
Biología Pesquera 17: 73-94, 1988 ISSN N° 0067 - 8767

RESUMEN
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El aporte de la investigación básica ha sido decisivo en el desarrollo de cultivos de organismos marinos. Esta contribu
ción tiene facetas relacionadas, por una parte, con el nuevo conocimiento adquirido al estudiar las especies de interés y, 
por otra, con la creación de tecnologías que permitan manejar cultivares de especies, en este caso, propias del litoral 
chileno. Un ejemplo interesante es la pesquería del "loco" (Concholepas concholepas), cuya explotación está en crisis por la 
sobreexplotación del recurso. Es necesario buscar alternativas para obtener semillas y reclutas con el objeto de 
recuperar las poblaciones naturales y su potencial económico. Forestas razones, hemos iniciado un programa destinado 
al cultivo controlado de la especie. Los objetivos de este trabajo consisten en buscar marcadores del desarrollo larval, 
identificar moléculas relevantes en el asentamiento y metamorfosis y evaluar la existencia de factores de crecimiento en 
esta especie.

Tres proteínas larvales de 180, 119 y 111 kDa, respectivamente, no sintetizadas de novo, prácticamente desaparecen a 
las tres semanas post-eclosión, lo que indicaría una transición importante en la larva planctónica. La actividad específica 
de la acetilcolinesterasa (AChE; EC. 3.1.1.7) aumenta 1,200 veces desde huevo a juvenil, mientras que la actividad de la 
butirilChE (EC. 3.1.1.8) disminuye concomitantemente. Esta evolución inversa define un "Indice Colinérgico de 
Desarrollo Larval”, cuyo valor estaría relacionado con estados precisos del desarrollo. Las larvas velígeras poseen un 
activo metabolismo de macromoléculas sulfatadas, evidenciado por la incorporación de sulfato radiactivo, estas 
macromoléculas sulfatadas tipo proteoglicanes podrían participaren procesos de biomineralización, como por ejemplo, 
la formación de la protoconcha y más importante en procesos relacionados con el asentamiento. Esto último surge del 
hecho que la disminución de la concentración del sulfato en el agua de mar determina una menor movilidad en larvas 
velígeras precompetentes.

Finalmente, nuestros estudios de ingeniería genética muestran que bacterias transformadas con ADN de "loco" 
poseen secuencias homólogas a las de una sonda para hormona de crecimiento humana, indicando la presencia de 
factores de crecimiento en el genoma del "loco".

En conclusión, nuestras observaciones indican que el conocimiento de ciertas características moleculares del “loco" 
podrían ser consideradas como información adecuada para la implementación de tecnologías de manejo larval 
eficientes, viables y compatibles con la protección de la especie y sus niveles tróficos asociados.

Basic research in marine organisms has been an important contribution to the development of aquaculture technolo- 
gies. On one hand, there is the generation of new knowledge concerning the species of interest and on the other, the 
creation of technologies that would allow the management of different cultivara, in this case of species that are native to 
the chileancoast line. This has been largely ignored inourcountry in theexploitationof valuable marine resources. The 
"loco" (Concholepas concholepas) fishery is a dramatic example of this situation because it has becomc an overexploited 
species. It is urgent to search and develop adequate alternatives to obtain seed and recruits for the repopulation of 
natural stocks in order to recupérate their economic potential. Considering the above reasons we have begun a program 
to grow under controlled conditions this organism. The objectives of our work are: search for larval developmental
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species and iheir associaicd trophic levels.

Key words: Loco, devflopment, settlement. inducer, hormone.

are relevant in settlement and nretamorpliosis andmarkers, identify molecules which are relevant in settlement and metamorphosis and to evalúate the presence oí 
growth factors in this species.

Three larval proteins of molecular weights of 180. 119 and 111 kDa respectively which are not syntheziscd de novo 
almost disappear after three weeks of planctotrophic lile indicating a significan! transition in the planetoide larvae. The 
specificactivity ofacetylcholinesterase (AChE; EC. 3.1.1.7.) increases 1,200 limes from egg to juvenile while butvrvlChE 
(EC. 3.1.1.8) diminishes accordingly. This inverse evolution would allow us to define a "Larval Cholincrgic Develop- 
mental Index", a valué related to specific developmental stages. Veliger larvae have an active metabolism ol sulfated 
macromolecules as indicated by radioactive sulfate incorporation; these molecules which probablv correspond to 
proteoglycans may particípate in biomineralization processas for exantple proioconch formaiion and more importan- 
lly in settlement related events. This latter idea was suggested by the fací that decreasing sulfate concentration in the sea 
water determines a behavioral response characterized by a slow down of swimming in pre-competent veliger larvae.

Finally. our genetic engineering studies demonstrated that recombinam bacteria, transformed with "loco" DNA 
have sequences that are homologous to that of a human growth hormone probe indicating the presence of such 
sequence in “loco” genome. Taken together our studies indícate that some "loco" characteristics conld be used for the 
development of efficient and viable technologies of larval management which are compatible with the protection of the

INTRODUCCION

La investigación básica ha contribuido en 
forma decisiva a mejorar la producción de 
cultivos de ostras, abalones, ostiones, mitíii- 
dos, erizos y otros invertebrados marinos co
mercialmente valiosos (Colwell, 1983; Mor- 
se, 1984a). El uso de moléculas conocidas 
como inductores, que en forma específica 
provocan asentamiento y metamorfosis de 
larvas competentes, refleja en forma elo
cuente este aporte (Burke, 1983; Crisp. 
1984; Hadfield, 1984). Estos inductores, aso
ciados a sustratos donde se produce la meta
morfosis y el reclutamiento definitivo de la 
larva en el bentos, son reconocidos por re
ceptores quimosensoriales de la larva (Mor- 
se, 1989). El reconocimiento del inductor 
por los receptores desencadena una respues
ta global en la larva, cuya expresión final la 
constituyen los sorprendentes cambios mor- 
fogenéticos que acompañan la metamorfosis. 
Entre los inductores se encuentran molécu
las tan diversas como neurotransmisores: 
ácido gamma-aminobutírico (GABA) para el 
abalone Haliotis rufescens y otras especies 
(Morse et al., 1979); L-3,4-dihidroxifenilala- 
nina (L-DOPA) y noradrenalina en la ostra 
Crassostrea gigas (Thunberg) (Coon et al., 
1985); ácidos grasos libres en el poliqueto 
Phragmatopoma califomica (Fewkes) (Pawlik & 
Faulkner, 1986) y el epóxido del delta- 
tocotrienol en el hidroide Coryne uchidai (Ka- 
to et al., 1975). En el caso de Haliotis, utilizan
do GABA se ha conseguido un manejo ex
traordinariamente eficiente del asentamien
to y metamorfosis, obteniéndose millones de 
reclutas que pueden eventualmente trans

formarse en adultos (Morse, 1984a). Por otro 
lado, se ha conseguido sustituir el uso de 
GABA, L-DOPA y otros inductores median
te la utilización del ion K+, el cual, a concen
traciones de hasta 20 mM, depolariza la 
membrana epitelial y desencadena la meta
morfosis y reclutamiento (Yool et al., 1986; 
Pechenik & Heyman, 1987).

La aplicación del conocimiento básico en 
el manejo de invertebrados bentónicos no se 
reduce solamente al empleo de inductores 
del asentamiento y metamorfosis. En efecto, 
se están utilizando también técnicas de mani
pulación genética para obtener poblaciones 
homogéneas de individuos de buena calidad, 
aumentar la tasa de crecimiento e incluso 
extender los períodos de explotación, como 
en el caso de la ostra americana (Morse, 
1986; Alien et al., 1986).

Esta situación contrasta claramente con la 
de Concholepas concholepas (Bruguiére, 1789), 
“loco”, un murícido que vive exclusivamente 
en las costas de Perú y Chile (Stuardo, 1979). 
Este gastrópodo está en peligro de extinción 
por la sobreexplotación de las poblaciones 
naturales, debido a su gran valor comercial 
(Castilla, 1983). Siendo el “loco” una especie 
única en el mundo (Castilla, 1976), la tecno
logía para su cultivo no puede ser importada 
como ha sido el caso de la mayoría de los 
cultivos marinos que se explotan en la actua
lidad en nuestro país. Desde esta perspectiva, 
hemos identificado tres problemas que de
ben ser solucionados para emprender el cul
tivo masivo de esta especie: 1) larga vida pelá
gica: la larva velígera tiene un largo período 
de residencia en el plancton, el cual puede
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MATERIALES Y METODOS

ñas (ECIM), Las Cruces, y fue filtrada por 
filtros Millipore de 0,45 pm. El agua de mar 
artificial se preparó de acuerdo a la fórmula 
IV, Woods Hole Marine Biology Labs., USA 
(Cavanaugh, 1956). Las enzimas de restric
ción y el vector KS BlueScript usados en estos 
experimentos fueron comprados en Phar
macia, USA.

