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Abstract.- Diplodon chilensis is a freshwater bivalve
inhabiting from northern Chile to Tierra del Fuego. This species
has a high filtration capacity and great tolerance to hypoxic
environments. Thus, the aim of this study was to characterize,
for the first time, anaerobic metabolism of D. chilensis using
an enzymatic approach by measuring piruvate oxidoreductases
and malate dehydrogenase activities in two groups of organisms.
A first group (G1) corresponded to organisms analyzed
immediately after their collection from Lleu-Lleu Lake (36ºS).
The second group (G2) corresponded to organisms analyzed
after exposition to extreme anoxic conditions in laboratory.
Enzymatic activities were measured in abductor muscle, foot,
gills, hepatopancreas gland, and mantle-gonad tissue. Positive
activities were detected for piruvate oxidoreductases (PORs:
lactate dehydrogenase (LDH), octopine dehydrogenase
(OPDH), strombine dehydrogenase (STRDH), alanopine
dehydrogenase (ALPDH)) and malate dehydrogenase (MDH).
MDH showed the highest dehydrogenase activity observed in
all tissue and groups analyzed. Nevertheless, only those
organisms exposed to extreme anoxic conditions showed
significant relationships between MDH and LDH activities and
a high ratio of (MDH/LDH) between them. All these enzymatic
features of D. chilensis correspond to a species with a
successfully anaerobic metabolism to cope with extreme
anaerobic conditions.
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Resumen.- Diplodon chilensis es un bivalvo dulceacuícola
que habita desde el norte de Chile hasta Tierra del Fuego, posee
una alta capacidad de filtración y gran tolerancia a ambientes
hipóxicos. Por esta razón, el objetivo de este estudio fue
caracterizar por primera vez el metabolismo anaeróbico de D.
chilensis a través de la actividad enzimática de las piruvato
oxidoreductasas y malato dehidrogenasa analizadas en dos
grupos de organismos. El primer grupo (G1) correspondió a
organismos analizados inmediatamente después de su
recolección desde el lago Lleu-Lleu (36ºS) y el segundo grupo
(G2) correspondió a organismos expuestos a condiciones
experimentales extremas de anoxia. Se determinó la actividad
enzimática involucrada en el catabolismo anaeróbico en cinco
tejidos (músculo abductor, pie, branquias, hepatopáncreas y
manto-gónada). Se detectó actividad positiva para las piruvato
oxido reductasas (PORs: lactato dehidrogenasa (LDH),
octopina dehidrogenasa (OPDH), strombina dehidrogenasa
(STRDH), alanopina dehidrogenasa (ALPDH)) y malato
dehidrogenasa (MDH). MDH mostró la mayor actividad
dehidrogenasa observada en todos los tejidos en los dos grupos
analizados. No obstante, solo en los organismos del grupo G2
se observó una correlación significativa entre las actividades
de MDH y LDH, así como un mayor valor para la razón MDH/
LDH. Todas estas características enzimáticas determinadas en
D. chilensis corresponden a una especie con un metabolismo
anaeróbico que le permite enfrentar exitosamente condiciones
anóxicas extremas.
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Introducción
Las almejas de agua dulce del género Diplodon se distribuyen
sólo en el cono sur americano. Es el único grupo que habita
los cuerpos de aguas continentales, generalmente en sistemas
lénticos, aunque también es posible encontrarlo en los
remansos de los ríos (Parada & Peredo 1994). La especie
Diplodon chilensis (Gray, 1828) se encuentra distribuida
desde el norte de Chile hasta la Patagonia y Tierra del

Fuego (Haas 1969, Peredo & Parada 1984), y en Argentina
desde la Provincia de Mendoza hasta la Patagonia chileno-
argentina (Bonetto 1973).

