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METAMORFOSIS DE LARVAS

PLANCTONICAS DE Concholepas

concholepas ("LOCO") (MOLLUSCA; GASTROPODA; MURICIDAE).
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:‘Metamorphosis of planktonic larvae of Condholepas concholepas (“loco ")
{(Mollusca; Gastropoda; Muricidae). i
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INTRODUCCION

El 1 C— ~hnl, one Jenn], Im“
(Bruguiere, 1789) {Mollu.sca, Gasttopoda,
Muricidae) es un recurso marino de gran
importancia sociceconémica en nuestro
pais, el que en los ultimos afics ha sido
sometido a una captura indiscriminada,
obligando a una veda indefinida con el
propésito de evitar su extincién (Castilla,
1988).

El ciclo de vida del "loco" com-
prende una fase embrionaria intracap-
sular luego de la cual emergen larvas ca-
pacitadas para mantenerse en el plancton

& Molecular P.
15

(Ramorino, 1979; Gallardo, 1979), desde
donde y posiblemente en respuesta a una
serie de sefiales quimicas ambientales,
son capaces de fijarse a un sustrato y
metamorfosear (Rodriguez et al., 1992).
Para larvas de "loco” sin embargo, no se
conocen las sefiales ambientales que de-
sencadenan el asentamiento y la meta-
morfosis. De esto se desprende, que esta
es una de las etapas limitantes del poten-
cial cultive de la especie (Inestrosa et al.,
1990).

En el manejo del asentamiento y
metamorfosis de invertebrados marinos,
se ha utilizado con algin éxito una téc-
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nica que consiste en la manipulacién de
las concentraciones iénicas del agua de
mar (Rodriguez et al, 1992). As{ por
ejemplo, el uso del ién potasio permite en
una serie de larvas de moluscos que ellas
se fijen y completen el proceso de meta-
morfosis (Yool et al,, 1986; Pechenik &
Heyman, 1987; Todd et al., 1991). A pesar
de esto, la eficacia del i6n potasio no es
absoluta, de hecho Nell & Holliday
(1986) encontraron solo un 19% de me-
tamorfosis en el bivalvo Saccostrea
commercial, y Eyster & Pechenik (1987) no
observaron ningtin efecto del ién potasio
en la induccion de larvas de Myfilus
edulis,

Con estos antecedentes iniciamos
hace algunos afios el estudio del efecto
de los cambios iénicos del agua de mar
sobre larvas de "loco" con el objeto de in-
ducir el asentamiento y la metamorfosis.
En el presente trabajo se presentan datos
acerca del efecto del i6n potasio sobre la
metamorfosis del "loco”, incluyendo una
evaluacion de las enzimas acetilcolines-
terasa (AChE) y butirilcolinesterasa
(BuChE), junto al mensajero intracelular
AMP ciclico (AMPc).

Parte de estos resultados han sido
comunicados previamente en forma pre-
liminar (Inestrosa, 1991; Inestrosa et al.,
1992a; 1992b).

MATERIALES Y METODOS

a) LARVAS DE Concholepas concholepas.

Los huevos y larvas veligeras, se obtuvie-
ron de cdpsulas colectadas en el interma-
real de Las Cruces (V Region) y de cip-
sulas provenientes de reproductores
mantenidos en el Laboratorio Biolégico
Pesquero del Instituto de Fomento
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Pesquero (IFOP) en Putemin, Chiloé (X
Regi6n), cedidas gentilmente Ariel Pinto,
René Vega y Eduardo Bustos.

Las larvas tetralobuladas (DiSalvo,
1988) de diferentes tamafios (700 a 1400
pm) fueron cultivadas a partir de cdpsu-
las depositadas por los reproductores
que se tienen en Put

Las larvas plancténicas fueron co-
lectadas del plancton en la zona de
Coquimbo (IV Region) y en la zona cen-
tral (V Region) con tamafios de 1500 a
1800 pm y en Valdivia (X Regitn) con ta-
maiios entre 1500 a 2000 pm de diametro
anteroposterior. Una vez capturadas
(aproximadamente 250 larvas) estas fue-
ron inmediatamente trasladadas a la
Unidad de Neurobiologfa Molecular de
nuestra Universidad en Santiago, en
donde se mantuvieron individualmente
en frascos de cultivo estériles con 30 ml
de agua de mar filtrada (Millipore
0,45pm) a 18+2°C con cambios cada 24
horas.

b) ENSAYOS CON EL ION POTASIO E
INDUCCION DE METAMORFOSIS.