Manejo experimental de embriones
Para cada experimento se disecó un número 
adecuado de cápsulas en condiciones estéri
les en agua de mar filtrada o artificial, bajo 
lupa Nikon-TMS. El número de larvas se 
determinó directamente en la lupa luego de 
la disección.

durar hasta 4 meses (DiSalvo, 1988). Esto se 
ha considerado como una limitante potencial 
en el cultivo controlado del “loco” por lo 
prolongado de esta etapa, lo cual ocasiona 
problemas técnicos en la mantención de 
ellos. 2) asentamiento y metamorfosis larval: no 
se conocen los factores inductores del asenta
miento y metamorfosis en este organismo. 
La transición plancton-bentos sería una de 
las etapas más críticas en todo el proceso de 
crecimiento del “loco”, a lo cual se debe agre
gar el desconocimiento absoluto sobre el pro
ceso de reclutamiento en el bentos, y 3) ali
mentación: es necesario definir un régimen 
alimenticio de las larvas y encontrar condi
ciones para acelerar el crecimiento de los 
juveniles y adultos. Con el propósito de con
seguir una tecnología adecuada para cultivar 
“locos” en condiciones controladas, hemos 
iniciado un programa con especial énfasis en 
aspectos de biología celular y molecular de 
este gastrópodo.

Los objetivos del presente trabajo son: 1) 
encontrar marcadores moleculares del desa
rrollo. Para obtenerlos hemos analizado las 
características de la síntesis y modificación 
post-traduccional de polipéptidos de dife
rentes estados larvales, así como también, he
mos estudiado el comportamiento ontogéni
co de la acetiicolinesterasa (AChE: E.C. 
3.1.1.7), una enzima del sistema nervioso que 
puede servir como un marcador específico 
de ciertas etapas del desarrollo; 2) estudiar el 
metabolismo de macromoléculas sulfatadas, 
por la importancia que podrían tener en el 
asentamiento (Morse el al., 1988) y en los 
procesos de biomineralización de la concha 
(Mann, 1988; Krampitz & Grazer, 1988), y 3) 
evaluar la presencia de genes de hormonas 
de crecimiento en este organismo, con la idea 
de producir las hormonas respectivas y po
der usarlas para acelerar la tasa de creci
miento de juveniles y adultos de Concholepas 
concholepas.

Reactivos
Na2S35O.t (carrier free) y S35-metionina 

(688,8 Ci/mmol) fueron adquiridos a Du- 
pont, New England Nuclear, USA. Selenato 
de sodio, DEAE-Sephacel y Sepharose CL- 
4B fueron comprados a Sigma Chem. Co., 
USA. El agua de mar utilizada en este trabajo 
fue obtenida en la costa del Pacífico, frente a 
la Estación Costera de Investigaciones Mari-

Cápsulas: obtención y mantenimiento 
de embriones
Cápsulas, reclutas y juveniles de “loco” fue
ron recolectados por buceo autónomo en 
Quintay (33°20'S, 71°40'O), Las Cruces 
(33°I5'S, 71°38'O610)y El Ciaron (32°42'S, 
71°28'O), V Región. La edad relativa de cada 
grupo de cápsulas fue estimada por examen 
microscópico de una muestra de embriones 
de acuerdo a la descripción de Gallardo 
(1973). Los juveniles y reclutas fueron man
tenidos en acuarios con agua de mar artificial 
con aireación constante entre 12 y I6°C; las 
cápsulas se mantuvieron en acuarios con sis
tema de circulación cerrada de agua de mar, 
purificada por filtración a través de discos 
Millipore de 0,45 pm. Los juveniles fueron 
alimentados con choritos, Perumytilus purpu- 
ratus (Lamarck), cada 2 días y^ayunados 4 
días antes de ser disecados y procesados para 
los experimentos.

Electroforesis en geles de 
poliacrilamida y radioautografía

Los polipétidos de cada estado fueron 
analizados por electroforesis en geles de po
liacrilamida con dodecil sulfato de sodio 
(SDS-PAGE) de acuerdo al método de Laem- 
mli (1971), según lo descrito previamente 
(Inestrosa & Méndez, 1983). De 10 a 100 
embriones fueron solubilizados en amorti
guador de carga 3x(Tris-HCI 195 mM.ditio- 
treitol 15 mM y SDS al 6%) a temperatura 
ambiente y luego hervidos por 5 min antes 
de ser cargados en el gel. En estas condicio
nes, es posible analizar los polipéptidos de 
1-3 de larva velígera por carril de un gel de 
0,8 mm de espesor. Para analizar los polipép-
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Incorporación de fósforo radiactivo 
a larvas veligeras

Treinta larvas veligeras se incubaron en 1 
mi de agua de mar artificial con 300 p,Ci de 
P32O4 por 2 horas a 15°G. Las muestras fue
ron procesadas y analizadas en geles de po- 
liacrilamida, tal como se describió previa
mente (Ruiz el al., 1987).

Efecto del sulfato en 
la movilidad larval

Grupos de 25-50 larvas veligeras fueron 
incubadas en placas de Petri de 14 cm de 
diámetro en agua de mar artificial con sulfa
to 125 pM o 25 mM (agua de mar normal). Al 
cabo de 10 min, se determinó el número de 
larvas presentes entre los 0,5 y 3,0 cm de 
diámetro y las que se encontraban entre los 3 
cm y el borde de la placa; estos parametros 
fueron elegidos entre diferentes tiempos y

Marcación y caracterización 
de proteoglicanes insolubles 
provenientes de larvas veligeras

Entre 5.000 y 10.000 larvas veligeras fue
ron incubadas con 100 |xCi de Na2S33O4, 
sulfato de sodio 1 mM por 18 horas a 18°Cen 
agua de mar artificial. Luego las larvas se 
lavaron con agua de mar y se homogenizaron 
en amortiguador Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), 
Tritón X-100 al 0,1% y fenilmetilsulfonil 
fluoruro (PMSF) 1 mM. El homogenizado se 
centrifugó a 14.000 rpm, por 15 min, a 4°C y 
el precipitado se rehomogenizó y centrifugó. 
El precipitado insoluble que contenía pro
teoglicanes fue disuelto en guanidina-HCl 4 
M, acetato de sodio 50 mM (pH 6,0) y PMSF 
1 mM durante 8 horas con agitación a 4°C. 
La fracción soluble fue separada en una co
lumna de filtración Sephadex G-50 x 18 cm, 
equilibrada en acetato de sodio 50 mM (pH 
6,0), urea 8 M y Tritón X-100 al 0,1%. La 
radiactividad eluida en el volumen de exclu
sión fue analizada en una columna de inter

incorporación de sulfato 
en larvas veligeras

Entre 500 a 1.500 larvas veligeras fueron 
incubadas en agua de mar artificial sin SO4 y 
con 10 |xCi de Na2S3;,O4 o con 10 p.Ci de 
S3j-metionina en las concentraciones de sul
fato indicadas. A diferentes tiempos de pos
tincubación, las larvas se lavaron y precipita
ron con 1,5 mi de ácido tricloroacético (TCA) 
al 12%, a 4°C. Luego de 6 horas se centrifu
garon a 14.000 rpm por 10 min. El sobrena
dante se descartó y los precipitados se resus
pendieron en 1,0 mi de TCA y se centrifuga
ron nuevamente; esto se repitió tres veces. 
Finalmente, los precipitados fueron disuel
tos en 1,0 mi de NaOH 1 N por 3 horas a 
37°C. Se agregaron 0,25 mi de HC14 N y 0,5 
mi de H2O y las muestras se traspasaron a un 
frasco de contador de centelleo, a las cuales 
se les agregaron 20 mi de mezcla para contar 
y la radiactividad se determinó en un conta
dor de centelleo Beckmann LC 100 (Bran
dan el al., 1989).

distancias analizadas. Las larvas fueron obte
nidas de cápsulas próximas a la eclosión en 
agua de mar, con una concentración de sul
fato similar a la ensayada y, adicionalmente, 
se evaluó el efecto de la baja concentración 
de sulfato en larvas obtenidas en agua de 
mar normal.

tidos radiactivos, los geles fueron secados en 
papel Whatmann 3 MM y expuestos a -70°C 
con placas Kodax X-OMAT AR5, con o sin 
placas intensificadoras Dupont Lightning 
PLUS o Cronex, según las cuentas estimadas 
por centelleo o Cerenkov. Para S3j el tiempo 
fue de aproximadamente 16 horas, para 800 
cpm por banda de 100 ng de proteína teñida 
con azul de Commassie. Para el fósforo ra
diactivo, las cpm fueron estimadas directa
mente en el gel con un detector Geiger y 
expuestas 12 horas cada 1.000 cpm por ban
da. Algunos geles fueron fluorografiados 
(Bonner & Laskey, 1976) con las siguientes 
modificaciones: una vez desteñido el gel, se 
lavó 20 min con dimetilsulfoxido (DMSO) a 
37°C con agitación leve y a continuación se 
incubó por 45 min en 80 mi de PPO al 10% 
en DMSO. El gel fue lavado en 2 recambios 
de agua desionizada, secado y expuesto.