Diplodon chilensis posee una gran capacidad para
vivir en distintos ambientes dulceacuícolas (Parada 1987)
alcanzando densidades variables y crecientes desde 10
ind. m-2 en sustratos arenosos a 361 ind. m-2 en sustratos
fangosos (Lara & Parada 1988). Diplodon constituye un
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componente importante del macrozoobentos, debido a su
gran capacidad de filtración (Busse 1970, Valdovinos &
Cuevas 1996) y remoción de bacterias (Sepúlveda 1988)
en ambientes hipóxicos y cuerpos de agua que reciben
cargas significativas de materia orgánica (Busse 1970,
Lara et al. 2002a, Soto & Mena 1999). En especial, se ha
determinado que este organismo influye sobre la ecología
del fitoplancton (Daukas et al. 1981), la calidad de las
aguas y el ciclaje de nutrientes (Soto & Mena 1999),
contribuyendo por esta vía a mantener la oligotrofia de
los cuerpos acuáticos donde habitan (Lara et al. 2002b).
Así también, se ha postulado que D. chilensis puede ser
utilizado con fines biotecnológicos en el tratamiento de
aguas servidas y biorremediación (Lara et al. 2002a,
Sepúlveda 1988, Vallejos 1996). Estas características
sugieren que D. chilensis debe tener un activo
metabolismo anaeróbico para sobrevivir en ambientes con
alta carga de materia orgánica y pobres en oxígeno.

Considerando las vías metabólicas anaeróbicas que
participan en el catabolismo celular, la vía del lactato y
las opinas (octopina, strombina y alanopina) han sido
caracterizadas de manera general, como la actividad de
las piruvato oxidoreductasas (PORs: lactato
dehidrogenasa o LDH, octopina dehidrogenasa u OPDH,
strombina dehidrogenasa o STRDH y alanopina
dehidrogenasa o ALPDH) y definidas como las vías
fermentativas en procariontes y metazoarios (Hochachka
& Somero 1984). En organismos acuáticos, la mayoría
de los estudios sobre el metabolismo anaeróbico han
estado centrados en la adaptación de los organismos
bentónicos a condiciones hipóxicas. En estos organismos
se ha establecido un desplazamiento hacia la presencia
de la actividad de las opinas dehidrogenasas (OPDH,
STRDH y ALPDH) por sobre la actividad de LDH, como
la expresión de la actividad de las vías fermentativas
(Livingstone 1983, 1991). Sin embargo, en los organismos
pelágicos se ha observado un dominio de la actividad
LDH sobre las opinas (Livingstone 1983, 1991,
Grieshaber et al. 1994). En términos teóricos, la diferencia
energética potencial entre el uso de la vía del lactato o las
opinas está basada en el número y disponibilidad de
substratos, y no en su rendimiento energético neto, lo que
incidiría en el tipo de vía fermentativa utilizada por las
especies (Livingstone 1983). No obstante, también se
postula que a un mayor número de piruvato oxidoreductasas
presentes en un organismo acuático, mayor es su
capacidad para resistir los cambios en un gradiente de
concentración de oxígeno (Grieshaber et al. 1994,
González & Quiñones 2000).

También, como elementos del catabolismo celular, la
enzima malato dehidrogenasa (MDH) en eucariontes, está
involucrada en varias reacciones del metabolismo

energético (Lehninger 1975). Comparte la función de
intercambio de electrones desde el citoplasma a la matriz
mitocondrial vía reducción de oxalacetato a malato en
presencia de NADH (Nicotidamín Adenín Dinucleotido,
especie reducida) y viceversa, donde el malato en el
interior de la matriz es oxidado nuevamente a oxalacetato
en presencia de NAD+ (especie oxidada). La regulación
de este proceso es clave para mantener el balance redox
intracelular y/o producción de energía al interior de la
célula durante el metabolismo anaeróbico intenso (alta
tasa catabólica), de manera similar a la captura de
electrones en los productos de las vías fermentativas
(Hochachka & Somero 1984). Adicionalmente, esta
condición sugiere la importancia de la actividad de la
MDH en el metabolismo anaeróbico involucrado en las
respuestas metabólicas requeridas para enfrentar un
gradiente redox ambiental y/o fisiológico (Livingstone
1983). Así también, se ha postulado que mientras mayor
sea la relación de la actividad de MDH con la LDH, mayor
es la capacidad del organismo para resistir la hipoxia
ambiental  (Shapiro & Bobkova 1975).

