iis 4 2) Resultados del Analisis Candnico de ejemplares del género Diplodon del arroyo Yuqueri Grande comparando §

morfotipos. Las elipses muestran agrupamientos con probabilidad igual a 0,95. En cada eje se representan los
diagramas de deformacion correspondientes. A) utilizando el total de 19 Componentes Principales. Con un
recuadro se indica el valor de escala en el que se grafico la grilla de deformacion; B) utilizando los primeros 5
Componentes Principales. En el eje X se representa el diagrama de deformacion graficado con escala de
deformacion=7,5. En el eje Y se representa el diagrama de deformacion graficado con escala de deformaciéon=3,2.
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D. parallelopipedon

D. burroughianus

D. wymanii

D. rhuacoicus

Flet)iiay 45 a1t Resultados del analisis de conglomerados para los ejemplares del género Djplodon del arroyo Yuqueri Grande a

partir de distancias de Mahalanobis, representadas por la escala. La linea vertical representa el valor de
significacion para el conjunto estudiado.
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/1 7 TABIAS
oo J Pl A _Lm)

A LA 2571 Ejemplares de Diplodon sp. utilizados para el analisis molecular y morfométrico. Promedio de los valores de

cuantificacién de ADN obtenidos en la extraccién. Con asterisco (*) los individuos excluidos a posteriori. Los valores
faltantes corresponden a medidas incongruentes.
MLP-Ma= numero de catalogo de ejemplar en la Coleccion Malacolégica de la Divisidon Zoologia Invertebrados del
Museo de La Plata (FCNyM-UNLP), Argentina.

INDIVIDUO mivlelx{Zeajle)

10*
11
12
13

14*
15
16
17
18
19
20
21
22
23

Conservacion de Bivalvos Nativos

R PR, W, PP R, B WWN WD DN DNMNDN W R NNDN

=

ESTADO DEL CONCENTRACION
TEJIDO ADN (ng/ul)

Fresco 100,23
En etanol 70% 194,63
Fresco 48,16
Fresco 86,06

En etanol 70% -

Fresco 892,05
Fresco 294,13
Fresco 1149,63
Fresco 146,1
Fresco 2463,4
En etanol 70% 64,26
Fresco 467,13
En etanol 70% 199,83
Fresco 2295,5
En etanol 70% 39,33
En etanol 70% 79,76
En etanol 70% 140,4
Fresco 139,73
Fresco 91,83

En etanol 70% -

En etanol 70% 520,1
Fresco 117,33
En etanol 70% 207,23
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1,92
1,94

1,40
2,09

1,90
1,93
1,92
2,23

2,15
1,89
1,99
1,93
2,11
2,15
2,03
1,95
1,95

1,89
1,98
2,06

PUREZA
260/280
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AR LA <57 % Numeros de catalogo de los ejemplares de Djplodon sp. ingresados a la coleccion malacolégica del MLP.

INDIVIDUO

L AN W N R

6‘*

N

10*
11
12
13

14*
15
16
17
18
19
20
21
22
23

Luciana M. Cao

MLP-Ma 15111-1
MLP-Ma 15111-2
MLP-Ma 15112-1
MLP-Ma 15113-1
MLP-Ma 15111-3
MLP-Ma 15111-4
MLP-Ma 15111-5
MLP-Ma 15111-6
MLP-Ma 15113-2
MLP-Ma 15111-7
MLP-Ma 15113-3
MLP-Ma 15113-4
MLP-Ma 15114-1
MLP-Ma 15112-2
MLP-Ma 15114-2
MLP-Ma 15114-3
MLP-Ma 15114-4
MLP-Ma 15113-5
MLP-Ma 15114-5
MLP-Ma 15112-3
MLP-Ma 15112-4
MLP-Ma 15112-5
MLP-Ma 15112-6

MLP-Ma

HUMEDO
MLP-Ma 15111-1
MLP-Ma 15111-2

MLP-Ma 15112-1
MLP-Ma 15113-1
MLP-Ma 15111-3
MLP-Ma 15111-4
MLP-Ma 15111-5
MLP-Ma 15111-6
MLP-Ma 15113-2
MLP-Ma 15111-7
MLP-Ma 15113-3
MLP-Ma 15113-4
MLP-Ma 15114-1
MLP-Ma 15112-2
MLP-Ma 15114-2
MLP-Ma 15114-3
MLP-Ma 15114-4
MLP-Ma 15113-5
MLP-Ma 15114-5
MLP-Ma 15112-3
MLP-Ma 15112-4
MLP-Ma 15112-5
MLP-Ma 15112-6
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MLP-ZI-RG

423
424
428
433
425

426
427
434

435
436
438

439
440
441
437
442
429
430
431
432
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/4,1 Composicion de bases de las secuencias del género Diplodony de Castalia ambigua analizadas en este Trabajo
de Tesis Doctoral.

EJEMPLAR
JN243889.1
KU888242.1

1

© o N U AN W N

11
12
13
15
16
17
18
19
20
21
22
23

DQ191410.1
AF231744.1

KP184898.1

KP184899.1
KU888263.1

ESPECIE
Castalia ambigua
Castalia ambigua

Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.
Diplodon sp.

PROMEDIO

Diplodon chilensis

Diplodon deceptus

Diplodon demeraraensis

Diplodon demeraraensis

Diplodon suavidicus

PROMEDIO GENERAL

Conservacion de Bivalvos Nativos

% TIMINA
44,20
44,30
17,60
18,00
19,20
18,10
28,60
18,30
17,50
18,00
17,60
17,70
18,60
17,90
18,40
24,30
17,50
18,70
16,60
17,10
17,00
16,90

21,00

39,60
41,40

42,00
41,20
39,40

23,80

% CITOSINA
14,60
13,00
26,40
26,10
25,00
26,50
18,20
25,30
26,20
26,50
26,40
26,10
24,90
25,50
25,20
18,00
26,70
25,00
26,10
25,70
25,50
26,20

24,05

15,80
14,40

13,80
14,20
14,50

22,70
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% ADENINA
14,70
17,00
42,10
42,30
40,20
42,40
29,70
41,70
42,80
42,20
43,00
42,90
42,00
41,80
41,40
42,30
42,70
41,30
42,80
42,80
42,70
42,60

39,25

18,00
16,70

15,20
15,10
16,80

35,80

% GUANINA
26,50
25,80
13,90
13,60
15,60
13,00
23,50
14,70
13,60
13,20
13,10
13,30
14,60
14,70
15,00
15,40
13,10
15,00
14,50
14,50
14,80
14,30

15,71

26,60
27,50

29,10
29,50
29,30

17,60

TOTAL
618
454
632
683
687
686
595
693
692
687
689
693
700
686
640
449
681
700
682
685
689
680

654,59

627
630

640

570
434

640,80
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A LA 47/ 40 Resultados del analisis de regresion (test de alometria) entre las coordenadas de Procrustes y el tamafio del

centroide para los de ejemplares del género Diplodon del arroyo Yuqueri Grande. Se brinda el valor de probabilidad
para diez mil permutaciones. SC= Suma de Cuadrados.

VARIABLE INDEPENDIENTE VARIABLES DEPENDIENTES TAMANO DE LA MUESTRA
Tamafio del Centroide Coordenadas de Procrustes 1-80 20
SC TOTAL SC PREDICHO SC RESIDUAL % PREDICHO PROBABILIDAD
0,22284612 0,02377978 0,19906634 10,67% 0,0793

Varianza de las variables canénicas (VC) para los ejemplares del género Djplodon del arroyo Yuqueri Grande. A)
Analisis con el total de 19 Componentes Principales, B) utilizando los primeros. 5 Componentes Principales.

EIGENVALORES % % EIGENVALORES % %
VARIANZA  ACUMULADO VARIANZA ACUMULADO
v(C1 27,241932 76,498 76,498 VC1 21,98 91,27 91,27
ve2 6,79314951 19,076 95,574 ve2 2,08 8,64 99,91
V(3 1,57623764 4,426 100 V(C3 0,02 0,09 100

IADLA 4.7:6 Distancias de Mahalanobis entre morfotipos para los de ejemplares del género Diplodon del arroyo Yuqueri
Grande y su valor de probabilidad (p) asociado. En rojo los valores por debajo del 0,05 de valor de probabilidad.

MORFOTIPO 1 MORFOTIPO 2 MORFOTIPO 3

9,108
MORFOTIPO 2 0=0,0069
6,6462 6,2592
MORFOTIP ’ ’
ORFOTIPO 3 p=0,0004 p=0,0066
13,098 7,7178 7,6419
MORFOTIPO 4 ’ ’ ’
ORFOTIPO p=0,0077 p=0,0053 p=0,0079

FA =LA 457/ 7/ Resultados de la clasificacion cruzada entre morfotipos del género Djplodon del arroyo Yuqueri Grande.

MORFOTIPO1 MORFOTIPO2 MORFOTIPO3 MORFOTIPO 4 Total Error(%)
MORFOTIPO 1 5 0 0 0 5 0
MORFOTIPO 2 0 5 0 0 5
MORFOTIPO 3 0 0 5 0 5 0
MORFOTIPO 4 0 0 0 5 5 0
Total 5 5 5 5 20 0
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CAPITULO 5. MORFOMETRIA Y DISTRIBUCION DE Diplodon delodontus
EN ARGENTINA
5.1. RESUMEN

Conocer en profundidad la conformacion y distribucidn de una especie es fundamental para su
conservacion y recuperacion en ambientes naturales. La informacion taxonomica sobre los unionoideos cobra
vital importancia, ya que una delimitacién incorrecta de las especies puede llevar a distintas interpretaciones
de su estado de conservacion. Al ser una especie de amplia distribucion y de la que se cuenta con humerosos
registros en Argentina y gran cantidad de ejemplares colectados, Djplodon delodontus puede ser un buen
modelo para realizar estudios poblacionales. Para este capitulo se propuso determinar si existen diferencias
morfométricas entre poblaciones de Diplodon delodontus, y si dichas diferencias se corresponden con la
pertenencia de las poblaciones a diferentes subcuencas hidrograficas, o si se ajustan a las regiones
biogeograficas propuestas para moluscos de agua dulce. Para ello se digitalizd la valva izquierda de 63
ejemplares de Dijplodon delodontus de Argentina de colecciones malacoldgicas nacionales. Las muestras
fueron clasificadas segun tres criterios (clases) espaciales diferentes: 1) Sistemas de cuencas; 2) Regiones
biogeograficas de unionoideos; 3) regiones biogeograficas de gasterépodos de agua dulce. Fueron
seleccionados 13 /andmarks y 27 semilandmarks. Se realizaron Analisis de Componentes Principales y
Analisis de Variables Canodnicas. La Clase 3 representd mejor la distribucion del conjunto de Diplodon
delodontus de Argentina, ya que logro clasificar todos los ejemplares analizados, las diferencias entre todos
los grupos fueron significativas y con probabilidad menor menor que 0,01 y la variabilidad de los ejemplares
ajustoé de manera robusta en el Analisis Canonico. Los ejemplares del Rio Uruguay presentaron las mayores
distancias con respecto a los grupos Parand Medio y Parana Inferior-Rio de la Plata. La comparacion
realizada en este Trabajo de Tesis Doctoral y enfocada en la variabilidad morfolégica de Diplodon delodontus
corrobord las diferencias entre regiones biogeograficas planteadas para gasteropodos de agua dulce. Se
identificaron tres morfotipos de D. delodontus: 1) Rio Uruguay, 2) Parana Medio y 3) Parana Inferior y Rio de
la Plata. El analisis apoy6 la agrupacion de los ejemplares del Rio Uruguay en una especie distinta,
manteniéndose como D. delodontus aquellos ejemplares localizados en el Rio Parana y en el Rio de la Plata.
A su vez, D. delodontus incluyd una poblacion ubicada en el Parana Medio y otra distribuida en el Parana
Inferior y Rio de la Plata. Es decir, el analisis de la variabilidad morfométrica de Diplodon delodontus,
corrobor¢ las diferencias entre regiones biogeograficas planteadas por Nuiez et al. (2010) para gaster6podos
de agua dulce. Sin embargo, las conclusiones extraidas a partir de los datos obtenidos son limitadas. El
método de analisis de la morfometria geométrica utilizado en este Trabajo de Tesis Doctoral puede aportar
datos para conocer la procedencia de ejemplares en cuerpos de agua cerrados o alejados de los afluentes
principales. La necesidad de un estudio filogeografico que incluya toda la Cuenca del Plata se hizo evidente,
para lo cual seria necesario un analisis molecular exhaustivo y de gran amplitud geografica. Los resultados
obtenidos en este Trabajo de Tesis Doctoral aportan informacion para establecer el estado de conservacion
de D. delodontus en la region.
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5.2 INTRODUCGCION

Conocer en profundidad la conformacion y distribucion de una especie es fundamental para su
conservacion y recuperacion en ambientes naturales. La informacion taxonémica precisa sobre los
unionoideos cobra vital importancia, ya que una delimitacién incorrecta de las especies puede llevar a
distintas interpretaciones de su estado de conservacion. Miyahira (2017) describio el ejemplo de Djplodon
preifferi (Dunker, 1848). Al considerarse una especie valida endémica del estado de Rio de Janeiro, fue
incluida en la edicion del Libro Rojo de Brasil de 2008. Sin embargo, algunos autores (Simpson, 1914; Haas,
1969; Simone, 2006) consideraron esta especie como un sinénimo de D. granosus, la cual se clasific6 como

una especie de Preocupacion Menor (LC) (seccion 1.4).