Incorporación de metionina en 
polipéptidos de veligeras

La incubación se realizó con 1 larva? p.l/p.Ci 
de S3j-metionina por 2 horas a 15°C en agua 
de mar filtrada por filtros Millipore de 0,45 
|im. Al final de este período las larvas veh'ge- 
ras se lavaron con agua de mar y fueron 
homogenizadas en amortiguador de carga 
3x a 4°C, luego se diluyeron con amortigua
dor de corrida y se hirvieron por 3 min antes 
de cargarlos en un gel de poliacrilamida al 
12%. Los geles fueron teñidos, secados y ex
puestos según se detalló anteriormente.
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azul de

dor Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), Tritón X-100 
0,5% y NaCl 1 M, en presencia de los siguien
tes inhibidores de proteasas: EDTA y EGTA 
2 mM; benzamidina 20 p.g/ml; bacitracina 1 
mg/ml; N-etilmaleimida 0,1 mM e inhibidor 
de tripsina de poroto soya 0,25 pig/ml, en un 
homogenizador vidrio-vidrio (Inestrosa et 
al., 1988).

El ensayo enzimático se realizó mediante 
el método colorimétrico de Ellman et al. 
(1961), usándose como sustrato yoduro de 
acetiltiocolina 0,75 mM y como revelador de 
la reacción el ácido ditio-bis-nitrobenzoico 
(DTNB), midiéndose la absorbancia a 412 
nm. Como inhibidor específico de la AChE 
(EC. 3.1.1.7) se usó el dibromuro BW284c51 
10 p.M y para la butirilcolinesterasa (EC. 
3.1.1.8) iso-OMPA a una concentración de 
0,1 mM.

Estructura del epitelio del pie 
de juveniles de C. concholepas

Para analizar la estructura del pie, se utili
zaron ejemplares juveniles de “loco” de 1,3 a 
1,7 cm de diámetro anteroposterior de la 
concha.

Para el estudio de microscopía de luz, se 
obtuvieron cortes longitudinales y transver
sales del pie, los que se fijaron en solución de 
Bouin con NaCl 3% (Huaquín L., comunica
ción personal). Luego, las muestras fueron 
deshidratadas en etanol y se incluyeron en 
Paraplast. Cortes de 6 p.m se tiñeron con 
hematoxilina-fioxina pH 7,0; ácido periódi- 
co-Schiffs (P.A.S.), pH 4,5, y con azul de 
Toluidina, pH 1,5.

Para analizar la ultraestructura de la epi
dermis ventral y lateral del pie, se cortaron 
trozos de tejido de aproximadamente 1 mm 
y se fijaron en una solución de glutaraldehí- 
do al 3% y sacarosa 0,8 M, en amortiguador 
cacodilato 0,05 M (pH 7,8). Luego se fijaron 
en OsO.i al 1% con sacarosa 0,8 M (Lawson- 
Kerr & Anderson, 1978), para finalmente 
ser deshidratados con acetona e incluidos en 
Epon. Los cortes ultrafinos obtenidos fueron 
teñidos con acetato de uranilo y citrato de 
plomo, siendo luego observados y fotografia
dos en un microscopio electrónico Siemens 
Elmiskop I A (Koenig et al., 1987).

Determinación de AChE
Los embriones, reclutas y juveniles, fue

ron homogenizados (1:5 p/v) en amortigua-

cambio iónico DEAE-Sephacel de 5,0 mi, 
equilibrada en acetado de sodio 50 mM, 
NaCl 0,2 M, urea 8 M y Tritón X-100 al 
0,1 %. La columna se lavó con 25 mi del mis
mo amortiguador y se eluyó con una gra
diente lineal de NaCl de 0,2 a 1,5 M disuelto 
en el mismo amortiguador con un flujo de 
8,0 ml/hr, recolectándose fracciones de 1,0 
mi. Finalmente, la columna se lavó con 15 mi 
del mismo amortiguador y NaCl 3 M. Las 
fracciones radiactivas se concentraron 
(Brandan & Inestrosa, 1987a) y se fracciona
ron en columnas de Sepharose CL-4B de 
0,7x100 cm, equilibradas en Tris-HCl 50 
mM (pH 8,0), NaCl 0,35 M y SDS al 1 %, con 
un flujo de 6,0 ml/hr.

La reacción de betaeliminación de las ca
denas sulfatadas se realizó de acuerdo a 
Brandan & Inestrosa (1987b). Los productos 
de la reacción se fraccionaron en columnas 
de Sepharose CL-4B. Construcción de una genoteca 

de C. concholepas
a) Aislamiento de ADN genómico

de C. concholepas

Se utilizaron 2 gr de tejido muscular de 
ejemplares juveniles, los que se pulverizaron 
luego de ser congelados en nitrógeno líquido 
y se homogenizaron con 10 mi de acetato de 
amonio 0,25 M (pH 5,0) durante 5 min. Se 
centrifugó a 1.000 rpm por 10 min y el preci
pitado se lavó dos veces con el mismo amorti
guador, luego de lo cual se resuspendió en 2 
mi de amortiguador TE (Tris-HCl 10 mM 
(pH 7,5) y EDTA 1 mM) con 100 p.g/ml de 
proteinasa K, agregándose 5 mi de amorti
guador de lisis (Tris-borato 250 mM (pH 
8,2); EDTA 50 mM; SDS 2% y NaCl 100 
mM). Esta mezcla se incubó por 2 horas a 
temperatura ambiente y se extrajo, secuen- 
cialmente, con fenol/cloroformo/alcohol 
isoamílico (25:24:1) y cloroformo/alcohol 
isoamílico (24:1). Luego se precipitó con tres 
volúmenes de etanol por 16 horas a -20°C. 
Se centrifugó a 12.000 rpm por 15 min y se 
secó el precipitado, el cual fue resuspendido 
en 2 mi de 100 p.g/ml de ARNasa, en amorti
guador TE por 30 min a 37°C, después de lo 
cual nuevamente se extrajo con las mezclas 
de los solventes fenol/cloroformo/alcohol 
isoamílico y cloroformo/alcohol isoamílico 
para precipitar finalmente el ADN con tres 
volúmenes de etanol. Este precipitado final 
s.e TnN?end,° en TE’ recuPerándose 0,5 mg 
1989? P°r gram°<e lej'do <Ineslr°*> «
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RESULTADOS

que en reacción positiva da coloración azul y 
en reacción negativa permanece blanca. Si 
un fragmento es clonado en pKS no se pro
duce la beta-galactosidasa, y la colonia en un 
medio con X-GAL-1PTG dará un color blan
co. Las colonias transformadas (blancas) fue
ron analizadas mediante hidrólisis alcalina, 
para comprobar si poseían los insertos. La 
genoteca fue guardada en cuatro réplicas en 
filtros de nitrocelulosa (Grunstein & Hog- 
ness, 1975).

A)Marcadores moleculares del 
desarrollo de C. concholepas

Hemos iniciado este estudio analizando algu
nas características estructurales de los esta
dos iniciales del desarrollo del “loco", para 
distinguir algunos rasgos esenciales de estas 
etapas. En la Figura 1 se muestran blástulas 
obtenidas por disección de las cápsulas mos
trando actividad de segregación y división 
celular en uno de sus polos (Gallardo, 1973). 
En la Figura 2A y B se observan estados de 
larvas prevelígeras y larvas velígeras ya ma
duras, y en 2 C se observa un velo bilobulado 
ciliado, el cual ha sido separado de la proto- 
concha de una larva por aspiración a través 
de una pipeta Pasteur de bordes cortantes. 
Mediante este procedimiento se puede con
seguir un número importante de velos fun
cionalmente activos en un corto tiempo. Gon 
estos embriones se realizaron los estudios 
que se describen a continuación:

1. Inicialmente decidimos identificar mar
cadores moleculares del desarrollo analizan
do el patrón de polipéptidos presente en ca
da etapa mediante electroforesis-SDS en ge-

d) Transformación de bacterias

Se prepararon células competentes XLI 
Blue y se transformaron con 1 jxg/|xl de ADN 
ligado (Hanahan, 1985). El crecimiento de 
las células transformadas se realizó en un 
medio que contenía X-GAL-IPTG. El IPTG 
es un inductor de la enzima beta-galactosida- 
sa (un gen incorporado en la secuencia de 
ADN por delante del sitio de clonamiento de 
pKS) y X-GAL es un sustrato de la enzima,

c) Ligación de los fragmentos de ADN 
cromosomal de C. concholepas 
al vector KS BlueScript