Por lo anteriormente expuesto y considerando el tipo
de ambiente y funciones asociadas a D. chilensis,
hipotéticamente, esta especie debería poseer un alto
metabolismo anaeróbico expresado como el mayor
número de actividades enzimáticas de las piruvato
oxidoreductasas (LDH, OPDH, STRDH y ALPDH) y una
alta relación de las actividades MDH/LDH cuando su
metabolismo responde a condiciones de mínimo oxígeno,
como por ejemplo en ambientes con una fuerte carga de
materia orgánica. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue 1) determinar la presencia de la actividad de piruvato
oxidoreductasas y MDH en organismos tomados
directamente desde el ambiente y 2) analizar la respuesta
de la actividad de estas enzimas (respuesta metabólica)
de D. chilensis cuando este organismo es sometido a
condiciones de mínimo oxígeno y alta materia orgánica
comparado con el medio en que habita.

Material y métodos
Los ejemplares de Diplodon chilensis fueron obtenidos
desde el Lago Lleu-Lleu, situado a 14 km al suroeste de
Contulmo (38º07´S, 73º19´O), en el centro-sur de Chile,
durante el verano de 2005. Los organismos fueron
recolectados manualmente entre 0,5 y 2,5 m de
profundidad mediante buceo apnea y correspondieron a
una muestra poblacional. Se seleccionó una parte de estos
organismos (n=14), en una escala de tamaño (entre 4,9 y
6,6 cm de largo y entre 2,4 y 3,1 cm de ancho), para el
análisis de la actividad enzimática inmediatamente
después de su recolección. Se denominará operacionalmente
en lo sucesivo a este grupo como G1. Estos organismos
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no fueron aclimatados antes de su análisis, debido a que
la finalidad es conocer el perfil de actividad enzimática
anaeróbica presente en D. chilensis en su condición
natural. Estos especimenes fueron congelados casi
instantáneamente en nitrógeno líquido, inmediatamente
después de su recolección con el objeto de minimizar el
efecto del estrés por transporte o almacenamiento. Los
organismos restantes (n=33) fueron utilizados para
realizar el experimento de eutrofización y serán
denominados operacionalmente en lo sucesivo como G2.
Previo al experimento, los individuos fueron mantenidos
en contenedores de 5 L durante dos semanas con una
densidad aproximada de 3 ind. L-1 de agua y en
condiciones saturantes de oxígeno (aireación constante),
alimentados con una dieta de levadura y recambio del
50% de agua cada dos días. El experimento se inició al
interrumpir el suministro de oxígeno e incrementar la
densidad de D. chilensis al doble por litro de agua,
continuándose con la alimentación basada en levadura y
sin recambio de agua durante un mes. Esto produjo la
eutrofización total del acuario registrando una mortalidad
aproximadamente de un 20%, los organismos sobrevivientes
(n=26) fueron analizados. La concentración de oxígeno
disuelto fue estimada utilizando un micro-método semi-
automatizado basado en el método de Winkler (Williams
& Jenkinson 1982). El oxígeno en el acuario se agotó a
los dos días del ensayo (no detectable) y permaneció así
hasta el final del experimento. Todos los organismos
fueron mantenidos a la misma temperatura (± 15ºC) e
igual fotoperiodo (12 h luz: 12 h oscuridad).

En todos los organismos (G1 y G2), se analizaron los
siguientes tejidos: músculo abductor, pie, branquias,
hepatopáncreas y manto-gónada. Se registraron, además,
el largo y ancho de la concha, peso húmedo total y de
cada tejido.

Las enzimas analizadas fueron: piruvato oxidoreductasas
(PORs): lactato dehidrogenasa (LDH), octopina
dehidrogenasa (OPDH), alanopina dehidrogenasa (ALPDH)
y strombina dehidrogenasa (STRDH). Además, también se
analizó la actividad de malato dehidrogenasa (MDH). Todas
las actividades están expresadas como actividades específicas
aparentes en μmol NADH min-1 g-1 peso húmedo (UI g-1 peso
húmedo).

El tampón de homogenización fue de 400 mM tampón
fosfato (K2HPO4), pH 7,9, 0,3% (peso/vol) polivinil
pirrolidona (PVP), 5mM EDTA, 0,1% (vol/vol) Triton
X-100. Las muestras fueron homogenizadas en un Ultra-
Turrax con una proporción 1:10 peso/volumen durante
30 s, a máxima velocidad, sobre un baño de hielo. Los
homogenizados fueron centrifugados a 3000 g x 5 minutos

a 4ºC. Las actividades enzimáticas fueron determinadas
en los sobrenadantes de la centrifugación anterior.