Diplodon delodontus (Lamarck, 1819) (Unionoida: Hyriidae) es una especie de distribucién amplia en la
Cuenca del Plata. Habita en los rios Parana, Paraguay y Rio de la Plata. Su distribucion abarca parte de
Argentina, Uruguay y sur de Brasil (figura 1.2.4). En Argentina, la Cuenca del Plata se desarrolla en la region
noreste o litoral y esta representada por el Paraguay Inferior, el Medio y Bajo Parana, gran parte de la
subcuenca del Uruguay, y el Rio de la Plata. Bonetto (1960) plante6 diferencias en la distribucién de las
especies de unionoideos en esta cuenca. Este autor establecioé una regidén que abarca la cuenca del Paraguay
junto con el Parana Medio e Inferior en el litoral (noreste) argentino, otra regién formada por el Parana
Superior, y una tercera constituida por la cuenca del Uruguay (figura 1.2.7B). Nunez et al. (2010) determinaron
ocho regiones biogeograficas en Argentina basandose en los datos de distribucién de gasteropodos de agua
dulce (figura 1.2.8A). Para la Cuenca del Plata identificaron cuatro regiones: Misionera (1), Parana Medio (2),
Rio Uruguay (3) y Parana Inferior- Rio de la Plata (4). La existencia de regiones biogeograficas distintas en
la porcidén argentina de la Cuenca del Plata ha sido planteada también por Lépez et al. (2002) y Lépez &
Michelarena (2005), sobre la distribucion de especies de peces de agua dulce (figura 1.2.8B). Estos autores
distinguieron una zona correspondiente a la provincia de Misiones (Region Misionera), otra al Rio Uruguay
(Region Rio Uruguay Inferior) y una tercera que abarcaria el resto de la cuenca (Region Eje Potamico

Subtropical).

Segun Parodiz (1968) y Haas (1969) Djplodon deloduntus se divide en dos subespecies: D. delodontus
delodontus (Lamarck, 1819) y D. delodontus wymanii (Lea, 1860). La primera incluye a las poblaciones del
sistema de cuencas Paraguay- Parana. La segunda representa los ejemplares encontrados en el Rio
Uruguay. Haas (1969) mencionaba ademas una tercera subespecie: D. delodontus expansus distribuida por
el Rio Paraguay y Alto Parana. Graf & Cummings (2007), Pereira (2014), Simone (2006) y Simpson (1914)
consideraron la separacion en dos especies: D. delodontus (Lamarck, 1819) y D. wymanii (Lea, 1860). En
este Trabajo de Tesis Doctoral se considerara valida la especie D. wymanii, y no se incluirdn los individuos

con esta clasificacion dentro del estudio de D. delodontus.
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Al ser una especie de amplia distribucion y de la que se cuenta con numerosos registros en Argentina
y gran cantidad de ejemplares colectados, Djplodon delodontus puede ser un buen modelo para estudios
poblacionales. Los mismos ya se han realizado en D. chilensis aplicando morfometria geométrica
(Yusseppone et al., 2017) y analisis moleculares (Fuentealba et al., 2010). Para este capitulo se propuso
determinar si existen diferencias morfométricas entre poblaciones de Diplodon delodontus (=Dijplodon
delodontus delodontus), y si dichas diferencias se corresponden con la pertenencia de las poblaciones a
diferentes subcuencas hidrograficas, o si se ajustan a las regiones biogeograficas propuestas para moluscos
de agua dulce.
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5.3, MIATERIALES Y- MIETODOS
MATERIAL ESTUDIADO

Se utilizaron un total de 63 ejemplares de las colecciones malacolégicas nacionales del Museo de La
Plata -MLP y del Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia” -MACN. Estos ejemplares
pertenecen a 20 lotes de localidades de Argentina e identificados como Diplodon delodontus (=Diplodon
delodontus delodontus) (figura 5.6.1 y tabla 5.7.1).

El material se clasificé en tres clases siguiendo distintos criterios espaciales, relacionados con la
distribucion de los puntos estudiados (seccion 2.3). La clasificacion se puede observar en la tabla 5.7.2. Para
obtener la Clase 1 se realiz6 una clasificacion de los puntos por sistemas de cuencas, utilizando como capa
de base el mapa de la figura 1.2.7A. Aplicando la misma técnica, para generar la Clase 2 se us6 el mapa de
regiones basado en la distribucion de especies de Djplodon, el cual fue propuesto por Bonetto (1960) (figura
1.2.7B). La Clase 3 se obtuvo a partir del mapa de distribucion de gasteropodos publicado por Nunez et al.
(2010) (figura 1.2.8A). Se decidio agrupar como “Indefinido” a los puntos que no coincidieron con ninguna

clasificacién, o que coincidieron con mas de una clasificaciéon de la misma clase.

ANALISIS DE LAS CONFIGURACIONES MORFOMETRICAS

Fueron seleccionados 13 /andmarksy 27 semilandmarks (seccién 2.3). Se calculé la forma consenso
entre las muestras y se realizaron Anélisis de Componentes Principales y Andlisis de Variables Canonicas.
Por ultimo, se calcularon las distancias de Mahalanobis entre los grupos y su probabilidad en relacién al

numero de permutaciones (seccion 2.3).
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La forma consenso (figura 5.6.2) presenté una configuracién redondeada, con un borde dorsal convexo
formando una punta posterior, un extremo posterior formando una punta y una charnela ancha con dientes

subcardinales separados, el diente inferior curvado.

Los resultados del analisis de regresion se exponen en la figura 5.6.3 y en la tabla 5.7.3. Las
coordenadas alineadas de Procrustes se relacionaron de manera lineal con los valores de los centroides,
observandose un efecto de alometria entre las coordenadas de Procrustes y el Tamafio del Centroide en la

muestra estudiada (p=0,006). La variacién predicha por el efecto de alometria fue de 4,86%.

Segun los resultados del Analisis de Componentes Principales, los primeros 13 Componentes
Principales abarcaron el 95,62% de la variabilidad del conjunto estudiado (figura 5.6.4, tabla A7). Se
graficaron los primeros dos componentes principales (45,5% acumulado de la variacion total). No se observo
una variacion de la conformacion morfométrica relacionada con las clases establecidas (figura 5.6.5). Las
configuraciones de los individuos desplazados sobre el eje del Componente Principal 1 (ejemplares 22, 23 y
43), fueron mas deprimidos que la forma consenso, mientras que los ubicados en el extremo del Componente

Principal 2 (individuo 63) resultaron mas comprimidos.

En la comparacién por sistemas de cuencas (Clase 1) con el total de la variacion (tabla 5.7.4) las dos
primeras variables candnicas acumularon el 95,45% de la variacién total del conjunto estudiado. La primera
Variable Canodnica representd el 66,5% de la variacidon, mientras que la segunda Variable Canoénica
representd el 28,95%. En este analisis se observé una separacion significativa entre los grupos (p<0,05 para
todas las comparaciones) (figura 5.6.6A y tabla 5.7.5). Los ejemplares sin subcuenca definida presentaron
mayores distancias que los demas grupos entre si. Las agrupaciones mas relacionadas fueron Rio Parana y
Rio de la Plata (distacia=7,01; p<0,01). Al reducir la variacion a los primeros siete Componentes Principales
se observo una menor disticién entre grupos (figura 5.6.6B). Los resutados de la clasificacion cruzada (tabla
5.7.7) no aproyaron las agrupaciones con un porcentaje de error de clasificacion mayor a 10% en todos los
casos excepto para el grupo “Indefindo” (error%=0). El grupo peor clasificado fue Rio de la Plata
(error%=44,44).

En el andlisis de las regiones establecidas por Bonetto, 1960 (Clase 2) con el total de la variacion (tabla
5.7.4) la Variable Canodnica 1 incluyé el 86,05% de la variacion, mientras que la Variable Candnica 2
represent6 el 13,95%. En la figura 5.6.7Ay en la tabla 5.7.5 se observé que 24 ejemplares quedaron excluidos
de la clasificacién y agrupados en el conjunto “Indefinido”. El grupo mas distante con respecto a los demas

conjuntos fue Uruguay Las tres agrupaciones mostraron distancias significativas entre si (p<0,01). Al reducir
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la variacién a los primeros cinco Componentes Principales (figura 5.6.7B), se observé una menor
diferenciacion entre grupos. El mejor resultado en la clasificacion cruzada (tabla 5.7.7) lo obtuvo el grupo

“Indefinido” (error%=8,33). El peor resultado se observo en el grupo Paraguay y Parana (error%=20,59).

En el estudio de las regiones establecidas por Nufiez et al., 2010 (Clase 3) (tabla 5.7.4) se observo que
la primera Variable Candnica contuvo el 93,25% de la variacion de los caracteres, mientras que la segunda
Variable Canonica represento el 6,75%. Esta clase no present6 ejemplares sin clasificar, las diferencias entre
todos los grupos fueron significativas y con probabilidad menor que 0,01 (tabla 5.7.5) y s6lo 5 individuos
quedaron por fuera de la probabilidad de 0,95 de pertenecer al grupo correspondiente (figura 5.6.8A). Segun
este criterio de clasificacion, los ejemplares del Rio Uruguay presentaron las mayores distancias con respecto
a los grupos Parana Medio y Parana Inferior-Rio de la Plata (distancias de 15,93 y 10,16 unidades
respectivamente). Al reducir la variacion a los primeros siete Componentes Principales (figura 5.6.8B) se
redujo la distancia entre las agrupaciones. Los porcentajes de error en la clasificacion cruzada (tabla 5.7.7)
fueron mayores al 10% en todos los casos. El grupo mejor clasificado fue Rio Uruguay (error%=14,29) y el

peor fue Parana y Rio de la Plata (error%=33,33).
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9.9. DISCUSION.

La utilidad de los bivalvos de agua dulce en estudios biogeograficos radica en su escasa movilidad de

la fase adulta y su abundante registro paleontoldgico (Bonetto, 1960).

La Clase 3 representd mejor la distribucion del conjunto de Diplodon delodontus de Argentina, ya que
logro clasificar todos los ejemplares de la muestra, las diferencias entre todos los grupos fueron significativas
y con probabilidad menor que 0,01 en el Analisis Candnico. Sin embargo, al reducir la variacién estudiada,
los resultados perdieron robustez. Se identificaron tres morfotipos de D. delodontus. 1) Rio Uruguay, 2)
Parana Medio y 3) Parana Inferior y Rio de la Plata. El analisis apoyé la agrupacion de los ejemplares del Rio
Uruguay en una especie distinta, manteniéndose como D. delodontus aquellos ejemplares localizados en el
Rio Paranay en el Rio de la Plata. A su vez, D. delodontusincluyd una poblacion ubicada en el Parana Medio
y otra distribuida en el Parand Inferior y Rio de la Plata. Es decir, el analisis de la variabilidad morfométrica
de Diplodon delodontus, corroboré las diferencias entre regiones biogeograficas planteadas por Nufez et al.
(2010) para gasteropodos de agua dulce. Sin embargo, las conclusiones extraidas a partir de los datos

obtenidos son limitadas.

Si bien no se presentaron ambigliedades en el analisis, se reconocid un sesgo en la distribucion de
Diplodon delodontus, con solo 2 de 20 localidades clasificadas para el Rio Uruguay, las que incluyeron un
maximo de siete individuos representando esta region. Probablemente los ejemplares del Rio Uruguay

correspondan a D. wymanii, la cual esta citada para esta cuenca.

El método de analisis de la morfometria geométrica utilizado en este Trabajo de Tesis Doctoral puede
aportar datos para conocer la procedencia de ejemplares cuyas localidades de colecta no fueran faciimente
asignadas a un sistema o region, como ocurrio en el caso del grupo sin subcuenca definida de la Clase 1. En
este caso, el grupo conformado por los individuos 1, 22 y 47 resultdé mas relacionado con los organismos del
Rio Parana. Al observar la posicion de las configuraciones de los mismos ejemplares, pero en el analisis de
la Clase 3, éstos resultaron incluidos en la agrupacion Parana Inferior y Rio de la Plata. Realizando este

procedimiento fue posible plantear una relacion de estos ejemplares con el sistema del Rio Parana Inferior.