El ADN cromosomal fue digerido hasta 
un promedio de 1.000 a 2.000 pares de bases 
(pb) con la enzima Mbol, tal como se describe 
en Maniatis et al. (1982). El vector fue lineari- 
zado con la enzima BamHI. Todas las diges
tiones con endonucleasas fueron realizadas 
en los amortiguadores recomendados por el 
proveedor. Gon el fin de evitar la autoliga- 
ción del vector, se removieron los grupos 
fosfatos del extremo 5' con fosfatasa alcalina 
de intestino de ternera (GIAP), según el mé
todo descrito por Maniatis et al. (1982). En el 
ensayo de ligación se utilizó una proporción 
de ADN cromosomal, respecto del vector de 
3:1 en amortiguador Tris-HCl 50 mM (pH 
8,0), MgCl2 10 mM, ditiotreitol 20 mM, ade- 
nosintrifosfato 10 mM y ADN ligasa del fago 
T.i 100 U. La reacción se efectuó en un volu
men final de 50 pil. incubando durante 16 
horas a 16°C. La mezcla de ligación se utilizó 
directamente para transformar células bac
terianas competentes. La ligación fue evalua
da mediante electroforesis en geles de agaro
sa al 1% en amortiguador TEA (Tris-HCl 40 
mM (pH 8,0); EDTA 2 mM y acetato de 
sodio 20 mM). La electroforesis se realizó en 
el mismo amortiguador a 75 mA; las mues
tras fueron previamente desnaturalizadas 
con una solución que contenía glicerol 25%; 
SDS 0,5%; azul de bromofenol 0,025% y ED
TA 12 mM. Para la visualización de las ban
das, el gel se tiñó con una solución de bromu
ro de etidio 1 p.g/ml durante 15 min y se 
iluminó el gel con luz D V de una longitud de 
onda mayor que 300 nm.

b) Aislamiento del plasmidio usado
como vector (KS-BlueScript)

El ADN del plasmidio se aisló según la 
técnica descrita por Valenzuela & Méndez 
(1982).

e) Detección de secuencias homologas
a hormona de crecimiento
humana en colonias recombinantes

Se realizó un análisis primario de la geno- 
teca mediante hibridación, con una sonda de 
la hormona de crecimiento humana (Beliz et 
al., 1983). La sonda que contenía la totalidad 
(80%) del ADN complementario de la hor
mona de crecimiento humana fue obtenida 
por doble digestión del plasmidio pSP64- 
GH-HA (Rizzolo et al., 1985) con las enzimas 
EcoRI y Hind III. El fragmento correspon
diente a la hormona del crecimiento fue ais
lado y marcado con dCTP-P32 (Maniatis et 
al., 1982).
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Figura 1. Microscopía óptica de blástulas de “C. concholepas" obtenidas por disección de cápsulas A 
Blástulas de un diámetro polar aproximado de 170 pin. B. Aumento mayor de la misma preparación- 

segmentación asimétrica (para una discusión detallada, ver Gallardo, 1973) r ’
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Figura 2. Microscopía óptica de larvas prevelígeras y velígeras de “loco”. A. Larva prevelígera insinuando 
formación de protoconcha y velo con sistema ciliar desarrollado. A la derecha, velígera con protoconcha 
definida y músculo velar; ver también B. En C, se muestra un velo bilobulado desarrollado que ha sido 

disecado intacto de la protoconcha, y sistema ciliar muy desarrollado. Los cilios mantienen su actividad.

observándose 2 abundantes especies de 39 y 
30 kDa, las cuales disminuyen a medida que 
se acerca el tiempo de eclosión de la cápsula. 
En un estudio más detallado, en el que se 
incluyeron distintos estadios de desarrollo, 
se pudo definitivamente establecer que las 
tres proteínas de alto peso molecular (180, 
119 y 111 kDa) efectivamente disminuían a 
medida que progresaba el desarrollo em-

les de poliacrilamida. La Figura 3 muestra el 
patrón observado en huevos, trocóforas y 
velígeras, el cual se caracterizó fundamental
mente por 3 polipéptidos de los siguientes 
pesos moleculares relativos: 180, 119 y 111 
kilodakons (kDa). Todos ellos tienden a dis
minuir a medida que avanza el desarrollo. 
También se muestran los polipéptidos pre
sentes en el mucus de las cápsulas de “loco”
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Figura 3. Perfil polipeptidico de distintos estadios 
del desarrollo de “C. concholepas”. Geles de 
poliacrilamida-SDS al 10% en presencia de 

mercaptoetanol, de los siguientes estados: huevos 
(E), prevelígeras (T), veligeras (V) y material 

contenido en las cápsulas (mucus). el primer carril 
corresponde al perfil de estándares de peso molecu

lar.

Figura 4. Análisis de la desaparición de tres 
polipéptidos de alto peso molecular durante la 
embriogénesis de “C. concholepas" en geles de 

poliacrilamida-SDS al 10% reducidos. Para realizar 
este experimento se procesó el mismo número de 

individuos en cada carril. Huevos (E), blástulas (B), 
gástrulas (G), pretocóforas (pT), trocóforas 

transientes (T) y veligeras (V).
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« ' 51 l 47I”brionario de C. concholepas, lo que se muestra 

claramente en la Figura 4. El patrón de poli
péptidos obtenidos no varió en ausencia de 
un agente reductor como 2-mercaptoetanol 
o ditiotreitol (datos no presentados), lo que 
indica que dichos polipéptidos no provienen 
de una proteína de mayor peso molecular.

2) Para estudiar las proteínas menos 
abundantes, se incubaron organismos en los 
distintos estados del desarrollo con dos mar
cadores radiactivos: S35-metionina para poli
péptidos y P32 O4 para fosfoproteínas. Co
mo se muestra en la Figura 5, es claro que la 
larva del “loco” sintetiza polipéptidos en su 
mayoría menores de 100 kDa y también es 
aparente que las tres proteínas de alto peso 
molecular (180, 119 y 111 kDa) no incorpo
ran S3 5-metionina durante el mismo perío-

Figura 5. Incorporación de precursores marcados, 
metionina-S33 y P3ÍO^ en polipéptidos de 

prevelígeras de “loco”. A. Análisis por 
autorradiografía (Au) de polipéptidos que 

incorporaron Ss5-metionina muestra el perfil 
polipeptidico evidenciado por tinción con azul 

de Coomassie (Pr). B. Análisis de los 
polipéptidos que incorporaron PJ2 por 

autorradiografía (Au). El control se evidencia 
como en A.

35S«t

ibo tafea
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colinesterasa inespecífica que, en general, se 
encuentra en grandes cantidades en etapas 
tempranas del desarrollo, mientras que la 
AChE aumenta a medida que progresa el 
desarrollo (Inestrosa & Ruiz, 1985). La Tabla 
I muestra la variación en la razón AChE/ 
BuChE, siendo este cuociente bajo en los 
estados iniciales de huevo y blástula, para 
aumentar ostensiblemente en juveniles. Po
dríamos, por lo tanto, tener que cada valor 
del cuociente AChE/BuChE correspondería 
a un estado definido de larva, sea ésta pre
competente o competente. Esto podría en
tregarnos, por tanto, un índice del grado de 
desarrollo en base a un valor objetivo de fácil 
estimación y certeza.
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do. Por otra parte, cuando se estudia el pa
trón de proteínas fosforiladas, éste corres
ponde sólo a polipéptidos de alto peso 
molecular, uno de 130 y otro de alrededor de 
200 kDa, los que presentan un alto grado de 
incorporación de P3 2; este último polipépti- 
do podría ser un buen candidato para un 
receptor que se autofosforile tipo receptor 
de EGF. Este punto debería ser aclarado por 
nuestros estudios en marcha.

3) Una de las características deseadas en 
un marcador específico del desarrollo que 
sea relevante a la tecnología de cultivo del 
“loco”, es aquel que aumente o varíe signifi
cativamente en sus niveles durante la transi
ción de larvas velígeras o reclutas. Esta es una 
condición necesaria, con el objeto de poder 
utilizarlo como un indicador de la madura
ción de larvas precompetentes a larvas com
petentes en asentamiento. En relación a esto, 
hemos estudiado el comportamiento de un 
enzima del sistema nervioso: la AChE, que 
hidroliza el neurotransmisor acetilcolina en 
las sinapsis colinérgicas (Inestrosa, 1986). En 
la Figura 6 se muestran las variaciones que 
presentan los niveles de la enzima en función 
de los diferentes estados de desarrollo, sien
do de particular interés el cambio de activi
dad enzimática desde la larva velígera (15 
U/g proteína) a juveniles recién asentados 
(120 U/g proteína). Otro parámetro poten
cialmente más útil que el anterior es el estu
dio de la razón AChE/colinesterasas inespe
cíficas (Gonzáles ct al., 1989). La butirilcoli- 
nesterasa (BuChE; EC 3.1.1.8) es un tipo de

20 30 40
Desarrollo (días)

Estados de desarrollo AChE/BuChE
Huevo 0.3
Trocófora 0,4
Veliger 0,6
Recluta 2,5

La actividad AChE se midió en presencia de 10“‘* M 
iso-OMPA con acetiltiocolina como sustrato. La activi
dad de BuChE se midió en presencia de 10-4 M 
BVV284c51 con butiriltiocolina como sustrato.
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o 
o.