Las actividades de las PORs (LDH, OPDH, ALPDH
y STRDH) fueron medidas utilizando una mezcla de
reacción modificada desde el método de Schiedek (1997)
que contenía tampón 400 mM K2HPO4 pH 7,9 a 20ºC,
2,5 mM NADH. Dependiendo de la actividad a
determinar, se agregaron 3,2 mM de piruvato para LDH,
3,2 mM piruvato y 2,7 mM arginina para OPDH, 3,2 mM
piruvato y 250 mM de alanina para ALPDH, o 3,2 mM
piruvato y 250 mM glicina para STRDH. Las reacciones
se iniciaron con la adición de una alícuota de sobrenadante
y se midió el decaimiento de la absorción de NADH a
340 nm. Todas las actividades enzimáticas fueron
corregidas por la oxidación inespecífica de NADH y las
actividades de OPDH, ALPDH y STRDH también fueron
corregidas por la actividad de LDH, ambos métodos de
corrección  según Schiedek (1997).

La actividad de malato dehidrogenasa (MDH) fue
determinada utilizando el método modificado descrito por
Childress & Somero (1979) y Vetter et al. (1994) en el
sentido de la reducción de oxalacetato. La mezcla de
reacción contenía 0,1 mM  de NADH, 1,5 mM MgSO4 y
0,2 mM oxalacetato. Las reacciones se iniciaron con la
adición de una alícuota de sobrenadante y se midió el
decaimiento de la absorción de NADH a 340 nm. La
actividad de MDH fue corregida por la oxidación
inespecífica de NADH.

Para la verificación de diferencias significativas entre
actividades enzimáticas de G1 y G2 se realizó una prueba
de Wilcoxon, excepto en la comparación de las
actividades promedio totales de MDH (n=59 para G1;
n=71 para G2) que fue realizada mediante una prueba t.
Se realizó un análisis de regresión lineal entre las variables
de las actividades de MDH y LDH (Zar 1996). Los
análisis estadísticos fueron realizados a través del software
Statistica 6.0.

Resultados
Tanto para G1 como G2 los resultados indican la
existencia de actividad para todas las enzimas ensayadas
(Figs. 1 y 2, Tabla 1), siendo MDH la mayor actividad
determinada en todos los tejidos para ambos grupos. No
obstante, la actividad de MDH resultó ser dos órdenes de
magnitud mayor para los organismos del grupo G2 que
para los organismos del grupo G1 (F = 22,31; P < 0,001).
Para esta actividad, los organismos del grupo G2 no
mostraron diferencias significativas entre los tejidos, no
obstante, la actividad de MDH en el pie de los organismos
del grupo G1 fue significativamente mayor a todos los
tejidos analizados (músculo abductor: Z = 2,12, P = 0,030;
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Figura 1
Actividad enzimática promedio ± desviación estandar
(d.e) por tejido (μmol NADH min-1 g-1 peso húmedo)
de piruvato oxidoreductasas (PORs: LDH = lactato

dehidrogenasa, OPDH = octopina dehidrogenasa,
STRDH = strombina dehidrogenasa y ALPDH =

alanopina dehidrogenasa),  determinadas en
organismos del grupo G1 (analizados inmediatamente

después de su recolección). Abreviaciones del
tejido del bivalvo en la Tabla 1

Average ± standard deviation (s.d.) of enzymatic activity
by tissue (μmol NADH min-1 g-1 wet weight) of pyruvate
oxidoreductases (PORs: LDH = lactate dehydrogenase,
OPDH = octopine dehydrogenase, STRDH = strombine
dehydrogenase and ALPDH = alanopine dehydrogenase),
measured in organisms of G1 group (corresponding to
organisms analyzed immediately after their recollection).