La necesidad de un estudio filogeografico que incluya toda la Cuenca del Plata se hizo evidente, para
lo cual seria necesario un analisis molecular exhaustivo y de gran amplitud geografica. Los resultados
obtenidos en este Trabajo de Tesis Doctoral deberan tenerse en cuenta al establecer el estado de

conservacion de Djplodon delodontus en la region.
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1 MACN [471 -34.16534|-59.03313
2 MACN (1012 -35.39477(-57.30073
3 MACN |9729 -34.78248 | -58.17852
4 MACN | 10380 -34.90427|-57.79613
5 MACN |11747 -34.90427 |-57.79613
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7 MACN |31779 -34.8803 |-57.98436
8 MLP 2793 -34.95999(-57.77715
9 MLP 3697 -29.68526|-59.61282
10 MLP 3709 -29.46403|-59.73795
11 MLP  |6124 -33.15375|-59.29218
12 MLP 6238 -32.33942|-58.26179
13 MLP 6242 -32.39503|-59.76312
14 MLP 6246 -34.91985|-58.01258
15 MLP 6250 -29.50222|-59.75165
16 MLP 6259 -33.22187(-59.44342
17 MLP 6353 -32.30977(-59.07581
18 MLP 6369 -32.39503|-59.76312
19 MLP 8469 -34.57036 [ -58.41649
20 MLP 11791 -35.10403[-57.43639
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7€ LA < @, | Mapa de procedencia de los lotes de Dijplodon delodontus analizados. Los puntos correspoden a la ubicacion de cada lote en Argentina.

Conservacion de Bivalvos Nativos

VOLVER AL iNDICE

~
0)

-24

-36

CIGURL.
f

> A=A/ Y

Pagina | 118



5. MORFOMETRIA Y DISTRIBUCION DE Diplodon delodontus

Fleit)iiAl 59, Configuracion consenso para los ejemplares de Dijplodon delodontus de Argentina. Las flechas representan la i >
desviacion de los /andmarks en los ejemplares estudiados.
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Alelt]i 2\ < a1 Andlisis de regresion de la variacion morfométrica en funcion del tamafio del centroide transformado a su logaritmo 5

en base 10, para la muestra estudiada (63 ejemplares) de Djplodon delodontus de Argentina. Con un recuadro se
indica el valor de escala en el que se grafico la grilla de deformacion.
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COMPOMENTES FRINCIPALES

Fleit)iiAl 5 9 4f Porcentajes de Varianza aportados por cada componente principal en el Analisis de Componentes Principales de i s
Diplodon delodontus de Argentina.
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Fletli{A 59,5 Resultados del Andlisis de Componentes Principales de los ejemplares de Dijp/odon delodontus de Argentina. En 5
cada eje se representan los diagramas de deformacion correspondientes. Con un recuadro se indica el valor de

escala en el que se graficé la grilla de deformacién. A) Clase 1; B) Clase 2; C) Clase 3.
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RiO URUGUAY

RiO PARANA

VARIABLE CANONICA 2

1,521

0264

VARIABLE CANONICA 2

=1,001

@

-2'26- I I ) )
-3,51 188 025 1,38 3,02
VARIABLE CANONICA 1

ALeit)iiA 53,5, 9 Resultados del Andlisis de variables Candnicas de los ejemplares de D. delodontus de Argentina comparando §

agrupaciones de la Clase 1 (sistemas de cuencas). Las elipses representan agrupaciones con una probabilidad igual
a 0,95. En cada eje se representan los diagramas de deformacion correspondientes. A) con 61 Componentes
Principales. Con un recuadro se indica el valor de escala en el que se graficé la grilla de deformacion; B) utilizando
los primeros 7 Componentes Principales.
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Aleit)iis 59,7 Resultados del Andlisis de Variables Candnicas de los ejemplares de D. delodontus de Argentina comparando §

agrupaciones de la Clase 2 - regiones establecidas por Bonetto (1960). Las elipses representan agrupaciones con una probabilidad
igual a 0,95. En cada eje se representan los diagramas de deformacion correspondientes. A) con 61 Componentes Principales. Con
un recuadro se indica el valor de escala en el que se graficé la grilla de deformacion; B) utilizando los primeros 5 Componentes

Principales.
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Fletli{s <7 3,4 Resultados del Andlisis de Variables Canénicas de los ejemplares de D. delodontus de Argentina comparando §

agrupaciones de la Clase 3 - regiones establecidas por Nifez et al. (2010). Las elipses representan agrupaciones
con una probabilidad igual a 0,95. En cada eje se representan los diagramas de deformacién correspondientes. A)
con 61 Componentes Principales. Con un recuadro se indica el valor de escala en el que se grafico la grilla de
deformacion; B) utilizando los primeros 7 Componentes Principales.
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PUNTO MUSEO

1 MACN
2 MACN
3 MACN
4 MACN
5 MACN
6 MACN
7 MACN
8 MLP
9 MLP
10 MLP
11 MLP
12 MLP
13 MLP
14 MLP
15 MLP
16 MLP
17 MLP
18 MLP
19 MLP
20 MLP
TOTAL

Luciana M. Cao

LOTE
471
1012
9729
10380
11747
19124
31779
2793
3697
3709
6124
6238
6242
6246
6250
6259
6353
6369
8469
11791

EJEMPLARES

PROVINCIA LOCALIDAD
Buenos Aires Arroyo Pesquerias
Buenos Aires Arroyo Todos los Santos, Estacion Verdnica del Ferrocarril General Roca
Buenos Aires Arroyo Conchitas, Platanos
Buenos Aires Arroyo La Corbata, Los Talas
Buenos Aires Los Talas
Entre Rios Arroyo del Sauce
Buenos Aires Arroyo del Gato, entre Tolosa y La Plata

Buenos Aires La Plata, Arroyo El Pescado, 20 km de La Plata hacia Magdalena

Santa Fe Isla Bieri, 20 Km al sur de Puerto Malabrigo

Santa Fe Romang, Arroyo Malabrigo

Entre Rios Gualeguay, Rio Gualeguay

Entre Rios Entre Concepcion del Uruguay y Coldn, Arroyo Urquiza

Entre Rios Nogoya, Arroyo Nogoya

Buenos Aires La Plata

Santa Fe Romang
Entre Rios Rio Gualeguay
Entre Rios Rosario del Tala, Rio Gualeguay

Entre Rios Nogoya, Arroyo Nogoya
Buenops Aires  Buenos Aires, Capital Federal, Lago de Palermo

Buenos Aires Magdalena, Arroyo Juan Blanco

VOLVER AL iNDICE

| Material utilizado en el analisis de Dijp/odon delodontus. MACN= Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”’; MLP= Museo de La Plata.

LATITUD
-34,16534
-35,39477
-34,78248
-34,90427
-34,90427
-31,30305
-34,88030
-34,95999
-29,68526
-29,46403
-33,15375
-32,33942
-32,39503
-34,91985
-29,50222
-33,22187
-32,30977
-32,39503
-34,57036
-35,10403

LONGITUD
-59,03313
-57,30073
-58,17852
-57,79613
-57,79613
-59,92861
-57,98436
-57,77715
-59,61282
-59,73795
-59,29218
-58,26179
-59,76312
-58,01258
-59,75165
-59,44342
-59,07581
-59,76312
-58,41649
-57,43639
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Clasificacion espacial de las localidades de los 20 lotes de D. delodontus de Argentina.

CLASE 1

SISTEMAS DE CUENCAS

CLASE 2

CLASE 3

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Conservacion

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio Parana

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio Parana

Rio Parana

Rio Parana

Rio Uruguay

Rio Parana

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

Rio Parand
Rio Parand
Rio Parand
Rio Parand

Indefinido

Rio de la Plata y Provincia de Buenos
Aires hasta el Rio Colorado

de Bivalvos Nativos

(BONETTO, 1960)

Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Indefinido
Indefinido
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Paraguay y Parana Medio e Inferior
Indefinido
Rio Uruguay
Rio Uruguay
Indefinido

Indefinido

VOLVER AL iNDICE

(NUNEZ ET AL. 2010)

Parana Inferior y Rio de la Plata
Parana Inferior y Rio de la Plata
Parana Inferior y Rio de la Plata
Parana Inferior y Rio de la Plata
Paranad Inferior y Rio de la Plata
Parana Medio
Parana Inferior y Rio de la Plata
Parana Inferior y Rio de la Plata
Parana Medio
Parana Medio
Parand Medio
Rio Uruguay
Parana Medio
Parana Inferior y Rio de la Plata
Parana Medio
Parana Medio
Parana Medio
Parana Medio
Parana Inferior y Rio de la Plata

Parana Inferior y Rio de la Plata
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/.-1 Resultados del analisis de regresion (test de alometria) entre las coordenadas de Procrustes y el tamafio del
centroide para los ejemplares de Diplodon delodontus de Argentina. SC= Suma de Cuadrados.

VARIABLE INDEPENDIENTE VARIABLE DEPENDIENTE TAMANO MUESTRA
Tamano del Centroide Coordenadas de Procrustes 1-80 63
SC TOTAL SC PREDICHO % PREDICHO SC RESIDUAL PROBABILIDAD
0,3324351 0,01615138 4,86% 0,31628372 0,0056

1, /.4}Varianza de las variables canonicas de cada clase para los ejemplares de Diplodon delodontus de Argentina, en
el Analisis Canénico con el total de 61 Componentes Principales.

CLASE 1 EIGENVALORES % VARIANZA % ACUMULADO

vC1 29,3897247 66,504 66,504

ve2 12,7925684 28,947 95,451

ve3 2,01043252 4,549 100

vc4 0 0 100
CLASE 2 EIGENVALORES % VARIANZA % ACUMULADO

V€1 31,8595745 86,049 86,049

vez 5,16527618 13,951 100

ve3 0 0 100

vca 0 0 100
CLASE 3 EIGENVALORES % VARIANZA % ACUMULADO

vcl 28,0120164 93,251 93,251

vez2 2,02741514 6,749 100

ve3 0 0 100

ARI A &
BLA

Distancias de Mahalanobis y su valor de probabilidad (p) entre las agrupaciones para el Anélisis Canénico por

clases, para los ejemplares de Diplodon delodontus de Argentina. En rojo se expresaron los valores de
probabilidad menores que 0,05.

CLASE 1 INDEFINIDO RiO PARANA RiO URUGUAY
i . 17,938
RIO PARANA £<0,0001
, 17,3827 15,9576
RIO URUGUAY p=0,0027 p<0,0001
RIO DE LA PLATA y Provincia de 17,5301 7,01 10,6131
Buenos Aires hasta el Rio p=0,0001 p<0,0001 p<0,0001
CLASE 2 INDEFINIDO PARAGUAY Y PARANA MEDIO E INFERIOR
PARAGUAY Y PARANA MEDIO E 9,5075
INFERIOR p<0,0001
, 18,7531 11,8798
RIO URUGUAY p<0,0001 p<0,0001
CLASE 3 PARANA MEDIO PARANA INFERIOR Y RiO DE LA PLATA
PARANA INFERIOR Y 7,0167
RIO DE LA PLATA p<0,0001
. 15,9334 10,1563
RIO URUGUAY p<0,0001 p<0,0001
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FARI Y/
JADLF

"), 4,2 Varianza de las variables candnicas de cada clase para los ejemplares de Dijplodon delodontus de Argentina, en

el Analisis Candnico con los primeros 7 Componentes Principales para la Clase 1, los primeros 5
Componentes Principales para la Clase 2 y los primeros 7 Componentes Principales para la Clase 3.

CLASE 1

V(i
vec2
V(3

CLASE 2

VC1
vez

CLASE 3

v(C1
ve2

EIGENVALORES % VARIANZA
1,25 73,1
0,27 15,75
0,19 11,15

EIGENVALORES % VARIANZA
1,58 86,13
0,25 13,87

EIGENVALORES % VARIANZA
0,97 81,01
0,23 18,99

% ACUMULADO

73,1
88,85
100

% ACUMULADO

86,13
100

% ACUMULADO

81,01
100

.7/ Resultados de la clasificacion cruzada por clases para el conjunto del género Dip/lodon de Argentina.

CLASE 1

Indefinido

Rio de la Plata
Rio Parand
Rio Uruguay
Total

CLASE 2

Indefinido
Paraguay y Parand
Rio Uruguay

Total

CLASE 3

INDEFINIDO RIF?LADiALA pAF;I:NA
3 0 0
1 10 6
. 6 26
0 0
5 17 32
INDEFINIDO
22 2
27
. 1
7 30

PARANA Y RiO DE LA

PLATA

Parand Medio

Parand y Rio de la Plata
Rio Uruguay

Total

Conservacion de Bivalvos Nativos

27 7
6 14
1 0

34 21

VOLVER AL iNDICE

RiO o
URUGUAY ERROR %
0 3 0

1 18 44,44
2 35 25,71
6 7 14,29
9 63 28,57
RiO .
URUGUAY ERROR %
0 24 8,33
2 34 20,59
4 5 20
6 63 15,87
RiO .
URUGUAY ERROR %
1 35 22,86
1 21 33,33
6 7 14,29
8 63 25,4
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6. CONCLUSIONES DE LA TESIS

De este Trabajo de Tesis Doctoral se pudieron extraer las siguientes conclusiones finales sobre la
taxonomia del género Djplodon:

Si bien los estudios mostraron tendencias en la variacion morfométrica dentro del género Djplodon, no
se observaron diferencias en la morfologia de la conchilla que permitan justificar la separacién de las

especies del género Diplodon en grupos distintos.

