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Resumen 

Thecacera darwini es un nudibranquio que se encuentra comúnmente en la 

zona intermareal y submareal en Chile, desde Antofagasta hasta el Estrecho 

de Magallanes. La distribución geográfica de esta especie sugiere que posee 

una amplia adaptabilidad fisiológica y bioquímica a la variabilidad ambiental que 

se observa en los ecosistemas del Sistema de la Corriente de Humboldt, 

incluyendo la frecuente intrusión de aguas con bajo contenido de oxígeno a la 

zona costera producida por la surgencia. T. darwini es un organismo muy poco 

estudiado, desconociéndose sus características metabólicas y fisiológicas en 

cuanto a su tolerancia a la hipoxia ambiental y fisiológica. El principal objetivo 

abordado en la presente investigación fue determinar la actividad aeróbica 

potencial y la actividad enzimática anaeróbica de T. darwini. La capacidad 

respiratoria aeróbica se determinó mediante la actividad de la enzima citrato 

sintasa (CS) y también mediante la actividad del sistema de transporte de 

electrones (ETS). La capacidad respiratoria anaeróbica se determinó mediante 

la actividad de las piruvato oxidorreductasas (Lactato dehidrogenasa, LDH; 

Opina dehidrogenasa, OPDH; alanopina dehidrogenasa, ALPDH; estrombina 

dehidrogenasa, STRDH), así como de la actividad de la Etanol dehidrogenasa 

(EtOHDH) y Malato dehidrogenasa (MDH). Los resultados demuestran la 

presencia de actividad en todas las enzimas analizadas, además de 

correlaciones significativas (p < 0,05), entre LDH y OPDH, así como entre 

STRDH y MDH. La MDH presentó también una correlación negativa 

significativa (p < 0,05) con el peso corporal. Los resultados obtenidos indican 

que Thecacera darwini es un organismo que posee la capacidad catabólica 

para enfrentar eventos de hipoxia ambiental, no obstante, esta disminuye a 

medida que se incrementa el peso del organismo. 

Palabras clave: Nudibranquio, Hipoxia, Piruvato oxidorreductasas, Respiración, 

Metabolismo anaeróbico. 
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Abstract 

Thecacera darwini is a nudibranch commonly found in the intertidal and subtidal 

zone in Chile, from Antofagasta to the Strait of Magellan. The geographic 

distribution of this species suggests that it has a wide physiological and 

biochemical adaptability to the environmental variability observed in the coastal 

ecosystems of the Humboldt Current System, including the intrusion of waters 

with low oxygen content into the coastal zone produced by upwelling. T. darwini 

is an organism scarcely studied; its metabolic and physiological characteristics 

are unknown in terms of its tolerance to environmental and physiological 

hypoxia. The main objective of this investigation was to determine the potential 

aerobic activity and the anaerobic enzymatic activity of T. darwini. Aerobic 

respiratory capacity was determined by the enzymatic activity of citrate synthase 

(CS) and by the activity of the Electron Transport System (ETS). Anaerobic 

catabolism capacity was determined by the activity of pyruvate oxidoreductases 

(Lactate dehydrogenase, LDH; Opine dehydrogenase, OPDH; Alanopine 

dehydrogenase, ALPDH; Strombin dehydrogenase, STRDH), as well as the 

activity of Ethanol dehydrogenase (EtOHDH) and Malate dehydrogenase. 

(MDH). The results demonstrate the presence of activity in all the enzymes 

analyzed, in addition to significant correlations (p < 0.05), between LDH and 

OPDH, as well as between STRDH and MDH. MDH also had a significantly 

negative correlation (p < 0.05) with body weight. The results indicate that 

Thecacera darwini is an organism that has the catabolic capacity to cope with 

environmental hypoxia events, however, this capacity decreases with body size. 

Keywords: Nudibranch, Hypoxia, Pyruvate oxidoreductases, Respiration, 

Anaerobic metabolism 
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1.- Introducción 

 

1.1 Antecedentes generales  

 

Uno de los temas menos visibilizados del impacto del cambio climático global es 

la desoxigenación de los océanos. La expansión de las regiones hipóxicas en el 

océano global ha incrementado notoriamente en las últimas décadas (Díaz hy 

Rosenberg 2008, Stramma et al., 2010), incluyendo los sistemas de borde 

oriental (Keelin et al.,2010; Laffoley,2019). Los océanos han perdido alrededor 

de un 2% de su oxígeno disuelto desde la década de 1950 y se espera que 

pierdan aproximadamente un 3-4% de oxígeno disuelto para el año 2100, bajo 

un escenario de evolución sin cambios, aunque la escala de efectos puede variar 

regionalmente (Laffoley, 2019).  

 

La expansión de las zonas hipóxicas puede deberse a cambios de origen 

antropogénico como la eutroficación (ej. residuos industriales y domiciliarios, 

aporte de nutrientes por actividades agrícolas, etc.), de origen natural (ej. 

aumento de la producción primaria), y por el calentamiento global de los océanos 

producidos por el efecto invernadero (Laffoley, 2019). La desoxigenación de los 

océanos puede alterar la función y estructura de los ecosistemas marinos 

(Grantha et al., 2004; Chan et al., 2008; Vaquer-Sunyer y Duarte, 2008), viéndose 

reflejado principalmente en cambios en los ciclos biogeoquímicos, cambios en 

tasas metabólicas de organismos marinos, alteraciones del acoplamiento bento-

pelágico y cambios en la producción pesquera, entre otros (Levin, 2003; Paulmier 

et al., 2008; Ekau et al., 2010; Keeling et al., 2010; Stramma et al., 2010; Seibel, 

2011; Wishner et al., 2013).  