_O>
ZD

Figura 6. Ontogenia de la AChE en el desarrollo de 
“C. concholepas”. La actividad de AChE fue 

determinada mediante el método de Eilman y cois. 
(1961), en distintas etapas del desarrollo (ver texto).

B) Consideraciones acerca del 
asentamiento y metamorfosis 
de C. concholepas

A continuación se discutirán los elemen
tos que creemos de interés considerar para 
enfrentar la identificación de los inductores 
que definen el asentamiento de larvas de 
“loco”.

En primer lugar, independientementcde 
cuál sea el inductor, éste debe producir un 
impacto en la conducta de la larva planctóni
ca, en su expresión génica, en la diferencia
ción y en el crecimiento del recluta asentado. 
La señal inductora externa al organismo de
bería interactuar con receptores quimiosensoria- 
les en el epitelio de los velos larvales. Quedan 
así definidas una respuesta conductual macros
cópica y una respuesta morfogenética, las que 
pueden o no ser gatilladas por el mismo in
ductor. La primera de ellas puede requerir 
más de un componente, ya que la larva estan
do en el plancton debe “bajar” al bentos y
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matrices extracelulares, de las cubiertas ro
cosas. Concebimos dos categorías: los pro- 
teoglicanos y los carragenanos. Al respecto, 
es interesante mencionar que recientemente 
se ha sugerido que proteoglicanes o glicopro- 
teínas complejas de algas serían los inducto
res para el asentamiento de larvas de corales 
(Morse et al., 1988).

En relación al último punto discutido, des
cribiremos a continuación los primeros re
sultados obtenidos:

C) Sulfatación en larvas velígeras 
y proteoglicanes del “loco”
Existen una serie de antecedentes biblio

gráficos que sugieren que el sulfato ejercería 
efectos tanto en el comportamiento de inver
tebrados como en los niveles de síntesis de 
macromoléculas sulfatadas (Immers & Runs- 
trom, 1965; Cambiazo & Inestrosa, 1990). 
En primer lugar evaluamos el efecto del sul
fato en la movilidad de larvas velígeras. La 
Figura 7 muestra que las larvas expuestas a 
bajas concentraciones de sulfato (125 jxM), 
por 12 horas, disminuyen significativamente 
su movilidad natatoria, medida en períme
tros de 0,5 y 3,0 cm con respecto a larvas 
mantenidas en agua de mar a concentracio
nes de sulfato normales (25 mM). A conti
nuación se estudió si el sulfato tenía efecto 
tanto en la síntesis de proteínas como en la de 
macromoléculas sulfatadas. Para esto se in
cubaron larvas velígeras a diferentes concen
traciones de sulfato en presencia de S3’- 
metionina o de Na2S3j Oj. Como se observa 
en la Figura 8, el sulfato estimula hasta 35 
veces la incorporación de sulfato radiactivo a 
macromoléculas que corresponden a proteo
glicanes, mientras que la incorporación de 
metionina a las proteínas aumenta sólo 1,5 
veces. Actualmente estamos evaluando la po
sibilidad que la estimulación de la incorpora
ción de sulfato pueda corresponder ya sea a 
una mayor síntesis de proteoglicanes, o bien, 
a un aumento en el grado de sulfatación de 
estas macromoléculas. El inserto de la Figura 
8 muestra que el selenato de sodio, un inhibi
dor de la síntesis de proteoglicanes (Dietrich 
et al., 1987), produce una disminución en la 
incorporación de sulfato a macromoléculas. 
El efecto de este inhibidor sobre la movilidad 
larval está siendo actualmente evaluado.

Más del 90% del sulfato radiactivo está 
asociado a macromoléculas de la matriz ex- 
2!Ular de la larva ve,1'gera (Brandan et al., 
1J89). Por lo tanto, para evaluar el tipo de

esto podría estar mediado por fototropismo 
negativo, por geotropismo positivo o por 
densidades de flotación fluctuantes. Para fa
cilitar la discusión usaremos el ejemplo del 
abalone rojo (Haliotis), en el cual, aparente
mente, un solo elemento desencadena ambas 
respuestas. En el caso del “loco”, pensamos 
que las posibles señales externas deben in
cluir una o una combinación de los siguientes 
elementos:

1) Sustancias tipo neurotransmisores: Como 
por ejemplo GABA en Haliotis (Morse et al., 
1979) o noradrenalina o L-DOPA en Crassos- 
trea (Coon et al., 1985) o sustancias involucra
das en la biosíntesis de neurotransmisores, 
como por ejemplo el caso de la colina, pre
cursor de la acetilcolina, que en Phestilla sibo- 
gal, un gastrópodo nudibranquio, induce 
metamorfosis (Hirata & Hadfield, 1986). En 
este espectro de elementos que inciden sobre 
el estado de despolarización de la membrana 
del epitelio larval, es indudable que un cam
bio en la composición iónica del medio am
biente podría producir el efecto sin tener que 
mediar la interacción “agentes externo- 
receptor sensorial”. Al respecto, la despolari
zación por K+ (Baloun & Morse, 1984) ha 
probado ser efectiva en diversos gastrópodos 
como Haliotis, Phestilla y Crepidula (Yool et al., 
1986; Pechenik & Heyman, 1987).

2) Sustancias asociadas a los sitios de recluta
miento: En este grupo de posibles inductores 
se pueden diferenciar tres tipos:

a) Aquéllas relacionadas con “feromonas” 
liberadas por organismos juveniles o adultos 
de C. concholepas, las cuales servirían para 
definir un tipo de asentamiento gregario. 
Evidencia de que esto podría ocurrir en el 
caso del “loco”, se puede encontrar en las 
observaciones de Moreno et al., (1986) en el 
Sur de Chile; por otra parte, en otros gas
trópodos como Haliotis discus hannai, está 
bien demostrada la existencia de un asenta
miento gregario inducido por sustancias quí
micas (Seki & Kan-no, 1981).

b) Inductores producidos por organismos 
vecinos a los sitios de asentamiento del 
“loco”, entre ellos algas pardas como Lessonia 
nigrescens (Bory), algas azules filamentosas, 
cirripedios como Balanus laevis (Bruguiére), 
Balanus flosculus (Darwin), Chthamalus scabro- 
sus (Darwin) o mitílidos como P. purpuratus y 
Semimytilus algosus (Gould) (Castilla et al., 
1979; Moreno, 1988; DiSalvo, 1988).

c) Elementos del tipo de los polisacáridos, 
los que podrían estar formando parte, como
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Figura 8. Efecto de sulfato libre en la síntesis de 
proteogl¡canes y proteínas en larvas velígeras de 
“loco”. Larvas velígeras se incubaron en agua de 

mar artificial a la concentración indicada de sulfato 
durante 3 horas a 16°C. Al inicio de las 

incubaciones se agregó Na2S35O4 o S35-metionina 
evaluándose su incorporación en proteogl¡canes y 
proteínas, respectivamente. Cuando las larvas se 

incubaron en presencia de sulfato 0,1 M, se delectó 
un aumento de 35 veces en la incorporación de 

sulfato a proteoglicanes. En contraste, en la 
incorporación de metionina a las proteínas, se 

observó sólo un aumento de 1,5 veces. El recuadro 
muestra la inhibición por selenato de sodio de la 

incorporación de sulfato radiactivo a proteoglicanes.
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Figura 7. Efecto del sulfato en la movilidad 
natatoria de larvas velígeras de “loco”. Entre 
100-200 larvas velígeras de C. concholepas se 

incubaron, por períodos de 6-12 horas, en agua de 
mar artificial 0.025 M sulfato o 125 p.M sulfato a 
18°C. Terminada la incubación las larvas fueron 

transferidas al centro de una placa Petri (10 cm), la 
cual contenía 35 mi de los medios de incubación 

antes mencionados. Al cabo de 10 min, se determinó 
en duplicado el número de larvas que habían 

recorrido la distancia de 0,5 y 3,0 cm, 
respectivamente. En la figura se muestran los 

resultados de 3 experimentos diferentes 
(media ± es).