Abbreviations of the bivalve tissues are in Table 1

Figura 2
Actividad enzimática promedio ± d.e. por tejido (μmol
NADH min-1 g-1 peso húmedo) de piruvato oxidoreductasas
(PORs: LDH = lactato dehidrogenasa, OPDH = octopina
dehidrogenasa, STRDH = strombina dehidrogenasa
 y ALPDH = alanopina dehidrogenasa),  determinadas

en organismos del grupo G2 (organismos expuestos
a anoxia extrema durante un mes)

Average ± s.d. of enzymatic activity by tissue (μmol NADH
min-1 g-1 wet weight) of pyruvate oxidoreductases
(PORs: LDH = lactate dehydrogenase, OPDH = octopine
dehydrogenase, STRDH = strombine dehydrogenase

and ALPDH = alanopine dehydrogenase), measured in
organisms of G2 group (organisms exposed to

extreme anoxic conditions during a month)

manto-gónada: Z = 2,43, P = 0,020; branquias: Z = 3,06,
P = 0,002) excepto con el hepatopáncreas (Z = 1,49; P =
0,14) (Fig. 1). En promedio, la actividad de LDH fue la
mayor actividad de PORs en todos los tejidos y
organismos analizados excepto en pie y en las branquias
en los organismos del grupo G1 donde no hubo diferencias
significativas con la actividad de ALPDH (pie: Z = 0,94,
P = 0,34; branquias: Z = 1,01, P = 0,31) y en músculo
abductor en los organismos del grupo G2 donde no se
encontraron diferencias significativas al igual que con la
actividad de ALPDH (Z = 1,60, P = 0,11) (Fig. 2). La
actividad de las opinas dehidrogenasas fue similar en casi
todos los tejidos y organismos analizados, excepto para
OPDH cuya actividad fue significativamente mayor (Z =
2,36, P = 0,02) en el pie de los organismos del grupo G2
(Fig. 2). Considerando la actividad de todos los tejidos
se observó una correlación positiva y significativa entre
la actividad de MDH y LDH para los organismos del
grupo G2 (Fig. 3), lo cual no se observó en los organismos
del grupo G1.

Discusión
La determinación de la presencia de actividad enzimática
de las cuatro PORs ensayadas indica que D. chilensis
posee una gran capacidad metabólica para resistir
condiciones anóxicas, siendo consistente con el
planteamiento general de que a un mayor número de estas
enzimas en un organismo acuático, mayor es su capacidad
metabólica para enfrentar condiciones de mínimo oxígeno
(Grieshaber et al. 1994, González & Quiñones 2000). Es
muy difícil comparar los valores obtenidos para las
actividades enzimáticas en este estudio con otros bivalvos
de agua dulce, debido al escaso número de trabajos
relacionados con esta temática. Sin embargo, los valores
aquí reportados para LDH están en el mismo rango a los
informados para el molusco de agua dulce Melanoides
tuberculata (Wepener et al. 2005) y con respecto a
bivalvos marinos, las actividades de las PORs y MDH
están en el mismo rango a los encontrados en Calyptogena
gallardoi (González et al. 2008), recientemente descrita
como un organismo que habita zonas de mínimo oxígeno
alrededor de emanaciones frías de metano en el Sistema
de la Corriente de Humboldt (Sellanes & Krylova 2005).



Tabla 1
Actividad enzimática promedio ± desviación estándar (d.e.) por tejido (μmol NADH min-1 g-1 peso húmedo) de

malato dehidrogenasa (MDH) y piruvato oxidoreductasas (PORs: LDH = lactato dehidrogenasa, OPDH = octopina
dehidrogenasa, STRDH = strombina dehidrogenasa y ALPDH = alanopina dehidrogenasa), para los organismos del
grupo G1 (organismos analizados inmediatamente después de su recolección) y el grupo G2 (organismos

expuestos a anoxia extrema durante un mes). Las diferencias significativas (P < 0,05) están
indicadas por * para la actividad de MDH para ambos grupos

Average ± s.d. of enzymatic activity by tissue (μmol NADH min-1 g-1 wet weight) of malate dehydrogenase (MDH) and
pyruvate oxidoreductases (PORs: LDH = lactate dehydrogenase, OPDH = octopine dehydrogenase, STRDH =

strombine dehydrogenase and ALPDH = alanopine dehydrogenase), measured in organisms of G1 (organisms
analyzed immediately after being collected) and G2 group (organisms exposed to extreme anoxia during

a month). Significant differences (P < 0.05) are indicated by * for MDH activities for both groups