Los resultados de los analisis de morfometria geométrica deberan ser contrastados con otras evidencias
como, por ejemplo, analisis moleculares. Ademas, se debera completar el conocimiento sobre los

gloquidios de las especies en las que este estadio no es conocido.

No fue posible contrastar la validez del subgénero Dijplodon (Australis)debido a la escasez de individuos

para su inclusién en los analisis.
Se sustento la sinonimizacion de D. piceus con D. rhuacoicus propuesta por Graff & Cummings (2019).

Los resultados del analisis de morfometria geométrica no apoyaron la separacion entre D. chilensis y
D. patagonicus. Los ejemplares de ambos conjuntos deberan denominarse como D. chilensis (Gray,

1828) de acuerdo al Principio de Prioridad de la Nomenclatura Zooldgica.

Los resultados apoyaron la sinonimizaciéon de D. fortis con D. chilensis.

Del trabajo realizado combinando técnicas de morfometria geométrica y moleculares, en ejemplares
de Dijplodon sp. del balneario El Retobado, arroyo Yuqueri, Entre Rios, se extrajeron las siguientes

conclusiones:

Se reconocieron cuatro especies: Djplodon parallelopipedon, D. wymanii, D. rhuacoicus y D.
burroughianus.

La separacion entre D. wymaniiy D. rhuacoicus no fue robusta, pudiendo tratarse de subespecies de la
misma especie o de especies estrechamente cercanas.
El estudio de la distribuciéon y de la morfometria geométrica de los ejemplares de D. delodontus de
Argentina, permitié concluir lo siguiente:

Se identificaron tres morfotipos correspondientes a: 1) Rio Uruguay, 2) Parana Medio y 3) Parana
Inferior y Rio de la Plata.

Diplodon delodontus se localiza en el Rio Parana y en el Rio de la Plata. A su vez, D. delodontusincluy6

una poblacion ubicada en el Parana Medio y otra distribuida en el Parana Inferior y Rio de la Plata.

Los resultados de este analisis no fueron robustos, por lo que deben ser contrastados con otras
evidencias.
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6. CONCLUSIONES DE LA TESIS

Teniendo en cuenta las conclusiones enumeradas en esta seccion, se realizaron afirmaciones sobre

la metodologia y se plantearon objetivos a futuro:

Es necesario un estudio filogeografico que incluya toda la Cuenca del Plata.

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis Doctoral son base para establecer el estado de

conservacion de Diplodon delodontus en la region.

Este Trabajo de Tesis Doctoral remarcé la importancia de la combinacion de estudios morfolégicos con

datos de analisis moleculares para el estudio taxonémico de un grupo.
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ANEXO

Especies de unionoideos presentes en las regiones de América del Sur establecidas por Graf & Cummings (2019). El
asterisco (*) corresponde a especies endémicas de cada regidon mencionada.

Subregiéon Magdalena-Pacifica (SA1)

1. Acostaea rivoli Deshayes, 1827 *

2. Anodontites carinata (Dunker, 1858)

3. Anodontites colombiensis Marshall, 1922 *
4. Anodontites crispata Bruguiére, 1792

5. Anodontites elongata (Swainson, 1823)

Subregidn Orinoco-Guayana (SA2)

6. Anodontites tortilis (Lea, 1852)

7. Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819)

8. Anodontites trigona (Spix & Wagner, 1827)

9. Castalia ecarinata Mousson, 1869 *

10.

Diplodontites cookei Marshall, 1922

11. Diplodontites olssoni Pilsbry, 1933 *

12. Diplodontites pilsbryana Olsson & Wurtz,
1951%

13. Mycetopoda siliquosa (Spix, 1827)

1. Anodontites aroana Baker, 1930*

2. Anodontites carinata (Dunker, 1858)

3. Anodontites crispata Bruguiere, 1792

4. Anodontites guanarensis Marshall, 1922*
5. Anodontites infossa Baker, 1930*

6. Anodontites leotaudi (Guppy, 1866)*

7. Anodontites pittieri Marshall, 1922 *

8. Anodontites schomburgiana (Sowerby II,
1870)*

9. Anodontites tortilis (Lea, 1852)
10. Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819)

11. Anodontites trigona (Spix & Wagner, 1827)

Subregion Amazonica (SA3)

. Castalia ambigua Lamarck, 1819

. Castalia cordata Swainson, 1840*

. Castalia orinocensis Morrison, 1943 *
. Castalia stevensi (Baker, 1930)*

. Castaliella quadrata (Sowerby Il, 1869)*

Castaliella schombergiana (Sowerby I, 1869)*

. Castaliella sulcata (Krauss, 1848)*

. Diplodon granosus (Bruguiére, 1792)*
. Diplodon losadae Haas, 1966 *

. Diplodon obsolescens Baker, 1913

. Diplodon suavidicus (Lea, 1856)

23. Diplodon voltzi Vernhout, 1914*

24. Lamproscapha ensiformis (Spix, 1827)

25. Lamproscapha falsa (Simpson, 1900) *
26. Mycetopoda pittieri Marshall, 1927*

27. Mycetopoda siliquosa (Spix, 1827)

28. Mycetopoda soleniformis d'Orbigny, 1835
29. Mycetopodella falcata (Higgins, 1868)

30. Prisodon obliquus Schumacher, 1817

31. Prisodon syrmatophorus (Meuschen,
1781)

32. Tamsiella tamsiana (Dunker, 1858)*

33. Triplodon corrugatus (Lamarck, 1819)

1. Anodontites crispata Bruguiére, 1792

2. Anodontites elongata (Swainson, 1823)
3. Anodontites obtusa (Spix, 1827)

4. Anodontites tenebricosa (Lea, 1834)

5. Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819)
6. Anodontites trapezea (Spix, 1827)

7. Anodontites trigona (Spix & Wagner, 1827)
8. Bartlettia stefanensis (Moricand, 1856)
9. Callonaia duprei* (Récluz, 1842)

10. Castalia ambigua Lamarck, 1819

11. Castalia crosseana Hidalgo, 1865*

12. Castalia orbignyi (Deville & Hupé, 1850)*

13. Diplodon guaporensis Bonetto & Tassara,
1987*

Luciana M. Cao

. Diplodon guaranianus (d'Orbigny, 1835)
. Diplodon hylaeus (d'Orbigny, 1835)

. Diplodon obsolescens Baker, 1913

Diplodon rhombeus (Spix, 1827)

. Diplodon suavidicus (Lea, 1856)

. Diplodontites cookei Marshall, 1922

. Fossula fossiculifera (d'Orbigny, 1835)

. lheringella semisulcata (Adams, 1870)*
. Lamproscapha ensiformis (Spix, 1827)

. Leila blainvilliana (Lea, 1834)

. Leila esula (d'Orbigny, 1835)*

. Monocondylaea corrientesensis (d'Orbigny, 1835)

. Monocondylaea costulata (Moricand, 1858)*

VOLVER AL iNDICE

27. Monocondylaea guarayana (d'Orbigny,
1835)*

28. Monocondylaea jaspidea (Hupé, 1857)*
29. Mycetopoda siliquosa (Spix, 1827)

30. Mycetopoda soleniformis d'Orbigny, 1835
31. Mycetopodella falcata (Higgins, 1868)

32. Prisodon obliquus Schumacher, 1817

33. Prisodon syrmatophorus (Meuschen,
1781)

34. Tamsiella amazonica Bonetto, 1972*

35. Tamsiella schroeteriana (Lea, 1852)*

36. Triplodon chodo Mansur & Pimpado,
2008*

37. Triplodon corrugatus (Lamarck, 1819)
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Continuacién Tabla A1.

Subregion Sao Francisco-Atlantica (SA4)

1. Anodontites moricandii (Lea, 1860)*

2. Anodontites obtusa (Spix, 1827)

3. Anodontites solenidea (Sowerby, 1867)

4. Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819)

5. Anodontites trapezea (Spix, 1827)

6. Diplodon ellipticus Spix, 1827

Subregion Parana-Paraguay (SA5)

7. Diplodon fontainianus (d'Orbigny, 1835)

8. Diplodon garbei Ihering, 1910*

9. Diplodon multistriatus (Lea, 1831)

10.

11.

12.

Diplodon pfeifferi (Dunker, 1848)*

Diplodon rhombeus (Spix, 1827)

Diplodon rotundus (Spix, 1827)

13. Diplodon suavidicus (Lea, 1856)

14. Fossula fossiculifera (d'Orbigny, 1835)

15. Monocondylaea corrientesensis
(d'Orbigny, 1835)

16. Monocondylaea franciscana (Moricand,
1836)*

17. Mycetopoda siliquosa (Spix, 1827)

1. Anodontites elongata (Swainson, 1823)
2. Anodontites ferrarisii (d'Orbigny, 1835)*
3. Anodontites iheringi (Clessin, 1882)*

4. Anodontites lucida (d'Orbigny, 1835)*

5. Anodontites obtusa (Spix, 1827)

6. Anodontites patagonica (Lamarck, 1819)*

7. Anodontites solenidea (Sowerby, 1867)
8. Anodontites tenebricosa (Lea, 1834)

9. Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819)

10. Anodontites trapezea (Spix, 1827)

11. Anodontites trigona (Spix & Wagner, 1827)
12. Bartlettia stefanensis (Moricand, 1856)

13. Castalia ambigua Lamarck, 1819

14. Castalia inflata d'Orbigny, 1835*

15. Castalia martensi (lhering, 1891)*

16. Castalia multisulcata Hupé, 1857*

17. Castalia nehringi (Ilhering, 1891)*

18. Castalia psammoica (d'Orbigny, 1835)*

Subregion Patagonia (SA6)

19.

Castalia undosa von Martens, 1885*

. Diplodon aethiops (Lea, 1860)*

. Diplodon berthae Ortmann, 1921%*

. Diplodon burroughianus (Lea, 1834)*

. Diplodon caipira (lhering, 1893)*

. Diplodon charruanus (d'Orbigny, 1835)*

. Diplodon delodontus (Lamarck, 1819)*
. Diplodon ellipticus Spix, 1827

. Diplodon fontainianus (d'Orbigny, 1835)

. Diplodon funebralis (Lea, 1860)*

. Diplodon gratus (Lea, 1860)*

. Diplodon greeffeanus (lhering, 1893)*

. Diplodon guaranianus (d'Orbigny, 1835)

. Diplodon hildae*

. Diplodon hylaeus (d'Orbigny, 1835)

. Diplodon iheringi Simpson, 1914 *

. Diplodon imitator Ortmann, 1921*

. Diplodon koseritzi (Clessin, 1888)*

37. Diplodon martensi (lhering, 1893)*

38. Diplodon multistriatus (Lea, 1831)

39. Diplodon parallelopipedon (Lea, 1834)*

40. Diplodon paranensis (Lea, 1834)*

41. Diplodon parodizi Bonetto, 1962 *

42. Diplodon paulista (Ihering, 1893)*

43. Diplodon peraeformis (Lea, 1860)*
44. Diplodon piceus (Lea, 1860)*

45. Diplodon rhuacoicus (d'Orbigny, 1835)*

46. Diplodon rotundus (Spix, 1827)

47. Diplodon solisianus (d'Orbigny, 1835)*

48. Diplodon uruguayensis (Lea, 1860)*

49. Diplodon variabilis (Maton, 1811)*

50. Diplodon vicarius Ortmann, 1921*

51. Diplodon wymanii (Lea, 1860)*

52. Mycetopoda legumen (von Martens,
1888)*

53. Mycetopoda siliquosa (Spix, 1827)

54. Mycetopoda soleniformis d'Orbigny,
1835

1. Anodontites trigona (Spix & Wagner, 1827)

Conservacion de Bivalvos Nativos

2. Diplodon chilensis (Gray, 1828)*
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3. Diplodon solidulus (Philippi, 1869)*
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ANEXO

D. (D.) aethiops (Lea, 1860) . berthae Ortmann, 1921 D. (R.) burroughianus (Lea, 1834) D. (D.) caipirus (lhering, 1893) D. (R.) charruanus (d'Orbigny, 1835) D. (D.) chilensis (Gray, 1828)

D. (D.) chilensis (Gray, 1828) D. (D.) delodontus {Lamarck, 1819) D. (D.) dunkerianus (Lea, 1856) D. (D.) ellipticus (Spix in Wagner, 1827) D. {D.) expansus (Kister, 1856) Diplodon enno Ortmann, 1921