 

Las Zonas de Mínimo Oxígeno (ZMO) se definen como regiones donde las 

concentraciones de oxígeno son inferiores a 0,5 ml L-1, y normalmente se 

encuentran en zonas intermedias de la columna de agua, a profundidades entre 

100 a 1300m (Levin, 2003). Una importante ZMO existe en el Sistema de la 

Corriente de Humboldt (SCH) (Fuenzalida et al., 2009), el que ha sido 
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caracterizado como una de las áreas de mayor productividad primaria en el 

mundo (Thomas et al.,1994; González et al.,1998; Montecinos et al., 1998; Daneri 

et al., 2000) y por presentar una amplia zona subsuperficial con muy bajas 

concentraciones de oxígeno (Sievers y Silva, 1975; Silva y Neshyba, 1979; 

Quiñones et al., 2010). El alto nivel de productividad es inducido principalmente 

por la surgencia costera forzada por el viento (e.g. Arcos y Navarro, 1986; 

Fonseca y Farías, 1987).  

 

En el Sistema de la Corriente de Humboldt, la ZMO se extiende a lo largo de la 

costa, sobre la plataforma continental y el talud (Alheit y Bernal, 1993) y el agua 

ecuatorial subsuperficial que la compone, es transportada en dirección sur por la 

Contracorriente de Günther (Brandhorst, 1971; Silva, 1981; Pizarro-Koch et al. 

2019). Más precisamente, la información disponible sobre la extensión de la ZMO 

frente a Chile establece que, en el norte, esta puede ser encontrada a 

profundidades menores de 50 m (Morales et al.,1996; Valdés et al., 2021) y en el 

área de Concepción (área centro sur de Chile), ha sido descrita asociada a 

amplias áreas de la plataforma y próximas al fondo (< 1 mLO2/L), que son 

estacionalmente expuestas a la condición de bajo oxígeno (Ahumada y Chuecas, 

1979; Ahumada, 1989). Hacia el sur, la ZMO se hace más débil, por cuanto 

aumenta el contenido de oxígeno y se profundiza llegando a los 250 m (Grados, 

1989). 

 

La ZMO presente en el sistema de la Corriente de Humboldt constituye una de 

las más grandes de los océanos (Levin, 2003; Quiñones et al., 2009; Fuenzalida 

et al., 2009) caracterizándose por ser parte de una de las áreas de mayor 

productividad primaria en el mundo (Thomas et al.,1994, González et al., 1998; 

Montecinos et al.,1998)  y una barrera importante para la distribución vertical de 

los organismos marinos (White, 1988; Eissler y Quiñones,1999; Escribano y 

Hidalgo, 2000; González y Quiñones 2000, 2002; Ulloa et al., 2001, Gallardo et 



 
 
 
 
 
 

3 
 

al., 2004). Generalmente, la aparición de condiciones de bajo oxigeno (<1 ml L.1) 

más superficiales se incrementa a principios de primavera y disminuye en otoño 

(Ahumada et al., 1983; Hernández- Miranda et al., 2010).  

 

Los estudios sobre la actividad biológica asociada a la ZMO han estado centrados 

principalmente en zonas más superficiales sobre la oxiclina. Esta ha sido descrita 

como un sitio de alta actividad biológica y biogeoquímica; no obstante, se ha 

mencionado que algunos organismos deben estar adaptados a las condiciones 

extremas de bajo oxígeno, como las existentes en el núcleo de la ZMO (Wishner 

et al., 1995). En este contexto, los organismos que permanecen o migran a través 

de áreas donde existe una ZMO, deben presentar adaptaciones bioquímicas que 

reflejan metabólicamente la presencia del gradiente ambiental de oxígeno 

(González y Quiñones, 2002). Estas adaptaciones, en términos energéticos, 

apuntan hacia el uso de vías catabólicas anaeróbicas (González y Quiñones, 

2000).  

 

La biodiversidad que se encuentra asociada de manera permanente o 

semipermanente a zonas hipóxicas debe estar adaptada a la baja disponibilidad 

de oxígeno (Childress y Siebel, 1998) utilizando varias estrategias, tales como 

como: (i) una incorporación de oxígeno más efectiva, (ii) demandas metabólicas 

reducidas y (iii) uso del metabolismo anaeróbico (Childress y Siebel, 1998). En 

este último caso los taxa que presentan la capacidad de realizar metabolismo 

anaeróbico, pueden sobrevivir a condiciones de hipoxia por largos periodos de 

tiempo (González y Quiñones, 2000).  
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1.2 Algunos antecedentes del catabolismo anaeróbico y aeróbico 

relevantes a la presente investigación 

 

La historia y evidencia del estado primigenio de nuestro planeta indican que 

ocurrió bajo condiciones altamente reducidas (Walker, 1981; Lyons et al., 2014). 

Esto sugiere, tanto la ausencia de oxígeno molecular en la atmósfera primitiva, 

así como también, la antigüedad de la aparición del catabolismo anaeróbico para 

la producción de energía al interior de la célula (Hochachka y Somero, 1984). La 

conservación de la información en el genoma que codifica para este tipo de 

catabolismo durante la transición, desde una atmósfera anóxica hasta la actual 

existencia esencialmente basada en el oxígeno, sugiere la importancia del 

catabolismo anaeróbico involucrado en la plasticidad metabólica requerida para 

enfrentar un gradiente redox ambiental y/o fisiológico (Livingstone, 1983). El 

catabolismo corresponde al eje del flujo energético termodinámicamente 

favorecido y que se expresa como un valor característico (actividad) de las vías 

metabólicas que lo conforman (Nelson y Cox, 2000). En términos 

biogeoquímicos, la actividad enzimática corresponde al proceso iterativo, que 

cinéticamente es responsable de la distribución de los compuestos orgánicos y 

de muchos equilibrios redox que involucran elementos traza en el océano (Libes, 

1992). Sobre las vías metabólicas que participan en el catabolismo y en 

particular, con respecto a la actividad enzimática del catabolismo anaeróbico, la 

vía del lactato y las opinas han sido caracterizadas de manera general, como la 

actividad de las piruvato oxidorreductasas (POR’s). Estas, en conjunto con la 

actividad de etanol dehidrogenasa (EToHDH), son definidas como las vías 

fermentativas en procariontes y metazoarios (Gottschalk, 1978; Hochachka y 

Somero, 1984). La fermentación también define los procesos catabólicos que no 

involucran cadenas respiratorias con oxígeno, nitrato, sulfato o fumarato como 

aceptor final de electrones (Hochachka y Somero, 1984; Fenchel y Finlay, 1995; 