Figura 3
Correlación entre las actividades enzimáticas de malato
dehidrogenasa (MDH) y lactato dehidrogenasa (LDH)
determinadas en organismos del grupo G1 (analizados

inmediatamente después de su recolección) y G2
(organismos expuestos a anoxia extrema

durante un mes)
Correlation between the enzymatic activities of malate

dehydrogenase (MDH) and lactate dehydrogenase
(LDH) determined in organisms of G1 group
(organisms analyzed immediately after their

recollection) and G2 group organisms
exposed to extreme anoxic conditions

during a month)

Los resultados indican que la condición de anoxia
extrema induce una respuesta selectiva sobre el
metabolismo anaeróbico en D. chilensis. Esta respuesta
se caracteriza por el incremento en la actividad de MDH,
lo que fue determinado en todos los tejidos de los
organismos del grupo G2. Este incremento es consistente
con el aumento de actividad de MDH descrito durante el
metabolismo anaeróbico intenso (Hochachka & Somero
1984). El aumento en la actividad de MDH también
incrementa el valor de la relación MDH/LDH (Tabla 2)
para el grupo G2 en comparación con G1. En
invertebrados se ha demostrado que cuando el valor de
esta relación se hace mucho mayor a uno, mejor es la
capacidad del organismo para tolerar las condiciones
anóxicas del medio (Shapiro & Bobkova 1975). No
obstante, en D. chilensis la razón de MDH con cualquiera
otra de las PORs ensayadas también fue mucho mayor a
uno, lo que en conjunto con el gran número de PORs
detectadas es una fuerte evidencia de que esta especie
posee una maquinaria bioquímica que le permitiría
potencialmente sobrevivir al 80% de la población frente
a una condición anóxica del medio, al menos durante el
periodo que comprendió el presente estudio (un mes).
Más aún, los resultados indican que la actividad de MDH
y LDH en los organismos del grupo G1 no poseen una
correlación (Fig. 3), lo que implicaría que ambas
reacciones no estarían metabólicamente actuando
coordinadamente en un ambiente saturado de oxígeno.
En contraste, en el grupo G2, la exposición de D. chilensis
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a condiciones extremas de anoxia induce una correlación
positiva y significativa en las actividades de MDH y LDH
en el 80% de los sobrevivientes.

Si bien los resultados obtenidos en este estudio
corresponden a una respuesta metabólica a corto plazo
cuando esta especie es sometida a condiciones extremas
de anoxia, la caracterización de la actividad enzimática
obtenida en los organismos del grupo G1 corresponde a
la condición en estado natural de su metabolismo
anaeróbico y representa su estrategia metabólica
adaptativa potencial frente a la disminución de oxígeno
del medio. Además estos resultados permiten postular que
la correlación encontrada entre las actividades de MDH
y LDH podría ser utilizada como un índice de condición
metabólico, puesto que es sólo significativa cuando los
organismos están enfrentados a un estrés ambiental (grupo
G2) por falta de oxígeno y exceso de materia orgánica.
Este planteamiento podría ser puesto a prueba
determinando la actividad de estas enzimas en cuerpos
de agua dulce diferentes al lago Lleu-Lleu, el que posee
normalmente altas concentraciones de oxígeno (9 mg L-1;
Parada & Peredo 1994) y ha sido clasificado como en
condiciones más prístinas que el vecino lago Lanalhue y
otros lagos nahuelbutenses.

En conclusión, los resultados de las actividades
enzimáticas determinadas en D. chilensis son consistentes
con un organismo capaz de enfrentar metabólicamente
una condición ambiental de mínimo oxígeno.

Tabla 2

Razón promedio ± d.e. entre la actividad de malato dehidrogenasa (MDH) y piruvato oxidoreductasas (abreviaciones en
Tabla 1), determinadas en organismos del grupo G1 y G2

Mean rate ± s.d. between the activities of malate dehydrogenase (MDH) and pyruvate oxidoreductases (abbreviations on Table 1),
measured in organisms of G1 and G2 groups
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