D)La epidermis del pie de reclutas
de C. concholepas

Dado que el epitelio de los velos larvales 
poseerían las células sensoriales que estarían 
involucradas en el reconocimiento de los si
tios de asentamiento, hemos iniciado, tam
bién, un estudio ultraestructural de aquellos 
epitelios que pudieran permitirnos la identi
ficación de las células sensoriales en C. con
cholepas. Con este objeto se describe a conti
nuación la epidermis del pie de reclutas de 
“loco".

La epidermis de los moluscos está forma
da por una capa de células que reposa en una 
membrana basal, la que es seguida por una 
capa de tejido conectivo (Simkiss, 1988). 
Además de las células epidérmicas, ciliadas y 
glandulares, existen células neuroendocri- 
nas y sensoriales de gran importancia en los 
procesos de interacción con el medio am
biente, especialmente con el sustrato del ben- 
to marino (Joose & Geraerts, 1983; Bubel, 
1984). El pie del “loco” consiste, principal-

macromoléculas en las cuales se produce la 
mayor incorporación, la matriz fue solubili- 
zada en guanidina-HCl 4 M y las macromo
léculas sulfatadas fueron separadas en una 
columna de intercambio iónico (DEAE- 
Sephacel) mediante una gradiente de NaCl 
de 0,2 a 1,2 M. La Figura 9a muestra que el 
material sulfatado puede ser fraccionado en 
dos máximos, que eluyen a concentraciones 
de NaCl de 0,7 y 0,9 M, respectivamente. Un 
tercer máximo se obtuvo con NaCl 3 M. Cada 
uno de estos máximos fue luego fraccionado, 
para separar las macromoléculas por tama
ño, en una columna de filtración (Sepharose 
CL-4B). La Figura 9b muestra el perfil de 
elución de las fracciones. Los máximos I y II 
están formados por dos especies moleculares 
con Kav de 0,09 y 0,15, respectivamente, 
mientras que el máximo III sólo está forma
do por la especie de mayor peso molecular.

[35s-met]-proteinas
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S U L FATO (M)
en agua de mar artificial
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Figura 9. Fraccionamiento de proteoglicanes provenientes de velígeras de "loco". A. Fracción insoluble 
preparada de larvas veligeras preincubadas con sulfato radiactivo. El material insoluble fue disuelto en 

sales de guanidina y fraccionado en una columna de DEAE-Sephacel. El material unido se eluyó con una 
gradiente lineal de NaCl 0,2-1,2 M y posteriormente se aplicó NaCl 3 M, el cual eluyó un tercer peak. B. 
El material radiactivo correspondiente a los peaks I, II y III fue concentrado y fraccionado por tamaño 
en una columna de Sepharose CL-4B. Se observa que el peak I y II está formado por dos poblaciones de 
proteoglicanes de diferente tamaño, K»v 0,09 y 0,18. El peak III solamente contiene el de tamaño mayor. 
La recuperación de la radiactividad en la columna de DEAE-Sephacel fue de un 65-70%, mientras que en 

la Sepharose CL-4B fluctuó entre un 85 y 95%.
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P.A.S. positivas. Sobre la capa de cilios se 
encuentran restos de material P.A.S. positivo 
y azul de Toluidina también positivo, corres
pondiendo al mucus típico del pie de los 
gastrópodos (Grenon & Walker, 1980; Dey- 
rup-Olsen el al., 1983).

mente, en tejido muscular rodeado de una 
epidermis con escaso tejido conjuntivo su
byacente. Existe una clara diferencia entre la 
epidermis lateral y la epidermis ventral del 
pie (Figura 10a); la epidermis lateral consiste 
en un epitelio cuboidal alto, rico en células 
cargadas de gránulos de color negro. La epi
dermis ventral, que se adhiere al sustrato, 
consiste en un epitelio cilindrico ciliado (Fi
gura 10b, c) formado por células muy altas, 
entre las que se distinguen claramente célu
las mucosas cargadas de acúmulos gruesos 
de material que se tiñe pobremente con la 
tinción para glicoproteínas P.A.S., y muy in
tensamente con azul de Toluidina (pH 1,5) 
(Figura 10d). Lo usual es que grupos ácidos 
reactivos a este pH, correspondan a grupos 
sulfato de macromoléculas tipo glicosamino- 
glicanos (GAGs) (Pearse, 1960). Se observan 
además escasas células con una reacción sólo
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Al microscopio electrónico (Figura 1 la, b) 
destacan células ciliadas, cuyos largos y nu
merosos cilios presentan cuerpos básales 
muy prominentes. En cortes transversales, 
los cilios presentan su ultraestructura carac
terística (Figura 11c). Las células glandulares 
muestran un gran acúmulo de secreción, con 
material poco denso a los electrones, el que 
aparece llenando su citoplasma (Figura 1 la). 
Estudios en progreso utilizando diversos 
marcadores neuronales, nos permitirán 
identificar las células sensoriales presentes 
en el pie de juveniles recién asentados.
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E) Clonamiento de secuencias del ADN 
del “loco” homologas a una 
sonda para hormona de crecimiento 
humana

K'-V.r

-fF. :

il

En general, una limitante importante en 
la relativamente baja eficiencia de la acuicul- 
tura de moluscos es el bajo aprovechamiento 
de los nutrientes, con altos costos de alimen
tación, crecimiento lento y una gran sensibili
dad al trauma, estrés y enfermedades. En 
este contexto, el análisis de los requerimien
tos hormonales que permitan un crecimiento 
óptimo, una alta eficiencia nutricional y re
sistencia a problemas durante el cultivo, es 
una buena inversión del trabajo científico 
básico (Morse, 1984 b). A continuación se 
presentan nuestros estudios iniciales en la 
caraterización de la hormona de crecimiento 
en C. concholepas. Para realizarlo se preparó

una genoteca de ADN del “loco” y luego se 
utilizaron sondas para distintas hormonas, 
con el objeto de investigar si el ADN del 
“loco” poseía secuencias similares a las hor
monas probadas.

El método utilizado para la purificación 
del ADN cromosomal de C. concholepas (Figu
ra 12) resultó ser eficiente en términos de 
rendimiento, con mínima degradación de la 
molécula. Por otro lado, la ligación del ADN 
genómico al vector KS BlueScript fue efecti
va en las condiciones ensayadas. Esto se pue
de observar en la Figura 13 carril b, donde se 
muestra que la banda correspondiente al 
vector desaparece luego de la ligación con el 
ADN del “loco", lo que indica la efectividad 
del proceso de ligación. La transformación 
de las células bacterianas permitió obtener 
cerca de 9.000 a 10.000 colonias por placa,

Figura 10. Epidermis y tejido muscular subyacente
cortes de 6 fim. a) Epidermis del borde lateral, rico en células con granulos negros en su citoplasma 

(flecha) y epidermis del borde basal. Los repliegues de la superficie se deben a la contracción muscular 
inducida por la fijación, 250X. b) Epidermis del borde basal del pie, mostrando un epitelio ciliado, 250X. 

c-d) Epidermis del borde basal del pie. En c) destaca el epitelio rico en células ciliadas, 625X. En d) se 
observa la riqueza en células glandulares, que acumulan secreción tenida intensamente con azul de 

Toluidina (pH 1,5), 625X.
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DISCUSION

Los fenómenos moleculares que sustentan 
los sorprendentes cambios morfofunciona- 
les que ocurren durante el desarrollo larval 
del “loco”, no se conocen. Definir estos pro
cesos nos ofrece la posibilidad de controlar 
instantes críticos del desarrollo y así llegar a 
producir cantidades importantes de semillas, 
tanto para iniciar cultivos artificiales como 
para el repoblamiento directo de zonas esco
gidas.

donde un 90%, aproximadamente, resulta
ron ser recombinantes.

El análisis, por lisis alcalina, de las colonias 
recombinantes permitió comprobar que to
das poseían insertos (datos no presentados). 
La hibridación de las colonias positivas con el 
fragmento de la hormona decrecimiento hu
mana, marcada con alfa dCTP-(P32), fue po
sitiva en al menos tres de ellas. La Figura 14 
muestra una placa con 3 de las colonias posi
tivas. La extensión de este resultado ha per
mitido establecer que los fragmentos clona
dos del ADN genómico de C. concholepas pre
sentan homología con la hormona de creci
miento humana. La extracción del plasmi- 
dio, y su posterior análisis por digestión con 
enzimas de restricción, permitió determinar 
el tamaño de los insertos, los cuales resulta
ron ser entre 1.100 a 1.350 pb (Inestrosa et 
al., 1989).

cg *
i
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MARCADORES MOLECULARES
DEL DESARROLLO

Polipéptidos larvales

Una de las características más conspicuas 
de cada una de las etapas del desarrollo tem
prano de organismos pluricelulares la consú-

A 7

íiSpWW ti

Figura 11. Ultraestructura del epitelio de la epidermis, de carabasal (ventral) del pie del "loco".
a) Célula glandular (c.g.) con acúmulo de producto de secreción y células ciliadas, con pequeños 
gránulos de secreción en su citoplasma y núcleos básales, 1.500X. b) Borde luminal de las células 

ciliadas, 15.000X. c) Corte transversal por cilios, 40.000X.
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INGENIERIA GENETICA DEL "LOCO” A
DNA GENOMICO DE "LOCO"

imp'
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Figura 12. Esquema de la construcción de la 
genoteca de ADN cromosoma! de C. concholepas 

usando el plasmidio BlueScrípt KS.