D. flucki Morrison, 1943 D. fluctiger (Lea, 1859) D. fontainianus (d'Orbigny, 1835) D. {R.) funebralis {Lea, 1860) D. gratus (Lea, 1860)

D. (D.) guaranianus (d'Orbigny, 1835) 0. (R.) hylaeus (d'Orbigny, 1835) D. (R.} hildae Ortmann, 1921 D. (R.) hildae Ortmann, 1921

D. (D.) imitator Ortmann, 1921 D. (D.) imitator Ortmann, 1921 D. losadae Haas, 1966

D. (D.) multistriatus (Lea, 1831) D. (D.) parailelopipedon (Lea, 1834) D. (D.) parodizi Bonetto, 1962 D. (D.) paulistus (Ihering, 1893) D. {R.) peraeformis (Lea, 1860)

D. (D.) piceus (Lea, 1860) D. {D.) rhombeus (Spix In Wagner, 1827) D. (D.) rhuacoicus (d'Orbigny, 1835) D. (A.) solidulus (Philippi, 1869) D. salisianus (d'Orbigny, 1835) D. solisianus (d'Orbigny, 1835)

suavidicus {Lea, 1856) D. uruguayensis (Lea, 1860) D. (D) vicarius Ortmann, 1921 D. (D.) wymanii {Lea, 1860)

Valvas izquierdas en vista interna de los ejemplares tipo de las especies del género Djplodon.
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D. {A.) solidulus (Philippi, 1869) D. solisianus (d'Orbigny, 1835) D. (D.) suavidicus (Lea, 1856) D. uruguayensis (Lea, 1860) D. (D.) vicarius Ortmann, 1921

D. (D.} wymanii (Lea, 1860)

Z1€it)ri 4\ A4 Etiquetas de los lotes de los ejemplares tipo de las especies del género Djplodon.
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ANEXO

FA =LA A Ejemplares del género Diplodon de Argentina analizados. MLP= Museo de La Plata, MACN= Museo Nacional de Ciencias
Naturales “Bernardino Rivadavia”.

gl MUSEO LOTE EJEMPLARES PROVINCIA LOCALIDAD

D. burroughianus MLP 273 2 Santa Fe Helvecia
35 ejemplares MLP 3704 2 Santa Fe Sur de Alto Verde
MACN 9501 2 Entre Rios Rio Parana
MACN 36126 2 Santa Fe Isla Arcadi, La Capital
MLP 1763 3 Buenos Aires  San Fernando, Delta del Rio de La Plata
MLP 3701 3 Santa Fe Alto Verde, Laguna Toratay
MACN 11878 3 Buenos Aires  Arroyo Miguelete, Punta Lara
MACN 17605 3 Corrientes Arroyo Riachuelo
MLP 8464 7 Santa Fe Rosario
MLP 8465 8 Santa Fe Rosario
D. charruanus MLP 6156 1 Corrientes Paso de los Libres
50 ejemplares MLP 6997-5 1 Entre Rios Gualeguaychd, Parque Nandubaysal
MLP 3703 2 Corrientes Isla Las Correntadas
MLP 3715 2 Santa Fe Isla Bieri, Pozo Puesto, a 20 km al sur de puerto Malabrigo
MLP 6427 2 Corrientes Arroyo Colla y Colonia Pando
MLP 3698 3 Santa Fe Isla Malmajue, 25 km al Norte de la Ciudad de Santa Fe
MLP 6563 4 Entre Rios Concepcion del Uruguay, Arroyo de la China
MACN 11958 4 Entre Rios Gualeguaychu
MLP 3702 5 Santa Fe Romang, Arroyo Malabrigo
MLP 6167 5 Buenos Aires  Isla Martin Garcia, Rio de la Plata
MLP 6327 5 Entre Rios Coldn, Arroyo La Leche (a 1 Km al sur de Coldn)
MLP 6141 7 Formosa
MLP 6256 9 Corrientes Arroyo Aguapey
D. chilensis MLP 1802 1 Neuquén Aluminé, Pulmari
15 ejemplares MLP 3821 1 Rio Negro Lago Puelo, cerca de El Bolsén
MACN 9346 1 Rio Negro Parque Nacional Nahuel Huapi, puerto Blest
MACN 12087 1 Rio Negro Lago Pelegrini
MLP 1794 2 Rio Negro San Carlos de Bariloche, Lago Nahuel Huapi, Isla Victoria, Laguna Redonda
MACN 37985 2 Rio Negro Parque Nacional Nahuel Huapi, puerto Blest
MLP 3822 3 Chubut Futalaufquen, Lago El Terraplén
MLP 2794 4 Rio Negro San Carlos de Bariloche, Lago Nahuel Huapi y Rio Limay
D. delodontus MLP 3697 1 Santa Fe Isla Bieri, 20 Km al sur de Puerto Malabrigo
64 ejemplares MLP 6246 1 Buenos Aires  La Plata
MLP 6353 1 Entre Rios Rosario del Tala, Rio Gualeguay
MACN 11747 1 Buenos Aires  Los Talas
MACN 31779 1 Buenos Aires  Arroyo del Gato, entre Tolosa y La Plata
MACN 471 2 Buenos Aires  Arroyo Pesquerias
MLP 6154 2 Santa Fe Rio Parana, Isla del Cerrito
MLP 6242 2 Entre Rios Nogoya, Arroyo Nogoya
MACN 9729 2 Buenos Aires  Arroyo Conchitas, Platanos
MACN 10380 2 Buenos Aires  Arroyo La Corbata, Los Talas
MACN 11955 2 Entre Rios Gualeguaychu
MACN 25710 2 Buenos Aires  Arroyo Los Cuervos
MACN 1012 3 Buenos Aires  Arroyo Todos los Santos, Estacion Verdnica del Ferrocarril General Roca
MLP 2793 3 Buenos Aires  La Plata, Arroyo El Pescado, 20 km de La Plata hacia Magdalena
MLP 6250 3 Santa Fe Romang
MLP 8469 3 Buenos Aires  Buenos Aires, Capital Federal, Lago de Palermo
MLP 11791 3 Buenos Aires  Magdalena, Arroyo Juan Blanco
MACN 19124 3 Entre Rios Arroyo del Sauce
MLP 6124 4 Entre Rios Gualeguay, Rio Gualeguay
MLP 6369 4 Entre Rios Nogoya, Arroyo Nogoya
MLP 3709 6 Santa Fe Romang, Arroyo Malabrigo
MLP 6259 6 Entre Rios Rio Gualeguay
MLP 6238 7 Entre Rios Entre Concepcidn del Uruguay y Coldn, Arroyo Urquiza

Continuacién Tabla 2.
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ESPECIE

LOTE

EJEMPLARES

PROVINCIA

LOCALIDAD

D. fortis MLP 8471 3 Corrientes Solari, Arroyo Ibabiyu
D. hylaeus MLP 6293 1 Chaco San Fernando, Rio Salado
24 ejemplares MLP 6324 1 Santa Fe Romang, Isla Bieri
MLP 6383 1 Corrientes Paso de la Patria
MLP 6421 2 Santa Fe Rio Colastiné, zona atracadero balsa
MLP 6310 3 Santa Fe Romang, Isla Bieri
MLP 6326 3 Corrientes Corrientes, Arroyo Yacaré
MLP 6355 5 Santa Fe Isla Bieri, Rio Parand, Puerto Malabrigo
MLP 6267 8 Santa Fe Santa Fe, Parque General Belgrano, Lago del Sur
D. parallelipipedon MLP 1747 1 Misiones Iguazu, Playa del Hotel Iguazu
66 ejemplares MLP 1749 1 Santa Fe Laguna Guadalupe
MLP 1750 1 Entre Rios Gualeguaychd, Ibicuycito
MLP 6066 1 Entre Rios Diamante, Isla Los Chepes
MACN 7786 1 Santa Fe Laguna Alto Verde
MACN 14716 1 Corrientes Rio Santa Lucia, Estacién Julio F.C.N.E.A.
MLP 2015 2 Buenos Aires Ensenada, Rio Santiago
MLP 3691 2 Santa Fe Rosario
MLP 6036 2 Misiones Arroyo Garupa, cerca del puente
MLP 6378 2 Buenos Aires Ensenada, Arroyo Dofia Flora
MLP 3700 3 Santa Fe Isla Bieri, 20 Km al sur de Puerto Malabrigo
MLP 6151 3 Santa Fe Santa Fe, Parque General Belgrano, Lago del Sur
MACN 6322 3 Corrientes Rio Alto Parana, Itati
MACN 6331 3 Entre Rios Rio Parana, Santa Elena
MLP 10950 3 Corrientes Paso de los Libres
MLP 6062 4 Formosa Rio Paraguay, Laguna Pirai
MLP 6034 5 Santa Fe Ciudad de Santa Fe, Alto Verde
MLP 6035 6 Santa Fe Madrejon Don Pancho, Rio Santa Fe
MLP 6132 6 Corrientes Arroyo Aguapey
MLP 6300 6 Santa Fe Madrejon Flores
MLP 6147 7 Santa Fe Rosario, Isla de los Espinillos
D. paranensis MACN 9502 1 Buenos Aires San Isidro
5 ejemplares MACN 914 2 Entre Rios Rio Uruguay, Puerto Basilio
MACN 25979 2 Corrientes Yapeyu
D. parodizi MLP 3714 1 Santa Fe Rosario, Isla El Paraguayo, frente a Arroyo Seco
57 ejemplares MLP 6236 1 Santa Fe General Obligado, Rio Parang, Isla La Verde
MLP 6454 1 Chaco Rio Salado
MLP 3710 2 Santa Fe Isla El Paraguayo, frente a Arroyo Seco
MLP 6240 2 Entre Rios Diamante, Los Chepes, Laguna Los Gansos
MLP 6258 2 Formosa Pirané, Estero Bellaco
MLP 6615 2 Formosa Rio Paraguay, Laguna Pirai
MLP 6224 3 Formosa Pirané
MLP 6225 3 Buenos Aires Rio Santiago
MLP 6244 3 Santa Fe Santa Fe, Parque General Belgrano, Lago del Sur
MLP 6255 3 Entre Rios La Paz, Rio Parana
MLP 6375 3 Santa Fe Isla Bieri
MLP 6564 4 Santa Fe Madrején Don Pancho, a 7 km al norte de la ciudad de Santa Fe
MLP 6112 5 Formosa Rio Paraguay,
MLP 6247 5 Formosa Rio Paraguay, Laguna Los Indios
MLP 6260 7 Santa Fe Rio Parana, Madrejon Don Felipe,
MLP 6243 10 Formosa Rio Paraguay, Laguna Martin Garcia
MACN 25900 1 Neuquén Lago Lacar
MACN 31780 1 Buenos Aires Rio Samborombdn
D. patagonicus MACN 20958 2 Rio Negro Parque Nacional Nahuel Huapi, arroyo del Medio, cerca del limite entre
10 ejemplares Rio Negro y Neuquén
MACN 20241 3 Buenos Aires Rio Negro, Carmen de Patagones
MACN 25894 3 Chubut Parque Nacional Los Alerces, lago Futalaufquen
D. peraeformis MACN 11933 2 Corrientes Rio Uruguay, Paso de los Libres
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ANEXO

Continuacion Tabla A2.