Moat et al. 2002).  
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Los organismos capaces de utilizar alguno de los elementos de la cadena 

transportadora de electrones en ausencia de oxígeno molecular, son clasificados 

como anaerobios facultativos y el proceso se denomina “respiración anaeróbica” 

(Fenchel y Finlay, 1995). También, como elementos del catabolismo celular, las 

dos isoenzimas conocidas de la malato dehidrogenasa (MDH) en eucariontes, 

están involucradas en varias reacciones del metabolismo energético (Lehninger, 

1975). Ambas isoenzimas comparten la función de intercambio de electrones 

desde el citoplasma a la matriz mitocondrial y viceversa. La isoenzima 

citoplasmática (c-MDH), intercambia equivalentes de electrones desde el 

citoplasma hacia la matriz mitocondrial, vía reducción de oxalacetato a malato en 

presencia de NADH. El malato, que puede difundir a través de la membrana 

mitocondrial, en el interior de la matriz es oxidado nuevamente a oxalacetato por 

la isoenzima mitocondrial (m-MDH). El retorno del oxalacetato hacia el citoplasma 

es vía su transformación a aspartato, lo que une la actividad de MDH a las 

reacciones de transaminación (Figura 1; detalles en Nelson y Cox, 2000). La 

regulación de este proceso es clave para mantener el balance redox intracelular 

durante el catabolismo anaeróbico intenso (alta tasa catabólica), de manera 

similar a la captura de electrones en los productos de las vías fermentativas 

(Hochachka y Somero, 1984). 

 

En cuanto al catabolismo aeróbico, la actividad de citrato sintasa (CS) se ubica 

al inicio del ciclo del ácido cítrico. CS cataliza la formación de citrato a partir de 

acetyl-CoA y oxalacetato. Este es un importante sitio de regulación en el ciclo de 

Krebs, por lo que su actividad ha sido utilizada como un índice cuantitativo de 

esta vía metabólica (Lehninger, 1975). Entre las vías del piruvato oxidorreductasa 

(POR’s), la más común en el reino animal es la vía del lactato, caracterizada por 

el uso de un solo sustrato (piruvato) y la generación de un último producto 

(lactato) utilizando depósitos endógenos de energía (glucógeno). Además de la 



 
 
 
 
 
 

6 
 

vía del lactato, también existe la vía de las opinas que requiere dos sustratos 

(piruvato + aminoácido; aminoácido=arginina, alanina o glicina), produciendo un 

solo producto (octopina, alanopina o estrombina, respectivamente) (Lehninger, 

1975). La dependencia de las vías de las opinas de dos sustratos podría generar, 

teóricamente, un potencial energético menor en comparación con la vía del 

lactato (Livingstone, 1983). En relación con los productos finales de estas rutas 

metabólicas, el lactato es 20 veces más ácido que la octopina (Zammit, 1978). 

 

El análisis de enzimas involucradas en la respiración anaeróbica, se utiliza como 

un enfoque para evaluar el grado de dependencia respecto del metabolismo 

anaeróbico de especies que habitan zonas expuestas a eventos o periodos de 

hipoxia (Childress y Seibel, 1998).  

 

Todas las actividades enzimáticas descritas anteriormente, están involucradas 

en el catabolismo celular, desde la fermentación pura, hasta la utilización de la 

cadena transportadora de electrones (ETS). La moneda común entre ellas es la 

utilización como co-substrato del par redox NADH (especie reducida) 

/NAD+(especie oxidada), el que está íntimamente involucrado en la 

transformación de energía al interior de la célula. La excepción al uso directo del 

par redox NADH/NAD+ en las reacciones catalizadas por las enzimas antes 

descritas, corresponde a la reacción catalizada por CS. Esta enzima se relaciona 

indirectamente con par redox NADH/NAD+, a través de uso del oxalacetato que 

provee parte del esqueleto carbonado para la síntesis de citrato en la matriz 

mitocondrial (González, 2002). En el Sistema de la Corriente de Humboldt, los 

estudios relacionados al catabolismo anaeróbico se han centrado en la 

adaptación de los organismos pelágicos (González y Quiñones, 2002; 2009) y 

bentónicos (González y Quiñones, 2000) a condiciones de hipoxia. En este 

contexto, la actividad enzimática anaeróbica en especies del orden nudibranquia 

presentes en las costas del Sistema de la Corriente de Humboldt no ha sido 
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previamente estudiado. De hecho, el catabolismo anaeróbico de nudibranquia a 

nivel mundial, ha sido objeto de escasos estudios (Caldwell y Donovan, 2003). 

 

 

1.3 Orden Nudibranquia  

 

Los nudibranquios, comúnmente llamados babosas de mar, se agrupan en un 

único orden del Phyllum Mollusca, dentro de la subclase Opisthobranquia de la 

clase gastropoda (Meléndez, 1982). Conforman el Orden Nudibranquia, el cual 

agrupa alrededor de 6000 especies (Behrens, 1991; Hermosillo et al., 2005). La 

principal característica de este Orden, es estar formado por animales que han 

sufrido un proceso de detorsión, al ir perdiendo la concha y la limitación que 

supone su abertura, de esta manera han ido adquiriendo una simetría bilateral 

secundaria (Gosliner, 1994; Mikkelsen, 1998). En el caso de los nudibranquios, 

la concha llega a desaparecer por completo durante la metamorfosis larvaria y, 

por tanto, también la cavidad paleal, cuya desaparición implica dejar las 

branquias sin protección, desnudas, de aquí su nombre “nudibranquios” 

(branquias al desnudo) (Herrero, 2015). Los nudibranquios se encuentran en 

todos los ecosistemas marinos y, aunque no suelen ser encontrados 

normalmente en ambientes extremos, se han descrito varios géneros a 

profundidades superiores a los 3000 m, y uno de ellos en fuentes hidrotermales 

(Valdés, 1998).  