MOLECULAS 
RECOMBINANTES

Vector bluescript ks
K z 
T7 promotor

Muftctorang site 
Tj promotor

I

tuye la síntesis de proteínas, ARNs y otras 
macromoléculas informacionales. Se han 
efectuado estudios muy completos en inver
tebrados marinos, insectos y mamíferos, con 
el objeto de identificar moléculas que permi
tan definir etapas críticas del desarrollo de 
cada una de las especies estudiadas. En el 
caso del “loco”, se han identificado las si
guientes etapas en el interior de las cápsulas: 
huevos, pretrocóforas, trocóforas y larvas ve- 
lígeras (Gallardo, 1973). Luego de la eclo
sión, se encuentran fundamentalmente lar
vas velígeras precompetentes. Estos cinco es
tadios son fáciles de reconocer morfológica-

| Bam HlSau 3AI

vzz/A
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| TRANSFORMACION
I DE E.coli

Figura 14. Autorradiografia de réplicas en filtros de 
nitrocelulosa de placas de bacterias recombinantes. 
En A y B se muestran clones positivos a una sonda 

de hormona de crecimiento marcada con alfa 
dCTP 32 de la genoteca de C. concholepas.

Figura 13. Análisis de la ligación del ADN 
genómico del “loco" digerido con Sau 3Al al 

vector BlueScrípt KS. Carril S muestra ADN del 
fago lambda digerido con HinD III y ADN del 

fago 0X174 digerido con Hae III. Carril A, 
ADN de C. concholepas digerido con Sau 3A1 

antes de ligar. Carril B, ADN de C. concholepas 
digerido con Sau 3AI y ligado al vector 

BlueScrípt KS después de 16 horas de ligación.
Carril C, vector KS digerido con BamHl y 

desfosforilado. Carril D, ADN cromosomal de C.
concholepas.

• ■Z*'



Investigaciones biotecnológicas 89

polipéptidos

AChE
El desarrollo de la actividad de AChE de

nota, en principio, el inicio de la prolifera

ción y diferenciación de las células ectodér- 
micas que originarían los sistemas colinérgi- 
cos (Gustafsson & Toneby, 1971). La activi
dad AChE aparece abruptamente en trocó- 
foras, aumentando su actividad específica 3 
veces con respecto a la actividad detectada en 
huevos y alcanzando un máximo (1.200 ve
ces) en reclutas de 8 mm de longitud peris- 
tomal.

La actividad BuChE representa la mayor 
parte de la actividad enzimática de colineste- 
rasa detectada en trocóforas y en larvas pre
competentes. Esta actividad disminuye 
post-eclosión hasta alcanzar un mínimo en 
reclutas, mientras que la AChE aumenta 
concomitantemente. Considerando estos 
cambios, se puede evaluar la razón AChE/ 
BuChE. Esta aumenta durante el desarrollo 
hasta alcanzar un valor alto en reclutas. El 
valor numérico de la razón podría servir pa
ra indicar un estado preciso del desarrollo 
pre y postcapsular, de tal forma que para 
valores menores que 1,0 las larvas tendrían 
una edad promedio de hasta 2 semanas post
eclosión, y a tiempos posteriores el valor 
AChE/BuChE sería mayor que 1,0 (González 
etal., 1989). Lo anterior permitiría definir un 
Indice Colinérgico de Desarrollo Larval. Estu
dios futuros en otros moluscos nos permiti
rán establecer la validez de este Indice para 
distintos bivalvos y gastrópodos.

La detección de la actividad de colineste- 
rasa puede ser usada para indicar la diferen
ciación del tejido nervioso embrionario que 
debería empezar en trocóforas. De esta ma
nera, realizando un estudio citoquímico, se 
podría conocer la distribución espacial de los 
elementos colinérgicos del sistema nervioso 
larval.

PROTEOGLICANES

Se ha demostrado que la presencia de io
nes sulfato es muy importante para el desa
rrollo y conducta normal de diferentes tipos 
de larvas de invertebrados (Inimers & Runs- 
trom, 1965; Cambiazo & Inestrosa, 1990). 
Embi iones de equinodermos en el estado de 
blástula detienen su desarrollo cuando son 
incubados con inhibidores de sulfatación 
(Kinoshita & Saiga, 1979), o bien, la depriva
ción del sulfato exógeno produce distintos 

n?ortológicos (Katow & Solursh, 
1.81). El efecto de la disminución del sulfato 
en la natación de larvas velígeras de “loco", 
fue dramático: l.arvas Preincubadas en sulfa
to 12o p.M disminuyeron considerablemente

mente y, por lo tanto, si se pudieran encon
trar moléculas que específicamente se aso
cien a diferentes estados, se podría confec
cionar un mapa molecular del desarrollo de 
este gastrópodo.

Las tres proteínas de alto peso molecular, 
180, 119 y 111 kDa, identificadas en este 
trabajo, son macromoléculas a primera vista 
con características deseables para marcado
res del desarrollo. En efecto, estas proteínas 
son abundantes hasta el estado de larva velí- 
gera intracapsular desapareciendo virtual
mente a las dos semanas posteclosión, de tal 
manera que podrían servir como indicadores 
tempranos de larvas planctónicas. Estos poli
péptidos no son sintetizados por el embrión, 
lo que se evidencia porque no incorporan 
S3°-metionina, lo que indica que se trataría 
de material de reserva para el desarrollo in
tracapsular y post-eclosión temprana. Por 
otro lado, al analizar embriones capsulares 
de Nucella y Tais, hemos detectado reciente
mente los mismos polipéptidos (datos no 
presentados), lo que indica que se trataría de 
material de reserva para larvas de gastrópo
dos presentes en el litoral.

La incorporación de P3" en 
constituye una poderosa herramienta para 
pesquisar proteínas que potencialmente 
puedan ser el blanco de inductores u hormo
nas. Así las cosas, si se tiene un polipéptido 
fosforiladoesta modificación post-traduccio- 
nal podría reflejar la presencia y acción de 
efectores y antagonistas específicos, lo que 
constituiría una indicación muy simple del 
efecto de inductores potenciales de cambios 
relacionados con asentamiento y metamor
fosis. Guando larvas en distintos estados pre 
y postcapsulares son incubadas en agua de 
mar normal conteniendo el isótopo, sólo un 
número discreto de polipéptidos incorpora 
la marca; así, es muy posible que cada estado 
pueda ser definido por un patrón de marca
ción muy sencillo. De nuestros resultados 
también emerge la conclusión general que 
tanto la fosforilación de polipéptidos como la 
síntesis de proteínas durante el desarrollo 
larval reflejan el correcto funcionamiento de 
los sistemas subcelulares respectivos, lo que 
garantiza la viabilidad y capacidad de em
briones y larvas para estudios específicos de 
“funciones” larvales.
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su movimiento. Efectos comparables han si
do observados en larvas de Drosophila creci
das en la presencia de beta-xilósidos, inhibi
dores de sulfatación (Cambiazo & Inestrosa, 
1990). Para establecer las consecuencias de la 
carencia de sulfato se investigó la síntesis de 
macromoléculas sulfatadas y de proteínas. Se 
encontró que existe una estrecha relación de 
dependencia entre la incorporación de sulfa
to a macromoléculas sulfatadas y la concen
tración de sulfato en el medio. Se determinó 
que sulfato 0,1 M induce la incorporación de 
35 veces más sulfato en larvas velígeras, 
mientras que sólo aumentó 1,5 veces la incor
poración de S3:,-metionina en proteínas. Es
tos resultados indican que el proceso de sul
fatación estaría relacionado con la disponibi
lidad de sulfato en el medio, convirtiéndose 
este anión en un regulador de la movilidad. 
Esta observación puede ser de gran impor
tancia en el estudio de los mecanismos de 
asentamiento de larvas competentes preme- 
tamórficas.