ESPECIE IV e} LOTE EJEMPLARES PROVINCIA LOCALIDAD
D. piceus MLP 6354 5 Entre Rios Concordia, Arroyo Yerua
D. rhuacoicus MLP 6328 1 Entre Rios Gualeguaychu
23 ejemplares MLP 6387 4 Entre Rios Arroyo Tigua, afluente del rio Uruguay, cerca de Concordia
MLP 6295 8 Entre Rios Chajari, Arroyo Tigua
MLP 6261 9 Entre Rios Concordia, Tributarios del rio Uruguay
D. trifidus MACN 5134 1 Corrientes Rio Santa Lucia
bejemplares | \AcN 5135 1 Entre Rios Parand
MLP 6351 2 Santa Fe Romang, Rio Parang, Isla Bieri
MACN 25884 2 Buenos Aires Los Talas
D. variabilis MLP 6249 2 Santa Fe/Entre Rios Puerto Alvear - Rio Colastiné
79 ejemplares MLP 6252 2 Santa Fe Rio Parana, Isla Espinillo
MLP 6321 2 Buenos Aires Buenos Aires, Puerto Nuevo
MLP 6352 2 Santa Fe Santa Fe, Alto Verde, Isla Arteaga
MACN 9489 2 Santa Fe Isla La Paraguaya, rio Santa Fe, Villa Constituciéon
MACN 10260 2 Buenos Aires Rio Santiago
MLP 1767 3 Buenos Aires Isla Martin Garcia
MLP 6045 3 Buenos Aires Ensenada, Rio Santiago
MLP 6142 3 Buenos Aires Tigre, Boca del Arroyo Pajarito
MLP 6299 3 Buenos Aires Ensenada, Arroyo Dofia Flora
MLP 6308 3 Entre Rios Gualeguay, Rio Gualeguay
MLP 6371 3 Santa Fe Santa Fe, Isla Arteaga, frente a Santa Fe
MLP 6241 4 Corrientes Corrientes, Arroyo Yacaré
MLP 6210 5 Buenos Aires San Fernando, Arroyo Lujan
MLP 6235 5 Buenos Aires Ensenada, Arroyo Cambaceres
MLP 6234 6 Buenos Aires Sarandi, Arroyo Sarandi
MLP 6404 6 Santa Fe Rio Paran3, Islas frente a Roman
MLP 6134 7 Santa Fe Santa Fe, Madrejon Don Felipe
MLP 6135 7 Santa Fe Santa Fe, Parque General Belgrano, Lago del Sur
MLP 6358 9 Santa Fe Ciudad de Santa Fe, Isla de Alto Verde
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CP ALOR
1 0,00515802
2 0,0025387
3 0,00091349
4 0,00071248
5 0,0004416
6 0,00040168
7 0,00029759
8 0,0001823
9 0,00013344

10 0,00011799

11 0,0000863

12 0,00007984

13 0,00006409

14 0,00006036

15 0,00004715

16 0,00003755

17 0,00002851

18 0,00002177

19 0,0000175

20 0,00001622

21 0,00001081

22 0,00001029

23 0,00000832

24 0,00000712

25 0,00000533

26 0,00000426

27 0,00000369

28 0,00000323

29 0,00000282

30 0,00000258

31 0,00000149

32 0,00000128

33 0,00000098

34 0,0000007

35 0,00000068

36 0,00000051

37 0,00000045

38 0,00000038

39 0,00000033

40 0,00000019

VARIANZA TOTAL

Conservacion de Bivalvos Nativos

0,01142202

ARIA

45,159
22,226
7,998
6,238
3,866
3,517
2,605
1,596
1,168
1,033
0,756
0,699
0,561
0,528
0,413
0,329
0,25
0,191
0,153
0,142
0,095
0,09
0,073
0,062
0,047
0,037
0,032
0,028
0,025
0,023
0,013
0,011
0,009
0,006
0,006
0,005
0,004
0,003
0,003
0,002
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A

0
o A

45,159
67,385
75,382
81,62
85,486
89,003
91,609
93,205
94,373
95,406
96,161
96,86
97,422
97,95
98,363
98,692
98,941
99,132
99,285
99,427
99,522
99,612
99,684
99,747
99,794
99,831
99,863
99,891
99,916
99,939
99,952
99,963
99,972
99,978
99,984
99,988
99,992
99,995
99,998
100

ADO

1=7 Aporte de cada Componente Principal (CP) a la variabilidad total del material tipo de las especies del género Diplodon.
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ANEXO

[As LA A8 Aporte (eigenvalor) de cada Componente Principal (CP) a la variabilidad total de ejemplares de Djp/odon de Argentina.

EIGENVALORES

%

%

VARIANZA ACUMULADO

EIGENVALORES

%

%

VARIANZA ACUMULADO

1 0,00677723
2 0,00265624
3 0,00176051
4 0,00067892
5 0,00037757
6 0,00031446
7 0,0002406
8 0,00019296
9 0,00012146
10 0,00009564
11 0,00009059
12 0,00005958
13 0,00005406
14 0,0000458
15 0,00004327
16 0,0000324
17 0,00002911
18 0,0000204
19 0,00001874
20 0,00001403
21 0,00001325
22 0,00001187
23 0,00000949
24 0,0000088
25 0,00000801
26 0,00000762
27 0,00000678
28 0,00000622
29 0,00000513
30 0,00000414
31 0,00000392
32 0,00000348
33 0,00000293
34 0,00000283
35 0,00000271
36 0,00000234
37 0,00000223
38 0,00000218
39 0,0000019

Luciana M. Cao

49,314
19,328
12,81
4,94
2,747
2,288
1,751
1,404
0,884
0,696
0,659
0,434
0,393
0,333
0,315
0,236
0,212
0,148
0,136
0,102
0,096
0,086
0,069
0,064
0,058
0,055
0,049
0,045
0,037
0,03
0,029
0,025
0,021
0,021
0,02
0,017
0,016
0,016
0,014

49,314
68,642
81,452
86,392
89,139
91,427
93,178
94,582
95,466
96,162
96,821
97,254
97,648
97,981
98,296
98,532
98,743
98,892
99,028
99,13

99,227
99,313
99,382
99,446
99,505
99,56

99,609
99,655
99,692
99,722
99,751
99,776
99,797
99,818
99,838
99,855
99,871
99,887

99,9

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

VARIANZA
TOTAL

0,00000166
0,00000157
0,00000141
0,00000127
0,00000103
0,00000094
0,00000083
0,00000073
0,00000063
0,00000053
0,00000052
0,00000045
0,00000036
0,00000029
0,00000028
0,00000024
0,0000002

0,00000013
0,00000012
0,00000007
0,00000007
0,00000006
0,00000005
0,00000004
0,00000004
0,00000004
0,00000003
0,00000002
0,00000002
0,00000002
0,00000001
0,00000001

0

o O O o

0,01374309
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0,012
0,011
0,01
0,009
0,007
0,007
0,006
0,005
0,005
0,004
0,004
0,003
0,003
0,002
0,002
0,002
0,001
0,001
0,001
0,001

O O O O O OO0 oo oo o o o o o

99,912
99,924
99,934
99,943
99,951
99,958
99,964
99,969
99,974
99,977
99,981
99,985
99,987
99,989
99,991
99,993
99,995
99,996
99,996
99,997
99,997
99,998
99,998
99,999
99,999
99,999
99,999
99,999
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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- GAGTT GGG

CGGGCTGAGTTGGG

-TTGCTTTGAGTTTATTGATTCGGGTTGAGTTAGG

TT ATTGTTTGCTTGGGGGAAAGGAANGATTGGTCTTNCTTTAAGNCTGTANATTCGAGNTGAGCT GG

Alineamiento de bases de secuencias del fragmento de COI para el conjunto estudiado.
- - CTTTGTATTT GTTGTTTGGGTTGTGGTCAGGGATGGTTGGTCTTGCTTTAAGGTTGTTGGTTCGGGTTGAGTT GGG

-
.

BLAA

4

KP184898.1 D. demeraraensis TACT T TGTATGT TTTGTTTGCTCTGTGATCCGGGATGGTTGGTTTAGCTTTAAGATTATTAATTCGGGTTGAGTT GGG

KP184899.1 D. demeraraensis -

KU888263.1 D. suavidicus
KU888242.1 C. ambigua
JN243889.1 C. ambigua
DQ191410.1 D. chilensis
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- AG
- AG

-GCGTTGTTTTTGTTGTTA-
-GCTTTATTTTTGTTGTTA-
-GCTTTGTTTTTGTTGTTA-
-GCTTTGTTTTTGTTGTTA-
-GCTTTGTTTTTGCTGCT A -
-GCATTGTTTTTGTTATMNA -

-GCGTTGTTTTTG

-GTTATTGGTTCCT- -

GCTTTTCCCCGT TTAAATAATTTAAGATTTTG- -

KU888263.1 D. suavidicus

-GTTGCTTGTTCCT - -

GCTTTTCCACGT TTGAATAATTTAAGGTTTTG- -

KP184899.1 D. demeraraensis GC T TTTCCTCGT TTAAATAATTTAAGGTTTTG- -

KU888242.1 C. ambigua

(OO O]

- GTTGCTTGTGCCT - -
-GTTGCTTGTGCCT - -
- GTTGCTTGTCCCT - -

GCTTTTCCTCGT TTGAATAACTTAAGGTTTTG- -

KP184898.1 D. demeraraensis GCTTTTCCTCGT TTAAATAATTTAAGGTTTTG- -

JN243889.1 C. ambigua

-GTTACTTGTTCCG- -

GCCTTTCCTCGT CTAAATAATTTGAGATTTTG- -

GCTTTTCCTCGT

DQ191410.1 D. chilensis

-ATTGCTTGTTCCG- -

TAATTTAAGGTTTT G- -

AF231744.1 D. deceptus

9 Dip
8 Dip
7 Dip

AATCGCCC-

TT

TT
--TTAATTGCCC-

CGTATATTTCCC

odon sp
odon sp
odon sp

AATAGCCC-

CGTATATTCCCC

- TAAAA- -

- TTGAAA-

CAAGAATTGAAGAAGCCCCAG
- GCATGATGTGGGGCGGCACGGG

CAG-

CGCATATTTCCC A-

GCGCTTTTGT

AGCCCCAG
GCCTCCAG

- TTGAAA- - TAAAA- - -TTAATCGCCC- CCAGAATTGAAGA
GTKAAGTAGTCCGCCAAGTCAATAGTAAGAGA

AAAAAGATGGTCTTGCTTTAAGGTTGTTAATTCGGAA-

AG
AG- - ~ |-
AGGTTCCGAAAAAATTAAAAAG-

<00

odon sp

iplodon sp

5 Dipl
4 Dip
3 Diplodon sp

23 Diplodon sp

CAAGAATAGAAGAGGCCCCAG

CAAG
CAAG
CAAG

--TTAATAGCCC-

CAG- - TCGAAA- - TAAAA- -

CGCATATTCCCA A-

AGAGGCCCCAG
AGAGGCCCCAG
AGAGGCCCCAG

AAT AGA
AAT AGA
AAT AGA

AATAGCCC-
AATAGCCC-
AATAGCCC-

[l et

- T
T
ST

<< <
<<«
<<«
©oOo
[N ]
[l

22 Diplodon sp
21 Diplodon sp
20 Diplodon sp

A

A

A
CAGCTAAA

AATAGCCC-
AATTGCCC-
AATCGCCC-
AATTGCTC-

T
T
T
T

[l etz

[CH GO}
[l el
[l el

[GHGHON O]

C A
C A
C A
cCT

A

A -
C A-
T A

CGTATATTCCCC
CGCATATTTCCC
CGTATATTTCC
CGCATGTTAAA

2 Diplodon sp
9 Diplodon sp
8 Diplodon sp
7 Diplodon sp

AATTGCCC-
AATTGCCC-
AATTGCCC-
AATCGCCC-

[l etz
[l etz

<< aC<
<< a<
<< a<
OOOo
-
-

[OHONONO]
<< <<

A- C
A- C
A- C
A- C

CGCATATTTCCC
CGCATATTTCCC
CGCATATTTCCC
CGTATATTTCCC

6-13 Diplodon sp

5 Diplodon sp
3-16 Diplodon sp

2 Diplodon sp

GG
<<
[SRL ]
[SRL ]
[ ]
[ SRy ]
(UG
< <
< <
(UG
<<
< <
(UG
-
[l
<<
<<
0o
<<
[
[SRL ]

AATCGCCC-
AATAGCCC-

TT
TT

<<
<<
<<
0o
-
-

CGTATATTTCCC
CGTATATTCCCC

1 Diplodon sp
Diplodon sp

-TCGGGGCTCCGGATATG
- TGGGGGCCCCTGATATG
- TTGGGGTGCCT GAT
- TTGGGGTGCCTGAT
- TGGGGGCTCCTGAT
-TTGGGGCTCCNGAT

TTTCTTGGTGAT GCCTATAATAATTGGGGGGTTTGGGAATTGGTTAATTCCTTTAATGEC-

KU888263.1 D. suavidicus

CTTTTTGGTGAT ACCTATGATAATTGGTGGTTTTGGGAATTGGTTGATTCCTTTAATGT -

KP184899.1D. demeraraensis CT T T T T GGTAAT ACCAATGATGATTGGGGGTTTTGGGAATTGGTTAATTCCTTTGATGC -

KU8§88242.1 C. ambigua

KP184898.1 D. demeraraensis CT T T T TGGTAAT ACCAATGATGATTGGGGGTTTTGGGAATTGGTTAATTCCTTTGATGC -

CTTTTTGGTGAT GCCTATAATGATCGGGGGTTTTGGTAATTGGTTAATTCCTTTGATGT -

JN243889.1 C. ambigua

TTTCTTGGTTAN GCCAATAATAATTGGGGGGTTTGGGAACTGGTTGANTC CNNTTGATGC -

CTTTTT

DQ191410.1 D. chilensis

(&)

- TTGGGGCTCCGGATAT

ACCAATGATGATTGGGGGGTTTGGGAATTGGTTGATTCCTTTAATGC-

AF231744.1 D. deceptus

< <<
[SSHS]
[P O]
[N R &)
(SIS S
<< <
<< <
[N R &)
(SIS S]
[ R R &)
<< <
<< <
[S) S
[N R &)
<< <

CA
CA
CA

AATACGCTCAG-
AATACGCTCAG-
AATACGCTCAG-

AGG
AGG
AGG

<< <
<< <
[SSHS]