 

La capacidad de los nudibranquios de producir sustancias químicas, ha 

despertado el interés de su uso para fines medicinales desde la época de los 

romanos. Así, muchos de los productos químicos naturales sintetizados por los 

opistobranquios como las prostaglandinas, productos antibacterianos, fungicidas, 

entre otros, son actualmente utilizados en farmacología y biotecnología (Flam, 

1994).  
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El estudio de los nudibranquios no ha sido prolífico, como es el caso de otros 

gasterópodos, pero en la última década, gracias a la tecnología, fotografía y 

buceo submarino, se ha despertado un mayor interés en ellos.  

 

El presente Seminario de Título, busca aportar al conocimiento de este 

interesante y poco estudiado taxón, mediante la determinación de la capacidad 

metabólica de la especie Thecacera darwini para enfrentar la hipoxia ambiental.  

 

Thecacera darwini (Figura 2) es un nudibranquio que tiene el cuerpo alargado, 

es de color blanco transparente con puntos negros, en la punta de la cola y las 

branquias su color es anaranjado (Schroedl, 2003). Presenta un par de 

proyecciones digitiformes dorsales detrás de las branquias, pliegues de rinoforos 

lobulados anaranjados, y 5 ramos branquiales. T. darwini  se distribuye desde 

Antofagasta (balneario Juan López) hasta el Estrecho de Magallanes, siendo 

abundante en paredones de roca en la zona intermareal y submareal alcanzando 

12 metros de profundidad (Zagal y Hermozilla, 2007). Se alimenta del briozoo 

Baenia magallanica, esta especie se puede encontrar hasta un tamaño de 4,5cm 

de largo (Schroedl, 2003). La ubicación geográfica de esta especie, sugiere que 

debería tener una amplia capacidad metabólica para enfrentar las condiciones de 

hipoxia ambiental que se observan en distintos grados de frecuencia e intensidad 

en las costas de la zona centro sur de Chile (ej. Hernández- Miranda et al., 2010, 

2012; Hernández y Tapia, 2021). 
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1.4   Objetivos 

 

1.- Determinar la actividad enzimática aeróbica potencial del nudibranquio 

Thecacera darwini. 

 

2.- Determinar la actividad enzimática anaeróbica del nudibranquio Thecacera 

darwini. 

 

 

1.5 Hipótesis de trabajo 

 

Hipótesis 1: El nudibranquio Thecacera darwini posee capacidades de tolerancia 

a la hipoxia mediante la actividad de enzimas que participan en la respiración 

anaeróbica.  

 

Hipótesis 2: Debido a la dependencia de la pared corporal para el intercambio 

gaseoso, la actividad aeróbica especifica de Thecacera darwini es inferior a la de 

otros moluscos no nudibranquios. 
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2.- Materiales y métodos  

 

2.1.- Área de estudio   

Los ejemplares de Thecacera darwini fueron obtenidos en Bahía Coliumo 

(36°32’12.3’ S, 72°57’10.2 W’; Figura 3), en la zona centro sur de Chile, 

específicamente en el centro de mitilicultura llamado “Granja Marina Coliumo”.  

Treinta y dos ejemplares de T. darwini fueron recolectados el 11 de noviembre 

del 2022, en las cajas y cuelgas de la granja, la cual está localizada a unos 200 

m de la costa, aproximadamente. Las cuelgas y cajas se removieron del agua y 

los especímenes se recolectaron manualmente en baldes con agua de mar del 

lugar, de forma muy cuidadosa y utilizando guantes de nitrilo, debido a la 

toxicidad de los nudibranquios. Los ejemplares estaban originalmente localizados 

entre 2 y 4 metros de profundidad.  

 

2.2.- Preparación de muestras 

Los ejemplares obtenidos fueron llevados rápidamente a tierra, donde se había 

habilitado con anterioridad una zona experimental para el registro del peso con 

balanza analítica (peso en g). Inmediatamente después del pesado, cada 

espécimen fue almacenado con pinzas en crioviales de 5 ml y mantenidos en 

nitrógeno líquido (-190°C).  

Además, se fijaron especímenes de Thecacera darwini con alcohol al 70% en 

frascos de vidrio de borosilicato de 50ml. Las muestras se trasladaron al 

Laboratorio de Metabolismo y Ecoalometría del Departamento de Oceanografía 

de la Universidad de Concepción, donde se realizó la fase experimental.  
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2.3.- Homogenización  

El tampón de homogenización contenía 400 mM tampón fosfato (K2HPO4), pH 

7.9, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0.3% (peso/vol) polivinil pirrolidona (PVP), 5mM 

EDTA, 0.1% (vol/vol) Triton X-100, 3% (peso/vol) Sero Albúmina de Bovino (BSA) 

basado de Packard et al.,1971. Las muestras fueron homogenizadas mediante 

un Ultra-Turrax siempre manteniendo la cadena de frio en todo el procedimiento 

(-20ºC). La cantidad de solución tampón que se agregó a cada muestra, se 

calculó utilizando un factor de dilución de 1:20, se utilizó el organismo completo, 

realizando tres subreplicas por muestra (i.e. por triplicado). Los homogeneizados 

se centrifugaron a 5000 x g durante 5 minutos a 4ºC. Una parte del sobrenadante 

se utilizó para la medición del sistema de transporte de electrones (ETS) y el resto 

para la determinación de la actividad enzimática aeróbica y anaeróbica.   

 

 

2.4.- Determinación actividad enzimática 

Las enzimas analizadas fueron: piruvato oxidorreductasas (POR’s): lactato 

dehidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27), octopina dehidrogenasa (OPDH, EC 

1.5.1.15), alanopina dehidrogenasa (ALPDH, EC 1.5.1.17), strombina 

dehidrogenasa (STRDH, EC 1.5.1.22), Etanol dehidrogenasa (EtOHDH, EC 

1.1.1.1). Todas las actividades se expresaron como actividades específicas 

aparentes en μmol NADH min-1 g-1 peso húmedo (UI g-1 peso húmedo). 