El aumento de la incorporación en sulfato 
se debería a un aumento en la sulfatación de 
macromoléculas preexitentes, o bien, a una 
síntesis exacerbada de éstas. Experimentos 
preliminares utilizando precursores radiacti
vos, glucosamina-H3 en conjunto con NaoS3"1 
O4, sugieren que el aumento observado sería 
un reflejo de una mayor sulfatación de 
macromoléculas preexistentes. Esto puede 
explicarse por el aumento de las enzimas 
responsables de la sulfatación, sulfotransfe- 
rasas (Brandan &: Hirschberg, 1988), o bien, 
por una mayor disponibilidad de la molécula 
donante del sulfato, el fosfoadenosinsulfato 
(PAPS). Con respecto a esto, se ha sugerido 
que el aumento observado en la producción 
de GAGs en células endoteliales aórticas de 
bovino en medio con sulfato (Humphries et 
al., 1986), se debería a una afinidad diferen
cial de distintas sulfotransferasas por el 
PAPS. Sin embargo, en el caso de las larvas 
velígeras del “loco” no se observa una satura
ción del fenómeno de activación, lo cual re
flejaría probablemente que el fenómeno ob
servado podría estar mediado por otro meca
nismo. El análisis de las macromoléculas sul
fatadas en las larvas velígeras indica que éstas 
corresponden a macromoléculas polianióni- 
cas de alto peso molecular. Estas macromo- 
lécuias son proteoglicanes formadas por un 
esqueleto proteico y cadenas laterales de car
bohidratos sulfatadas post-traduccional- 
mente. El tamaño molecular de estos proteo
glicanes varía entre 1,5 a 3,0 x 10 .

Estas moléculas son de mayor tamaño a los 
encontrados en hígado, riñón o músculo de 
vertebrados (Oldber et al., 1979; Kanwar et 
al., 1984; Brandan & Inestrosa, 1987a), sin 
embargo, presentan un comportamiento si
milar en cuanto a su carga y perfiles croma- 
tográficos en columnas de exclusión molecu
lar. Estudios preliminares sugieren que la 
expresión de estos proteoglicanes durante el 
desarrollo sería diferencial, aumentando la 
sulfatación durante el desarrollo larval, i.e., 
mayor expresión en larvas velígeras que en 
trocóforas o blástulas.

La presencia de GAGs en otros inverte
brados marinos se ha documentado clara
mente. Así, en moluscos del Atlántico Sur se 
encuentran GAGs similares a heparina (Cas- 
saro & Dietrich, 1977; Dietrich et al., 1985). 
Recientemente, se ha sugerido que molécu
las tipo poiisacáridos complejos y proteogli
canes serían inductores morfogenéticos de 
tres tipos de larvas de corales agarícidos: 
Agaricia tenuifoha (Dana); A. agaricites humilis 
(Verrill) y A. aguaciles danai (Milne Edwards 
et Haime) (Morse et al., 1988). En este con
texto, es muy interesante que se hayan aisla
do y parcialmente caracterizado proteoglica
nes del alga roja, Laurencia spectalis (Court & 
Taylor, 1979), que forma parte del sustrato 
donde se asientan las larvas de los corales. Es 
también posible, así, que moléculas sulfata
das tipo GAGs o proteoglicanes puedan te
ner una función en fenómenos de inducción 
de asentamiento y metamorfosis en larvas 
“competentes” del “loco”. Un aspecto impor
tante a considerar es el hecho que los proteo
glicanes formarían parte de la matriz donde 
se organiza la concha de los moluscos (Mann, 
1988). Ellos participarían en el proceso de 
término de la cristalización inorgánica de es
ta matriz (Krampitz & Grazer, 1988). Duran
te el desarrollo intracapsular entre trocófora 
y velígera debe iniciarse la síntesis de los pro
teoglicanes específicos y este momento es 
probablemente muy crítico en la expresión 
del programa genético que origina la proto- 
concha y la teloconcha. Existen algunas evi
dencias que sugieren que hay un mecanismo 
neuroendocrino de regulación de la forma
ción de la concha de moluscos (Eyster & Mor
se, 1984), y de cumplirse esto, en el caso del 
“loco”, se podría plantear la regulación de 
este momento para controlar esta primera 
etapa del desarrollo, obteniéndose así eclo
sión sincronizada y embriones de idéntica 
edad, dos condiciones para emprender con 
éxito cultivares. Los factores de crecimiento
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no solamente serían importantes en el desa
rrollo y crecimiento de los distintos sistemas 
“blandos" del “loco”, sino que además serían 
importantes en el proceso de biomineraliza- 
ción.

Hemos iniciado experimentos para deter
minar el instante preciso de aparición de las 
células que sintetizarían los proteoglicanes 
mediante citoquímica. Los primeros proteo
glicanes sintetizados que participan en el ini
cio de formación de la protoconcha y la dife
renciación de las células epiteliales secretoras 
serían parámetros que nos podrían entregar 
valiosa información sobre momentos críticos 
del desarrollo y diferenciación larvales.
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distribución cuando es analizado en geles de 
agarosa, luego de producida la ligación. La 
utilización de los factores de crecimiento del 
“loco” en conjunto con las técnicas de cultivo 
de este gastrópodo pueden convertir la acui- 
cultura del “loco” en una verdadera activi
dad industrial, con un efecto multiplicador 
importante tanto en la empresa como en la 
investigación básica de invertebrados mari
nos. La experiencia japonesa de la acuicultu- 
ra del awabe, Haliotis discus, usando sólo tec
nologías empíricas adecuadas a la biología y 
desarrollo del organismo, sin utilizar el am
plio espectro de técnicas discutidas aquí, re
sultan hoy en una industria económicamente 
muy interesante, cuyo monto anual es de 
USS 50 millones (Body, 1988). Consideran
do una evolución favorable en la demanda 
de la especie, es perfectamente razonable su
poner que la industria del abalone se benefi
ciaría con la introducción de técnicas que 
facilitaren el manejo reduciendo costos ope
rativos, e.g. conseguir tasas de crecimiento 
mayores. Al respecto, es interesante mencio
nar que el crecimiento de Haliotis rufescens 
puede ser significativamente acelerado, ya 
sea por inyección directa o por inclusión en 
la dieta de insulina y otras hormonas peptídi- 
cas de vertebrados (Morse, 1986).

Más aún, existe la posibilidad de insertar 
en la línea germinal de estos organismos los 
genes de factores de crecimiento, lo que se ha 
realizado en vertebrados e invertebrados con 
éxito variable (Palmiter et al., 1982; Brinster 
& Palmiter, 1984; Mac Mahon et al., 1984). 
En el marco de nuestro trabajo, es digno de 
destacar que estos organismos transgénicos 
pueden tener mayores tasas de crecimiento, 
acortando los tiempos de “crianza" y, en al
gunos casos, ser de mayor tamaño (Van 
Brunt, 1988). Esta tecnología no solamente 
se api 
tamoi
tidos. Para el futuro será muy importante 
establecer si alguna de estas técnicas nos per
mitirán desarrollar organismos cuyos perío
dos larvales planctónicos sean más cortos, lo 
cual pronosticaría una gran eficiencia del 
proceso de cultivo controlado del “loco”..

>lica a factores de crecimiento, sino que 
>ién a una gama muy variada de polipép-

DETECCION DE SECUENCIAS DE 
ADN DEL “LOCO” HOMOLOGAS A 
LA HORMONA DE CRECIMIENTO 
HUMANA

Los polipéptidos que forman la familia de 
hormonas y factores de crecimiento poseen 
secuencias homologas entre sí (Moore et al., 
1982). Se ha establecido que el crecimiento y 
diferenciación de los sistemas celulares de 
organismos eucariotes dependen de un con
cierto de polipéptidos tales como: hormo
nas y factores de crecimiento (Heath & Rees, 
1985; Levi-Montalcini, 1987). En 1923 se 
descubrió la existencia de una actividad tipo 
insulina en bivalvos, la que podría corres
ponder a un factor de crecimiento similar a 
la insulina (Collip, 1923). Recientemente se 
ha detectado la presencia de secuencias de 
ADN correspondientes a proteínas del tipo 
pre-proinsulina, denominadas MIP, en el 
sistema nervioso de Lymnaea slagnalis (Smit et 
al., 1988), lo que posibilita usar estos genes 
para producir factores de crecimiento por 
técnicas de ingeniería genética con el objeto 
de mejorar la utilización de nutrientes y ace
lerar la tasa de crecimiento tanto de larvas 
como de juveniles.

En primera instancia hemos usado una 
sonda que contiene la secuencia de la hormo
na de crecimiento humana, para establecer la 
presencia en el ADN del “loco”, de una se
cuencia similar. Los clones que hibridizaron 
con esta sonda contienen la secuencia de la 
hormona del crecimiento, ya que el vector 
KS BlueScript desaparece como tal de las 
mezclas de ligación y el ADN del “loco” dige
rido con enzimas de restricción cambia su
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