A
A
A

<< <

TA
T A
ACAGTAACAGCCCAAA-TA

ACAGCAACAGCCCAAA-

T
- - A
AAAGCAAGACCA ATCATTCCAGACCACAAAGCAAACATACAAATATAAGGTTCCAATATCTTAGAAAATTTTGT GGGA

- AC|C -

GCTGTTACTACAACAGCCCAAA-

GCTGTT
GCAGTC

odon sp

iplodon sp

9 Dipl
8 Dipl
7 Diplodon sp

5 Dipl
4 Dip
3 Dipl

odon sp
odon sp

<< <<
(S SIS S
[CHUHO O]
S
[N
<< <
<< <<
(SRR R ]
2000
O+
<< <<
<< <<
(S SIS S
(SRR R ]
<< <<
L
(SRR R ]

OGN OO

A
A
A
A

C
C
C

AATACGCT
AATACGTTC
AATACGTTC
AATACGTT

GG
GG
GG
GG

<< <<

A
A
A
A

GACAGTAACAGCCCAAA-
AAMACAGTAACAGCCCAAA-

-

- ACT -
- ACT -

iplodon sp

23 Diplodon sp
22 Diplodon sp

<< <<
[SHSHSUS]
[OHOHONO]
<L OO
[SHSHSHS]
L <L T T
A E .
[SHSHSHS]
[SHSHSUS]
Qoo
A E .
<< <<
[SHSHSHS
[SHSHSHS]
A A«
L
[SHSHSHS]
[OHOHONO]
L L T T

C

AATACGTT
AATACGTTC
AATACGCTC
AATACGCT

TACAGCAACAGCCCAAA-
CACAGTAACAGCCCAAA-

CTGT
CAGT

[GNG]

21 Diplodon sp

20 Diplodon sp

2 Diplodon sp
9 Diplodon sp

AAAACCGATCACA-
AGTAACAGCCCAA

[l

- AC|C -

8 Diplodon sp
7 Diplodon sp

6-13 Diplodon sp
5 Diplodon sp

3-16 Diplodon sp
2 Diplodon sp

< <<
(SN &]
(GGG
[N )
[N R
<< <
<< <
[N )
[N ]
(SRR )
<< <
<< <
(SN &]
[N )
<< <

[ ]

1 Diplodon sp
Diplodon sp
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TATCCCCCGTTGTCTGGGAATGT GACACA
TATCCTCCTTTGTCTGGTAATATGGCTCA
TATCCGCCTTTGTCTGGAAGTGTGGCTCA
TATCCGCCTTTGTCTGGAAGTGTGGCTCA
TATCCTCCTTTATCTGGTAATATAGCTCA
TATCCCCCATTGTCTGGAAATATTGCGCA

-TTGGTACTGGGTGGACTGTT -
- TTGGGACTGGTTGGACTGT A -
- TTGGGACTGGATGGACTGT G-
- TTGGGACTGGATGGACTGT G-
-TTGGGACTGGTTGAACTGTT -
-TAGGTACTGGGTGGACTGTT -

GGAGGGTGGT G-
TGAGAGTGGT G-
TGGAAGGGGT G-
TGGAAGGGGT G-
TGAGAGTGGT G-
GGAGAGTGGT G-

- - GTCTTGTCTGTT-
- - GTCTTCTTTGGT-
-ATCTTGTGTG GT -
-ATCTTGTGTG GT -
--TTCTTCTTTGGT-
- - GTCTTCCTNAGT -

KUB88263.1 D. suavidicus
KU888242.1 C. ambigua
KP184899.1 D. demeraraensis -
KP184898.1 D. demeraraensis -
JN243889.1 C. ambigua
DQ191410.1 D. chilensis
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GGTT- -
GATT- -
GTAT- -
GTAT- -
GGTT- -
GGTT- -
GGTT- -

GCTATATCCGGAGCCCC
GCCATATCCGGAGCCCC
GCCATATCCGGAGCCCC
GCTTGAATACTGGTC- -
GCTATATCCGGAGCCCC
AAGCAGCCATATCAGGAGCTCC
GCCATATCAGGAGCTCC
GCCATATCAGGAGCTCC
GCCATATCAGGAGCTCC
GCCATATCAGGAGCTCC
GCCATATCCGGAGCCCC
GCCATATCCGGAGCCCC
GCTATATCCGGAGCCCC
GCCATATCAGGTGCTCC
GCCATATCCGGAGCCCC
GCCATATCCGGAGCCCC
GCCATATCCGGAGCCCC
GCTATATCCGGAGCCCC
GCTATATCCGGAGCCCC
GCCATATCCGGAGCCCC

GTGTAACGG-
GTCCTAGT G-
GTCCGGCT G-
GTCCGGCT G-
GTCCAATGG-
GTGCGGTT G-
GTGCGGTT G-

AATATGC- -
AATATGC- -

ATT GGG
ATTGGG
TGTAGGTAATATGC- -

-TTAATTTTATCTCGACTGTGGGGAACATGC- -
-TTAATTTTATTTCTACTGTTGGGAATATGC- -
AC
AC
AC
-TTAATTTTATTTCAACTGTGGGGAANATGC- -
CCAAAACCTCAAATTATTCAAACGAGGAAAG- -

- TTAATTTTATTACT
-TTAATTTTATTACT

-TTAATTTTATTTCT
-TCAAAATCTCAAATTATTTAAACGAGGAAAA- -

- GCGA -
- GCTA-
- GCAA-
- GCTA-

- ACAAGT AA-
-ATCG-

- GCT G-
- ACAAGT AA-
- ACAAGCAA-
- ACAAGT AA-
-CAAGCAA-

CGATTCTTG GG -
CAATTCTTG GA -
CTGTGCTTG GG -
CTGTGCTTG GG -
CTATTCTTG GG -
CGATTCTTG GG -
CAATTCTAG GG -
CAGCGCCGG A-
CAACGCCGG A-
CAACGCCGG A-
-TAAGGCT GG GGC- -
CAGCGCCGG A-
TTTCAACGCCGG TAACTGCCAAGCCAAC
CAACGCCGG AA -

KP184898.1 D. demeraraensis -
odon sp
odon sp
odon sp
odon sp
odon sp
odon sp

KP184899.1 D. demeraraensis -
JN243889.1 C. ambigua

AF231744.1 D. deceptus

9 Dip
8 Dip
7 Dip
5 Dip
4 Dip

DQ191410.1 D. chilensis
3 Dip

KU888263.1 D. suavidicus
KU888242.1 C. ambigua

23 Diplodon sp

ANEXO

<<«
[N ]
[l il
[ RN ]
[N ]
< <<

<<«
<<«
[N ]
[N ]

<<
<< <
[N ]
0o
<< <
<< <
[N ]

CAACGCCGG AA -
CAACGCCGG AA-
CAACGCCGG AA -
CAACGCCGG A-

22 Diplodon sp
21 Diplodon sp
20 Diplodon sp

-TCAAAACCTTAAATTATTCAAACGAGGAAAA- -
-TCAAAATCTCAAATTATTTAAACGAGGAAAA- -
CCAAAATCTTAAATTATTTAAACGAGGAAAA- -
-TCAAAACCTTAAATTATTCAAACGAGGAAAA- -

- ACAAGT AA-
- ACAAGCAA-
- ACAAGT AA-
- AATAAGCAT -
- ACAAGCAA-
- ACAAGCAA-
- ACAAGCAA-
- ACAAGT AA-
- ACAAGCAA-
- ACAAGT AA-

CGTATTCCTTTATTTATTTGGGCTGTTACTGTAACAGCTGTATTGTTAGTGGCTTCTCTTCCTGTTTT

CAGCGCCGG A-
-TAAAAGAGA AGG-
CAACGCCGG A-
CAACGCCGG A-
CAACGCCGG A-
CAGCGCCGG A -
CAGCGCCGG A -
CAACGCCGG AG-

CAACGCCGG A-
GGTTGCTGAACGTATTCCTTTATTTATTTGGGCTGTTACCGTGACTGCTGTGTMNACTGGTGGCTTCTCTTCCTGTTTT

GGTTGGTGAGCG GATTCCACTTTTTRTTTGRGCTGTTRCTGTAACAGCTGTTTTGCTTGTGGCTTCTCTTCCGGTGTT

GATTGCTGAGCGTATTCC- -
GGTTGGTGAGCG TATTCC- -

Diplodon sp
KP184898.1 D demeraraensis GGT T GCTGAGCG TATTCCTTTGTTTGCTTGATCTATTGTTGTAACAGGTGTGTTACTTGTGGCTGCTATTCCGGTGTT

KP184899.1 D. demeraraensis GGT T GCTGAGCG TATTCCTTTGTTTGCTTGATCTATTGTTGTAACAGGTGTGTTACTTGTGGCTGCTATTCCGGT GTT

2 Diplodon sp

9 Diplodon sp

8 Diplodon sp

7 Diplodon sp

6-13 Diplodon sp

5 Diplodon sp

3-16 Diplodon sp

2 Diplodon sp

1 Diplodon sp
KUB88263.1 D. suavidicus
KU888242.1 C. ambigua
JN243889.1 C. ambigua
DQ191410.1 D. chilensis
AF231744.1 D. deceptus

[ R &)
ooo
<< <

A A
A A
A A

AAAAAAMATCATTATA
AAGAAAMATCATTATG
AAAAAAATTATTATA

AAA
AAA
AAA

AGCCAATTCCCAAATCCCCCAATTATCA
GGCCTCTAGATAAAGAGATGTTTGGCACGGGGAACGTTTTAC-

AACCAATTTCCAAACCCCCCAATCATCA
AACCAATTCCCAAACCCCCCAATCATCA

ATC
ATC
ATT

< <<

odon sp

iplodon sp

9 Dipl
& Dip
7 Dipl

GCTGTCTCGAAATTAGGTAC

AAAAAAMATCATTATA

GCTTTTTGGTAT

iplodon sp
odon sp
odon sp

5 Dipl
4 Dip
3 Dipl

[ R &)
ooo
<< <

AA
AA
AAAAAAATCATCAT AAA

AAAAAAMATCATCATA

AAA
AAA
AAA

O

AC
AC
AC

< <<
[l il
<< <
[SYENS)
[ORONO]
OGO}
[l
[l il

AACCAATTTCCAAACCCCCCAATCATCA
AGTCAATTCCCAAACCCCCCAATTATCA
AGTCAATTCCCAAACCCCCCAATTATCA

TC
TT
TT

A A
A A
AA
A A

0oo
[N U]
<< <

<< <
O -
=
<< <
[ R &)
[N U]
<<
<< <

iplodon sp

23 Diplodon sp

AAAAAAATCATCATA
AAAAAAATCATCATA
AAAAAAATCATCATA
AAGAAAATCATTATG

A A
A A
A A
A A

<< <<
o
[SHSPEYS)
<< <
<<«
-
<< <<
(SIS
[GHORLYS)
0OOo
-

T
T
T
T

AGTCAATTCCCAAACCCCCCAATTATCA
AGTCAATTCCCAAACCCCCCAATTATCA
AGTCAATTCCCAAACCCCCCAATTATCA
AACCAATTCCCAAACCCCCCAATCATCA
TAGCCAATTCCCAAATCCCCCAATTATCA

22 Diplodon sp
21 Diplodon sp
20 Diplodon sp
2 Diplodon sp

LS & R

G
G

<<

AA
A A

AAAAAAATTATTATA
AAAAAAATCATTATA

CAAA
CAAA

L5304 R
<<
<<
=
<<
[0y & R

TTGG
CAACCAATTTCCAAACCCCCCAATCATCATTGG

AAT
AAT

g,
LU R
<<

<<
[0y & R
=
<<
[0y & R
00—
<a<

AAGCATCAAAGG AATTAGCCAATTCCCAAATCCCCCAATTATCATTGGCATAACCAAAAAAAAAATTATTATAAAAGC

A
A
A

6-13 Diplodon sp

9 Diplodon sp
8 Diplodon sp
7 Diplodon sp
5 Diplodon sp

AAAAAAATCATTATA

AAGCATCAAAGG AATCAACCAATTTCCAAACCCCCCAATCATCATTGGCATAACCAAAAAAAAAATCATTATAAAAGC

AAAAAAATTATTATA
AAGCATTAAAGG AATCAACCAATTCCCAAACCCCCCAATCATCATTGGTATAACCAAAAAGAAAATCATCATGAAAGC

AAAAAAATTATTATA

AAA
AAA
AAA

[N ]
[
<<
<< <
[l
<< <
[N ]
[CHUNOU]

TTG
TTG
TTG

AGCCAATTCCCAAATCCCCCAATTATCA
AGCCAATTCCCAAATCCCCCAATTATCA
AACCAATTTCCAAACCCCCCAATCATCA

AATT
AATT
AATC

©Oo
[CHUNOU]
<<«

<< <
[N ]
[l
<<
[N ]
[CHUNOU]
<L
<< <

3-16 Diplodon sp
2 Diplodon sp
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KU888263.1 D. suavidicus