 

Las actividades de las POR’s (LDH, OPDH, ALPDH y STRDH) fueron medidas 

utilizando una mezcla de reacción modificada desde el método de Schiedek 

(1997). Se utilizó tampón 400mM K2HPO4 (pH 7.9 a 20ºC), 0.1 mM NADH. Se le 

agregó 3.2 mM de piruvato para LDH, 3.2 mM piruvato y 27 mM arginina para 

OPDH, 3.2 mM piruvato y 1250 mM de alanina para ALPDH, y 3.2 mM piruvato y 

1250 mM glicina para STRDH.  Las reacciones se iniciaron con la adición de una 

alícuota de sobrenadante (50µ, 50µ, 25µ, 25µ, 50µ y 50µ, respectivamente para 
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LDH, OPDH, ALPDH, STRDH, EtOHDH y MDH) donde se midió el decaimiento 

de la absorción de NADH (nicotianamina adenina dinucleótido) a 340 nm en un 

espectrofotómetro. Todas las actividades fueron corregidas por el coeficiente de 

extinción del NADH.  

 

La actividad de etanol deshidrogenasa (EtOHDH), se determinó con una mezcla 

de reacción que contenía 400 mM de tampón K2HPO4, pH 7.9 a 20 ºC, 0.1 mM 

NADH y 3.2 mM de acetaldehído. Las reacciones se iniciaron con la adición de 

una alícuota de sobrenadante (25µ), y se midió el decaimiento de la absorción de 

NADH a 340nm en el espectrofotómetro. Todas las actividades fueron corregidas 

por el coeficiente de extinción del NADH. 

 

La actividad de L-malato deshidrogenasa (MDH), se determinó utilizando una 

modificación del método descrito por Childress y Somero (1979) y Vetter et al. 

(1994). La mezcla de reacción contenía 400 mM de tampón K2HPO4, pH 7.9 a 

20 ºC, 0.1 mM NADH,1.5 mM MgCl2 • 6H2O, 0.1 mM de NADH 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 el coeficiente de extinción del NADH. 

 

2.5 Citrato sintasa (CS)  

La actividad de la enzima citrato sintasa (CS) se determinó utilizando una versión 

modificada del método de Childress y Somero (1979), y Vetter et al. (1994). La 

mezcla de reacción contenía 500 mM imidazol/HCl (pH 8.0 a 20º C), 1.5 mM 

MgCl2 • 6H2O, 0.1 mM de ácido 5.5 ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB), 0,06 mM 

acetylCoA y 32 mM oxalacetato. El sobrenadante se adicionó al medio de 

incubación a 20ºC por 20min, luego se añadió el oxalacetato 0,2mM y se midió 

la absorbancia de CS a una longitud de onda de 412 nm en el espectrofotómetro. 
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Todas las actividades fueron corregidas por el coeficiente de extinción del DTNB. 

La CS fue expresada en µmol DTNB min-1 g-1ww. 

 

2.6 Cadena transportadora de electrones (ETS) 

La actividad potencial de la cadena transportadora de electrones se determinó 

mediante la técnica ETS propuesta por Packard (1969, 1985) y Packard et al. 

(1971). Este es un método enzimático indirecto, utilizado para estimar la tasa de 

consumo de oxígeno como expresión de la máxima actividad potencial del 

transporte de electrones en la cadena respiratoria a nivel mitocondrial. Cada 

muestra se analizó por triplicado. Se agregó el sobrenadante (250 µL) para los 

análisis de control y test y luego se incubó por 20 minutos a 20°C en oscuridad; 

se agregó solución de paro (125 µL) bajo campana y finalmente se midió la 

absorbancia a 490 nm en espectrofotómetro. La unidad utilizada para la actividad 

de ETS son µL O2 h-1g-1 ww. 

 

2.7 Análisis estadístico  

Se utilizó el método de correlación de Pearson (Zar, 1984), y análisis de regresión 

lineal mediante el programa Minitab statistical software.  
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3.- Resultados 

 

3.1 Estructura de tallas de las muestras de Thecacera darwini 

Los especímenes de Thecacera darwini se encontraban en buenas condiciones 

el día de su recolección, permaneciendo activos hasta su crio-preservación. Se 

recolectó un total de 32 individuos, 30 utilizados en los experimentos para 

determinar la actividad enzimático y del ETS, y 2 fijados en alcohol al 70% para 

confirmación taxonómica. El peso corporal varió entre los 0,1136 y 1,127g, la 

frecuencia más alta con relación al peso, fue de 15 organismos que pesaban 

entre los 0,200-0,400g (Figura 4, ver Anexo 1). 

 

3.2 Actividad enzimática aeróbica   

La actividad de CS varió entre los 0,19 y 1,15 µmol DTNBmin-1g-1ww (Figura 5) y 

no presentó asociación con el peso corporal, ni con las demás enzimas 

analizadas (p >0,05).  

En cuanto a la ETS, su actividad varió entre los 0,86 y 3,37 µl O2 h-1g-1ww, 

teniendo T. darwinii una actividad promedio de 2,47 µl O2 h-1g-1ww (Figura 5). 

ETS presenta una correlación negativa para ETS-ALPDH (p < 0,005) y ETS-

EtOHDH (p < 0,05).  

Por otra parte, no se encontró una correlación significativa entre CS y ETS (p > 

0,05).  

 

3.3 Actividad enzimática anaeróbica 

La determinación de actividad enzimática anaeróbica en los ejemplares 

muestreados desde el ambiente, muestran la existencia de actividad para todas 

las enzimas del catabolismo anaeróbico ensayadas en Thecacera darwini . La 

actividad de LDH fue significativamente mayor (p < 0,05), que el resto de las POR 

(Figura 6). No obstante, las PORs en su conjunto son al menos un orden de 

magnitud menor que la actividad de MDH (Figura 7).  
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3.3.1 Correlación entre las actividades de enzimas vinculadas al 

metabolismo anaeróbico 

Se encontraron correlaciones significativas entre las siguientes enzimas: 

OPDH/LDH (p<0,000, Figura 8a), STRDH/LDH (p<0,000, Figura 8b), MDH/LDH 

(p<0,006, Figura 8c), STRDH/OPDH (p<0,012, Figura 8d), STRDH/ALPDH 

(p<0,008, Figura 8e) y EtOHDH/ALPDH (p<0,000, Figura 8f).  