MOVILIDAD LARVAL: los ensayos de movi-
lidad de las larvas veligeras se realizaron
en placas Linbro de 25 pocillos agre-
gando 20 a 30 larvas a cada pocillo, en
triplicado, en 0,5 ml de agua de mar fil-
trada (0,45 pm) agregando la concentra-
cién de cloruro de potasio necesaria para
alcanzar el exceso requerido (agua de
mar normal 9 mM potasio). Se definié
como larvas no activas a aquellas que
permanecen en el fondo del pocillo con el
velo retraido y los cilios inactivos. Las
larvas activas se definieron como aque-
Has con cilios velares activos, natacién
activa y pié activo.
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INDUCCION DE METAMORFOSE: a larvas
plancténicas colocadas en frascos indivi-
duales, se les agregé 11 mM de cloruro
de potasio en exceso (20 mM final),

manteniéndose estas condiciones hasta
que se detectt asentamiento y metamor-
fosis. Los controles se incubaron sélo en
agua de mar filtrada. El medio de incu-
bacién se renové cada 24 horas y el es-
tado de las larvas se verific6 cada 6, 12 y
24 horas uhhz.ando una lupa estereosco-
pica. Las princi caracteristicas de las
larvas plamiﬁmcas y metamorfoseadas
por induccién con el ién potasio se eva-
luaron en un sistema de microscopia in-
travital in ©vive, con un microscopio
Optiphot Nikon, acoplado a una cAmara
de video conectada a un video monitor
VHS de cuyas imagenes se procedié a
realizar fotografias. Este equipo fue faci-
litado por el Dr. Mauricio Boric del
Departamento de Ciencias Fisiologicas
de nuestra Facultad.

¢) ENSAYOS DE AChE Y BuChE.

Las enzimas fueron analizadas
mediante geles de poliacrilamida no-
denaturantes, luego de homogenizar las
distintas muestras en un amortiguador
Tris-HCl 50 mM (pH 7,2) y Triton X-100
al 0,5% en presencia de una mezcla de
antiproteasas (Gonzalez et al., 1990). Las
actividades enziméticas se evidenciaron
por la tincién histoquimica descrita por
Karnovsky y Roots (1964).

d) MEDICION DE LOS
INTRACELULARES DE AMPc.

NIVELES

La extraccién del AMPc se realizé
por homogenizacién de las muestras en
4cido perclérico 05 N, obteniéndose
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luego de centrifugar, un sobrenadante
que fue neutralizado con KOH hasta un
pH cercano a 6. El perclorato de potasio
se descartdé por centrifugacién y los ni-
veles de AMPc fueron determinados en
el sobrenadante. La cuantificacién del
nuclettido se realizé mediante un mé-
todo radicisotbpico de competencia, que
se basa en la unién especifica del AMPc a
una protefna ligante (subunidad regu-
ladora de la protefna quinasa), (Gilman,
1970).

e) DETERMINACION DE PROTEINAS.

Las proteinas se determinaron por el
método de Lowry ef al. (1951), utilizando
como estindar albimina sérica de
bovino.

RESULTADOS Y DISCUSION

INDUCCION DE METAMORFOSIS EN
Concholepas concholepas POR AUMENTO
DE LA CONCENTRACION DEL ION
POTASIO.