BN

KU888242.1 C. ambigua

AATGCTTCTTTTTTTGATCCTGTTGGTGGGGG

TGGTGGATCGTAA
TGGTGGATCGT AA
TGACTGACCGTAA

KP184899.1 D. demeraraensis AGC T GCGGCTAT TACTATGTTGT -

AGACC
AGACC

AATGCTTCTTTTTTTGATCCTGTTGGTGGGGG

AATACCTCTTTTTTTGATCCTGTTGGT G- -

TAACTGATCGTAACTTAAATACTTCTTTTTTTGACCCTACAGGTGGNGGGGATC

TGACTGATCGTAATTTGAATACTTCTTTCTTTGATCCTACAGGTGGGGGA

GGCTGGGGCTAT TACTATGCTTT -

KP184898.1 D. demeraraensis AGCTGCGGCTAT TACTATGTTGT -

JN243889.1 C. ambigua

GGCTGGGGCTAT TACAATGCTTT -

DQ191410.1 D. chilensis

O <

GAT
CCCCAACTCAGCCCGAATLC
CAACCTCCCAGGCTG-CCCCAACTCAGCTCGAATT

CAACCTTCCAGGCTG-

CAAG
CAAG

[

TCC
TCT

ATGAGCTGTCAC AATCACATTATATAACTGATCA
ATGAGCTGTCAC AATCACATTATATAACTGATCA

GGCTGGGGCTAT TACAATGCTTT -

odon sp
iplodon sp

AF231744.1 D. deceptus
7 Dip
5 Dip
4 Dipl
3 Dipl

9 Dipl
8 Dipl

CCCCAACTCGGCTCGAATCA

CGGGGGCTCTAGTCGGCTGACTATTACCACGGGGGA

ATGAGCCGTCAC AATTACATTGTATAACTGATCATCCCCAAGCAACCTTCCAGGCT G-

ATCGGACTTCAT GGAACTGCTAT -

odon sp
odon sp
odon sp

TATCTAACTT G- -

CCCCAACTCAGCCCGA
TCCTAACTCAGCTCGA
TCCTAACTCAGCTCGA
TCCTAACTCAGCTCGA
TCCTAACTCAGCTCGA
TCCTAACTCAGCTCGA
CCCCAACTCAGCTCGA
CCCCAACTCGGCTCGA
CCCCAACTCAGCCCGA

CAACCTTCCAGGCTG-
CAACCTTCCAGGTTG-

AG
A G

<<

Tcccec
TCccCccc

ATGAGCTGTCAC AATCACATTATATAACTGATCA
ATGAGCCGTTAC AATCACATTATATAGCTGATCA

ATGAGCCGTTAC A

iplodon sp

23 Diplodon sp

AACCTTCCAGGTTG-
AACCTTCCAGGTTG-
AACCTTCCAGGTTG-
AACCTTCCAGGTTG-
CAACCTCCCAGGCT G-

LSS IL& I E]

ACATTATATAGCTGATCA
ACATTATATAACTGATCA
ACATTATATAGCTGATCA
ACATTATATAGCTGATCA
ACATTATATAACTGATCA
ACATTGTATAACTGATCA
ACATTATATAACTGATCA

ATGAGCCGTTAC A
ATGAGCCGTTAC A
ATGAGCCGTTAC A

22 Diplodon sp
21 Diplodon sp
20 Diplodon sp

<<,

L]

AT
AT
AT

CAACCTTCCAGGCTG-
CAACCTTCCAGGCTG-

ATC
ATT
ATC

ATGAGCTGTCAC A
ATGAGCCGTCAC A
ATGAGCTGTCAC A

2 Diplodon sp
9 Diplodon sp
8 Diplodon sp

7 Diplodon sp

CCCCAACTCGGCTCGA
CCCCAACTCGGCTCGA

AACCTTCCAGGCTGTCCCCAACTCGGCTCGA

AACCTTCCAGGCT G-
AACCTTCCAGGCT G-

ACATTGTATAACTGATCA
ACATTGTATAACTGATCA
ACATTGTATAACTGATCA
ACATTATATAACTGATCA

ATGAGCCGTCAC A

CCCCAACTCAGCCCGA
CCCCAACTCAGCCCGA
CCCCAACTCAGCTCGA

AACCTTCCAGGCT G-
CAACCTTCCAGGCT G-

ATT
ATT
ATT
ATC

6-13 Diplodon sp
5 Diplodon sp

ATGAGCCGTCAC A

ATGAGCCGTCAC A

3-16 Diplodon sp
2 Diplodon sp

ATGAGCTGTCAC A

<<
[l

AT
AT

CAACCTCCCAGGCTG-

TCCCCAAG
TCTCCAAG

ATGAGCTGTTAC AATCACATTATATAACTGATCA
ATGAGCTGTCAC AATCACATTATATAACTGATCA

1 Diplodon sp
Diplodon sp

KU888263.1 D. suavidicus

KU888242.1 C. ambigua

KP184899.1 D. demeraraensis C T -

KP184898.1 D. demeraraensis C T -

JN243889.1 C. ambigua

CTATTTTGTATATGCAT -

CT -

DQ191410.1 D. chilensis

AF231744.1 D. deceptus

9 Dipl
8 Dipl
7 Dipl
5 Dipl
4 Dip
3 Dipl

CCAA
CCAA
CCAA

- ACAATAAATAC- AAAGT C -

-ATTCCAGACCCTAC- AAATGCAA- -

-AATT -

AAGACC -

CCTTAAA GC -

ACAA-
ACAA-
ACAA-

odon sp
odon sp
odon sp
odon sp
odon sp
odon sp

- ACAACAAATAT- AAGGTT -

- AAACTGCAGAACAACAAATAC- AAAGT C -

- AAGCAA- -

CCTTAAA GCAAAGACCCAAATCCAATTCCAGACCACA- -

CCTTAAA GCAAG-

-ATTCCAGTAC-CAT -

CC- AAT C-

A -

CCAA

-ATTCCAGACCTCAATCAAAGCATTATACAATAAATCACAAAGTC-

-AATT -
- AAT -

CCTTAAA GC- AAGACC -

ACAA-
ATAA-

e e

<< <

Do 0
Do 0

Bl
Bl

AAGACC -

CCTCAAA GC -

AAAT

- ACAAT -

- AAGCAA- -

-ATCCCCAGACCACA-
-ATCCCAGACCCACA -

- AT CCC-
- AT CCC-

ATAAAG
AAAT AT AAAG
ATAAAG

GCAAT -
- ACAATTAAAT

- AAGCAAA-

- AAGCAA- -

AGACCACA-

- AATC -

21 Diplodon sp
20 Diplodon sp

23 Diplodon sp
22 Diplodon sp

- ACAATCAAATATAAAGTT -

CCAA

C
TC-cCC
TC-CC

- AAGCAAG-
- AAGCAA- -

AGACCACA-

CCTCAAA GC- AAGACC- - AATEC-

ATAA-

<<«

A
A
A

C
CCAA

TC-CCAA
TC-CCAA
- ACAATAAATATCAAAGTCACCAA

- ACAACAAATAT- AAGGTT -
- AAAGTAGCAAACAACAAATAC- AAAG
- ACAATAAATACTAAAG
- AACAACAAATAC- AAAG

- ACAATAAATAC- AAAGT C -

GCAA- -
-AAACTTGCAAACAACAAATAC- AAAG

- AAAGCA -

AAA-
- AAAT GCAA- -

-ATTCCAGACCATCAAGCTAGCAA- -

-ATTCCAGACCACA- -
-ATTACCAGAC-CAT -
-ATTCCCAGACCCAC-
-ATTCCAAGAC-CAT -
-ATT-CCAGACGCAT -
-ATTCCAGACCACA -

- AATT -
- AATT-
- AAT

GACC- AATC -
AAGACC
AAGACC-

ATTGACC- AATC-
-ACTC- AATC -
GACC- AAT -
AAGACCC- AATT -

- AAGACC-
A GC
A GC -

CCTTAA
CCTTAA
CCTTAA
CCTTAA

ACAAACCTTAAA GC -

ACAA-
ACAA-
ACAA

ACAA-

6-13 Diplodon sp

2 Diplodon sp
9 Diplodon sp
8 Diplodon sp
7 Diplodon sp
5 Diplodon sp
3-16 Diplodon sp
2 Diplodon sp
1 Diplodon sp
Diplodon sp
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KUB88263.1 D. suavidicus
KU888242.1 C. ambigua

KP184899.1 D. demeraraensis -
KP184898.1 D. demeraraensis -

JN243889.1 C. ambigua
DQ191410.1 D. chilensis
AF231744.1 D. deceptus
9 Diplodon sp

8 Diplodon sp

7 Diplodon sp

5 Diplodon sp

4 Diplodon sp

3 Diplodon sp

23 Diplodon sp

22 Diplodon sp

21 Diplodon sp

20 Diplodon sp

2 Diplodon sp

19 Diplodon sp

18 Diplodon sp

17 Diplodon sp

16-13 Diplodon sp

15 Diplodon sp

13-16 Diplodon sp

12 Diplodon sp

11 Diplodon sp

1 Diplodon sp

Luciana M. Cao
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ANEXO

[As LA A& Porcentajes de varianza aportados por cada Componente Principal (CP) en el Analisis de Componentes Principales de

(@)
o

W 0 N O 1 N W N R

N N R R R R R R R RRR
R O © ®©® N & L A W N R O

22

VARIANZA TOTAL

Conservacion de Bivalvos Nativos

los ejemplares de Diplodon sp. del arroyo Yuqueri Grande.

EIGENVALORES

0,00578564
0,00244116
0,00162213
0,00071584
0,00040469
0,00023108
0,00015540
0,00008410
0,00008123
0,00006453
0,00005961
0,00004848
0,00002753
0,00002410
0,00002065
0,00001472
0,00001026
0,00000809
0,00000792
0,00000502
0,00000438
0,00000287

% VARIANZA

48,950
20,654
13,724
6,056
3,424
1,955
1,315
0,712
0,687
0,546
0,504
0,410
0,233
0,204
0,175
0,125
0,087
0,068
0,067
0,042
0,037
0,024
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% ACUMULADO

48,950
69,604
83,328
89,385
92,809
94,764
96,079
96,790
97,477
98,023
98,528
98,938
99,171
99,375
99,549
99,674
99,761
99,829
99,896
99,939
99,976
100,000

0,01181943
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TABL AL
ADLA

Principales de los ejemplares de Djplodon delodontus de Argentina.

EIGENVALOR

%

%

VARIANZA  ACUMULADO

EIGENVALOR

%

A\ Eigenvalores y porcentajes de varianza aportados por cada Componente Principal (CP) en el Analisis de Componentes

%

VARIANZA  ACUMULADO

O oo N O U AN WN R

W NNNNNNNNMNMNNRRRRRRRRRR
Q VW WO NIHIL N WNRKRODOOWNODSULANWNRKDO

[SY)
=

0,00139759
0,00105925
0,0008832
0,00050147
0,0003279
0,00026017
0,00023322
0,00011732
0,00010102
0,00007418
0,00007048
0,00006019
0,00004251
0,00003525
0,00002803
0,0000263
0,00002212
0,00001827
0,0000166
0,00001236
0,00001122
0,00000895
0,00000753
0,00000672
0,00000599
0,00000503
0,00000419
0,00000354
0,00000291
0,00000251
0,00000215

Luciana M. Cao

26,065
19,755
16,472
9,353
6,115
4,852
4,35
2,188
1,884
1,383
1,314
1,123
0,793
0,657
0,523
0,491
0,413
0,341
0,31
0,231
0,209
0,167
0,141
0,125
0,112
0,094
0,078
0,066
0,054
0,047
0,04

26,065
45,821
62,293
71,645
77,761
82,613
86,962
89,151
91,035
92,418
93,732
94,855
95,648
96,305
96,828
97,319
97,731
98,072
98,382
98,612
98,821
98,988
99,129
99,254
99,366
99,46
99,538
99,604
99,658
99,705
99,745

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

VARIANZA
TOTAL

0,00000196
0,00000169
0,00000149
0,00000137
0,00000113
0,00000097
0,00000081
0,00000071
0,00000059
0,00000045
0,00000041
0,00000038
0,00000031
0,0000003
0,00000024
0,0000002
0,00000015
0,00000013
0,00000011
0,00000008
0,00000006
0,00000005
0,00000004
0,00000002
0,00000001
0,00000001
0,00000001

0

0

0

0
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0,037
0,031
0,028
0,026
0,021
0,018
0,015
0,013
0,011
0,008
0,008
0,007
0,006
0,006
0,005
0,004
0,003
0,002
0,002
0,002
0,001
0,001
0,001

O O O O o O o

99,781
99,813
99,841
99,866
99,887
99,905
99,92
99,934
99,945
99,953
99,961
99,968
99,974
99,979
99,984
99,987
99,99
99,993
99,995
99,996
99,997
99,998
99,999
99,999
99,999
100
100
100
100
100
100

0,00536186

Péagina | 161