 

La correlación entre las actividades enzimáticas, calculada previa transformación 

logarítmica en base 10, evidenció que las actividades de ALPDH y OPDH 

presentan una correlación positiva significativa (p= 0,024) (Figura 9). 

 

3.4 Alometría  

No se encontró ninguna correlación entre el tamaño corporal (peso) y la actividad 

de las enzimas aeróbicas y anaeróbicas analizadas, con excepción de la relación 

negativa entre la MDH y el peso corporal (Log-Log) (p < 0,05; r2 = 0,16; Figura 

10). Así también la razón MDH/ALPDH correlaciona negativamente (r2= 0,19; p < 

0,05) con el peso (Figura 11).  
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4.- Discusión  

 

Los grandes sistemas de borde oriental, como es el caso del Sistema de la 

Corriente de Humboldt frente a las costas de Chile, son afectados de forma 

natural por hipoxia producida por la surgencia costera (Diaz y Rosenberg, 2008; 

García-Reyes et al., 2015). 

El Sistema de la Corriente de Humboldt, presenta una alta variabilidad costera, 

en cuanto a temperatura y concentración de oxígeno en la columna de agua, 

especialmente influenciados por eventos de surgencia que transportan hacia la 

superficie agua ecuatorial subsuperficial fría, rica en nutrientes, pero pobre en 

contenido de oxígeno(Thiel et al., 2007; Quiñones et al., 2010). Cabe destacar, 

que la temperatura regula tasas de procesos ecológicos que son determinantes 

para el funcionamiento del océano, desde el nivel celular hasta el ecosistémico 

(Bruno et al. 2015). 

Existe evidencia de que la hipoxia puede afectar las tasas de mortalidad y otras 

variables ecológicas críticas (ej. predación, alimentación) en especies de 

nudibranquia (Sagasti et al., 2001), así como también la sobrevivencia de huevos 

(Moran y Woods 2010). Por otra parte, la respuesta de nudibranquia a cambios 

en la temperatura ambiental puede ser compleja, donde la plasticidad a la 

tolerancia al calor (“heat tolerance plasticity”) está negativamente correlacionada 

con la tolerancia inherente al calor (“inherent heat tolerance”) (Armstrong et al., 

2009). En consecuencia, se infiere que especies de nudibranquia que habitan en 

sistemas costeros, que presentan alta variabilidad en cuanto a la temperatura y 

el contenido de oxígeno en la columna de agua, como es el caso del sistema de 

surgencia de la costa centro sur de Chile (De La Maza y Farías, 2023), debieran 

presentar algún tipo de adaptación (ej. metabólica, fisiológica, morfológica o 

conductual) para poder sobrevivir en este cambiante hábitat. 
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4.1 Actividad anaeróbica  

 

La presencia de actividad enzimática en todas las POR’s ensayadas, más la 

EtOHDH, indica que Thecacera darwini posee varias alternativas catabólicas 

para resistir condiciones ambientales hipóxicas (Figuras 6 y 7). Este resultado es 

consistente con el planteamiento general de que, a mayor número de estas 

enzimas en un organismo acuático, mayor es su capacidad metabólica para 

enfrentar condiciones de hipoxia (Grieshaber et al., 1994; González y Quiñones, 

2000).  

 

Livingstone et al. (1983) midió la actividad de las POR’s en los nudibranquios 

Aeolidia papillosa, Jorunna tornentosa y Goniodoris nodosa, donde se detectó 

actividad de LDH Y MDH para las tres especies, siendo J. tornentosa y G. nodosa  

(0,47 UI g-1ww y 0,52  UI g-1ww, respectivamente), un orden de magnitud menor 

para la actividad de LDH, en comparación con T.darwini. No obstante, Aeolidia 

papillosa posee una actividad promedio de LDH de 3.54 UI g-1ww, la que se 

encuentra en el mismo orden de magnitud que T.darwini. Las tres especies 

anteriores no presentaron actividad de las opinas dehidrogenasas.  

 

Así también, el nudibranquio Melibe leonina (Caldwell y Donovan, 2003), a 

diferencia de lo observado en el presente trabajo con T. darwini, no posee 

actividad de opinas dehidrogenasas. Por otra parte M. leonina presentó una 

actividad de LDH promedio de 0,23 UI g-1ww, que corresponde a un orden de 

magnitud menor a la actividad determinada en T. darwini (1,02 ± 0,49 UI g-1ww). 

No obstante, se debe considerar que M. leonina (10 cm de largo aprox.), presenta 

un tamaño corporal alrededor de 10 veces mayor que T. darwini (1cm de largo 

aprox.), lo que no sería consistente con el principio alométrico descrito para la 

LDH que establece que a mayor tamaño mayor actividad de esta enzima 

(Goolish, 1991). En consecuencia, T.darwini podría enfrentar comparativamente 
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mejor condiciones ambientales hipóxicas que M. leonina, ya que no solo tienen 

una mayor actividad de LDH por gramo de tejido que M. leonina, sino que también 

posee el resto de la “batería” enzimática de las POR’s, las cuales no fueron 

encontradas en M. leonina.  

 

La actividad promedio de EtOHDH en T. darwini, se encuentra en el mismo orden 

de magnitud que para el poliqueto bentónico Hyalinoecia artifex (Jessen et al., 

2009). Si bien la actividad de EtOHDH es baja en ambas especies, esta enzima 

se suma a la batería de enzimas presentes en T. darwini para enfrentar las 

condiciones de hipoxia ambiental, ya que la presencia de un mayor número de 

enzimas permitiría una mejor adaptación a las condiciones de hipoxia 

(Grieshaber et al., 1994).  

 

Con respecto a otros moluscos que habitan en Chile, los valores aquí reportados 

para LDH, OPDH, ALPDH y STRDH están en el mismo rango a los informados 

por Grandon et al., (2008) para el bivalvo de agua dulce Diplodon chilensis, el 

que posee una gran adaptación a las condiciones de hipoxia ambiental. En este 

molusco, también se ha descrito una correlación positiva entre la actividad de la 

LDH y MDH en organismos expuestos a condiciones de anoxia experimental por 

más de un mes (Grandon et al., 2008).  

 

La MDH es una enzima que mantiene el balance redox entre el citoplasma y la 

matriz mitocondrial durante el catabolismo anaeróbico intenso (Hochachka y 

Somero, 1984). De las dehidrogenasas determinadas en el presente trabajo, 

MDH es la que presenta la mayor actividad (Figura 7), no obstante, la actividad 

de MDH es a lo menos un orden de magnitud menor que la determinada en D. 

chilensis (Grandon et al., 2008). A pesar de que ambos organismos pertenecen 

a la clase molusca, D. chilensis es un organismo sésil, en contraste a los 

nudibranquios que pueden nadar por combinación de ondas musculares y el 
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desplazamiento de los cilios del pie (Herrero, 2015), lo que implica que puede 

desplazarse en la columna de agua y buscar condiciones más favorables para 

enfrentar la hipoxia ambiental. 

 

La relación de la MDH y las POR’s ha sido utilizada como un indicador de la 

adaptación de los organismos a condiciones de mínimo oxígeno (Shapiro y 

Bobkova, 1975). En el presente estudio, la actividad de las PORs están en el 

mismo orden de magnitud a las determinadas para D. chilensis (Grandón et al., 

2008) y a pesar de que la actividad de MDH en T. darwini es aproximadamente 

la mitad que en D. chilensis, la relación MDH/PORs en T.darwini es mucho mayor 

a 1 (Tabla 1), valor que se ha establecido como un límite para la adaptación a las 

condiciones de hipoxia ambiental.  

 

En T. darwini, la relación MDH/ALPDH se correlaciona negativa y 

significativamente con el peso (p < 0,05; Figura 11), lo que indicaría que a medida 

que T. darwini crece, esta especie también se haría más sensible a las 

condiciones de hipoxia ambiental, lo que sería consistente con observaciones del 

lugar de la toma de muestras del presente estudio (i.e. Granja Marina de 

Coliumo), que sitúa a los individuos más grandes cerca de la superficie y a los 

más pequeños en una porción más profunda de la columna de agua, sobre el 

substrato desde donde fueron obtenidos.  

 

Si bien los resultados obtenidos en este estudio corresponden a una respuesta 

metabólica a corto plazo de T. darwini, la caracterización de la actividad 

enzimática obtenida corresponde a la condición en estado natural de su 

metabolismo anaeróbico y representa su estrategia metabólica adaptativa 

potencial frente a la disminución de oxígeno en el medio. Esta capacidad es 

crucial en lugares como Bahía Coliumo donde ocurren eventos de hipoxia 

ambiental severos con cierta frecuencia (ej. Hernández-Miranda et al. 2017). Por 
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ejemplo, en enero del año 2008, Bahía Coliumo registró un intenso evento de 

hipoxia ambiental, provocando una mortalidad masiva de peces y otros 

componentes de la comunidad bentónica y pelágica (Hernández-Miranda., et al. 

2010, 2012). 

 

4.2 Actividad aeróbica  

La citrato sintasa es una enzima clave del ciclo del ácido cítrico o ciclo de Krebs. 

Este ciclo une la glicólisis con la cadena transportadora de electrones (ETS). En 

el presente trabajo, la actividad de CS fue determinada en el rango entre los 0,19 

y los 1,15 µmol DTNBmin-1g-1ww, siendo esta actividad en el mismo rango a la 

descrita por Baldwin et al., (2007) para el molusco abalón Haliotis asnina (0,2 

µmol DTNBmin-1g-1ww). Este abalón también ha sido descrito como un organismo 

capaz de adaptarse a condiciones de baja concentración de oxígeno ambiental 

(Baldwin et al., 2007), el que también hace uso de la LDH y otras opinas distintas 

a las determinadas en el presente estudio.  

 

Con respecto a la ETS, no existe información en la literatura científica acerca de 

la actividad de ETS en nudibranquios, no obstante, es posible realizar una 

comparación con otros moluscos como Dreissena polymorpha (zebra mussel). 

Para lo anterior se asumió como base de cálculo un porcentaje de agua del 80% 

de T. darwini, como ha sido reportado por Penney (2002) para nudibranquios con 

espículas. En este sentido, la actividad de ETS de T. darwini es a lo menos un 

orden de magnitud menor que para D. polymorppha (Fanslow et al., 2001), lo que 

indicaría que T.darwini,, a pesar de tener intercambio gaseoso de forma cutánea, 

su consumo potencial de oxígeno es menor al de otros moluscos no 

nudibranquios.  
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4.3 Algunas reflexiones sobre la capacidad adaptativa de T. darwini para 

enfrentar la hipoxia ambiental 

 

Si la desoxigenación del océano continúa, como lo predicen diversos modelos de 

cambio climático (ej. Frolicher et al. 2016), en el futuro se esperaría que 

individuos de Thecacera darwini de menor tamaño sean más exitosos con 

relación a la capacidad que tienen de utilizar enzimas anaeróbicas, como 

producto de la relación negativa de la razón MDH/ALPDH y el peso (Figura 11). 

 

La capacidad de los individuos juveniles de Thecacera darwini de soportar bajas 

concentraciones de oxígeno, podría constituir una estrategia evolutiva para 

enfrentar los frecuentes episodios de bajo oxígeno propios del sistema de 

surgencia costera de la zona centro-sur de Chile. Este organismo se reproduce 

en la época donde se desarrollan eventos de surgencia de alta intensidad 

(octubre-noviembre), lo que se asocia a periodos de bajo oxígeno en la columna 

de agua de la zona costera de la Bahía Coliumo. 

 

En base a las observaciones en terreno, los organismos juveniles de menor 

tamaño se encontraron a mayor profundidad, lo que nos permite sugerir que se 

podría tratar de estrategias de sobrevivencia, debido a que a tallas más pequeñas 

se evidencia una mayor actividad de enzimas para el metabolismo anaeróbico. 

 

 

5.- Conclusión 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, sugieren que Thecacera darwini 

es un organismo que posee la capacidad catabólica para enfrentar eventos de 

hipoxia ambiental y/o funcional, no obstante, esta capacidad disminuye a medida 

que se incrementa el tamaño corporal del organismo. 
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RELACION 
MDH/POR's MDH/LDH MDH/OPDH MDH/ALPDH MDH/STRDH Peso g 

Muestra 1                    11,3 12,2 29,9 33,8 0,2887 

Muestra 2  7,1 8,3 26,9 21,4 0,1377 

Muestra 3 7,5 11,2 21,0 20,0 0,2628 

Muestra 4 8,6 15,0 33,2 30,4 0,1526 

Muestra 5  14,0 16,3 33,1 39,4 0,1136 

Muestra 6  7,1 20,0 28,9 21,7 0,5651 

Muestra 7 7,2 28,8 4,8 9,9 1,127 

Muestra 8 17,7 41,1 7,8 16,5 0,746 

Muestra 9 8,1 6,7 26,2 17,0 0,2891 

Muestra 10 22,1 37,0 30,0 28,0 0,2421 

Muestra 11 4,8 6,8 7,8 8,2 0,2776 

Muestra 12 11,6 18,2 37,2 26,8 0,2802 

Muestra 13 3,3 9,2 20,1 24,4 0,906 

Muestra 14  10,0 9,2 16,3 8,9 0,5298 

Muestra 15 6,2 8,8 19,0 8,1 0,3602 

Muestra 16 12,0 40,5 34,0 30,4 0,399 

Muestra 17 25,0 61,8 67,7 84,0 0,308 

Muestra 18 16,2 38,0 53,2 42,9 0,192 

Muestra 19 10,3 23,9 40,5 44,3 0,229 

Muestra 20 17,4 18,1 33,7 33,7 0,222 

Muestra 21  10,7 68,5 49,2 12,1 0,292 

Muestra 22 14,0 23,6 39,7 77,5 0,352 

Muestra 23 14,1 52,3 49,8 52,3 0,495 

Muestra 24 11,1 61,7 35,7 34,9 1,097 

Muestra 25  8,4 30,2 31,4 21,2 0,358 

Muestra 26 12,7 70,0 37,5 45,7 0,38 

Muestra 27  17,2 50,8 44,7 46,6 0,184 

Muestra 28 16,6 44,1 45,9 47,8 0,132 

Muestra 29 28,7 58,2 58,2 62,1 0,136 

Muestra 30 19,5 33,8 28,0 46,0 0,965 

 

Tabla 1: Relación Malato dehidrogenasa (MDH = µmol NADH min-1 g-1) entre las 

Piruvato oxidorreductasa (POR’s = µmol NADH min-1 g-1) y el peso g de 

Thecacera darwini.  
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Figura 1: Reacciones catalizadas por la actividad de MDH y su unión con las 

reacciones de transaminación y el equilibrio de NADH entre el 

citoplasma y la matriz mitocondrial, obtenida de Nelson y Cox, (2000).  
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Figura 2: Fotografía de ejemplares de Thecacera darwini 

Fuente: https://www.diverkevin.com/South-America/Chile/Valparaiso-Chile-1/i-bJ6Qswv/ 

 

 

 

  

https://www.diverkevin.com/South-America/Chile/Valparaiso-Chile-1/i-bJ6Qswv/


 
 
 
 
 
 

25 
 

 

 

 

 

Figura 3: Ubicación del área de obtención de muestras de Thecacera darwini en 

la Granja Marina de Coliumo (36°32’12.3’ S, 72°57’10.2’ W). En rojo se 

indica la zona de recolección. 
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Figura 4: Histograma de frecuencia del peso (g) de las muestras de Thecacera 

darwini (n=30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Actividades enzimáticas promedio de citrato sintasa (CS = µmol 

DTNBmin-1g-1ww) y actividad potencial promedio del sistema 

transportador de electrones (ETS = µl O2 h-1g-1ww) en el nudibranquio 

Thecacera darwini. Las barras en el grafico indican la desviación 

estándar.  
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Figura 6: Actividades enzimáticas promedio en el nudibranquio Thecacera 

darwini, Lactato dehidrogenasa (LDH), octopina dehidrogenasa 

(OPDH), alanopina dehidrogenasa (ALPDH), strombina 

dehidrogenasa (STRDH), etanol dehidrogenasa (EtOHDH) (µmol 

NADH min-1 g-1). No se ha incluido en este gráfico la actividad de 

malato dehidrogenasa (MDH; ver Figura 7). Las barras en el gráfico 

indican la desviación estándar. 
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Figura 7: Actividades enzimáticas promedio analizadas en el nudibranquio 

Thecacera darwini, Lactato dehidrogenasa (LDH), octopina 

dehidrogenasa (OPDH), alanopina dehidrogenasa (ALPDH), 

strombina dehidrogenasa (STRDH), etanol dehidrogenasa (EtOHDH) 

y Malato dehidrogenasa (MDH) (µmol NADH min-1 g-1), las barras de 

error en el grafico indican la desviación estándar. 
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a)                                                             b) 

c)                                                                  d)                         

 

e)                                                                   f) 

 

                  

 Figura 8: Grafico de dispersión de las regresiones lineales enzimáticas significativas 

(p<0,05) en el nudibranquio Thecacera dariwni en µmol NADH min-1 g-1 , a) 

correlación OPDH/LDH (p<0,000), b) correlación STRDH/LDH (p<0,000), c) 

correlación MDH/LDH (p<0,006), d) correlación STRDH/OPDH (p<0,012), e) 

correlación STRDH/ALPDH (p<0,008), f) correlación EtOHDH/ALPDH (p<0,000).   
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Figura 9: Grafico de dispersión de la regresión lineal significativa de ALPDH/ OPDH 

logarítmica de Thecacera darwini (p=0,024) en µmol NADH min-1 g-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Grafico de dispersión de la regresión lineal significativa entre MDH/Peso g 

logarítmico de Thecacera darwini (p=0,029) en µmol NADH min-1 g-1. 
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Figura 11: Grafico de dispersión de la regresión líneal  logarítmica MDH-

ALPDH/Peso g (p<0,015) de Thecacera darwini.  
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