En el andlisis de la conducta de las larvas
veligeras expuestas a concentraciones
crecientes del ién potasio, se puede ob-
servar (Fig. 1) que es posible inducir el
asentamiento de larvas de Concholepas
concholepas. Este asentamiento resulta de
la detencion especifica del movimiento
de los cilios mayores del aparato velar de
las larvas. El efecto es dependiente de la
concentracién del ién potasio y es rever-
sible en el tempo estudiado (60 minu-
tos), lo que indica que no existe toxicidad
del cloruro de potasio al menos hasta
30mM (concentracién final) ya que el
efecto desaparece al remover el exceso de
potasio del medio de incubacién.
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En los estudios de induccibn de
metamorfosis hemos podido establecer la
factibilidad de utilizar el i6n potasio
como inductor de este proceso (Inestrosa
et al., 1992a). Del andlisis de las observa-
ciones conductuales registradas durante
la induccién de asentamiento y metamor-
fosis de larvas de "loco" por el i6n pota-
sio, se lograron establecer las caracteristi-
cas mas relevantes de este proceso, las
que incluyen: (a) fijacién al sustrate; (b)
deciliacién y, (c) pérdida del aparato ve-
lar y salida de los tenticulos. Como se

observa en la Fig. 2A, las larvas en con-
tacto con el sustrato, previo a la exposi-
cién con el ién potasio, presentan los
tentéculos retraidos en el interior de la
protoconcha, los que por lo tanto no apa-
recen expuestos fuera de la misma. Esto
se debe a que los l6bulos velares se en-
cuentran también retraidos hacia el inte-
rior de la protoconcha. Esta situacién
cambia dristicamente, en larvas induci-
das por el ién potasio, en las que el velo
desaparece y los tenticulos aparecen
ahora fuera de la protoconcha (Fig. 2B).
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Figura 2. Larvas planctonicas y metamorfoseadas de Condhol holep

¥

Larvas planctonicas de “loco” fueron incubadas en agua de mar con 20 mM de cloruro de potasio {concentracion
gmal) y !xmnﬁosmdaﬁ cada 6 horas en un sistema de microscopia acoplado a video VHS, para registrar los eventos
e metamo

A) Vista ventral de una larva planctonica, en que no se aprecian los tentaculos.
B) Larva nwlamorfhg-seadav inducida por el ion potasio(24 horas), donde se aprecian los tentdculos fuera de la
protocone

El campo completo de las fotografias es 1000 pm.
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En los individuos metamorfoseados, in-
ducidos por el i6n potasio, la teloconcha
aparece a las 20 horas st-metamorfosis
y la maxima frecuencia se alcanza alre-
dedor de las 44 horas. La formacion de la
teloconcha ocurre inicialmente en el
borde de crecimiento préximo al canal
del sifén (Fig. 3A) para posteriormente, y
a medida que se producen nuevas capas
de aposicién de la teloconcha, abarcar la
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totalidad del borde de crecimiento (Fig.
3A flechas, 3B). En una vista ventral el
limite de la nueva teloconcha se observa
claramente (anillos blancos) junto alahér—
mino del manto pigmentade (Fig. 3C).
Observaciones sin'[n)ilares Euemn( clgmuni-

cadas por DiSalvo (1988) para una larva
capturada en el mar que metamorfosed
espontaneamente.

Figura 3. Desarrollo de la teloconcha en Concholepas concholepas.

A) Muestra el comienzo del crecimiento de la teloconcha. El desarrollo comienza junto al canal del sifén. Las
flechas indican las capas de crecimiento de la teloconcha.
B} Muestra una larva metamorfica de estado mas avanzado, donde se observan varias capas de la teloconcha.
Muestra una vista ventral de la misma larva metamorfica de B), en la cual es muy claro el limite entre la

teloconcha no

i da y el manto |
El campo completo de Ya Totografia es igual al de 1a Fig. 2.
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Una vez establecida la factibilidad de in-
ducir la metamorfosis de larvas de "loco”
por aumento de la concentracién del ién
potasio en el agua de mar, se procedi6 a
realizar un estudio de la cinética de in-
duccibn de la metamorfosis en larvas
plancténicas capturadas con red de
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neuston en distintas regiones del pais. En
1a Fig. 4 se muestra el tamano relativo de
las larvas capturadas con las que se reali-
zaron los experimentos. La cinética de
induccién de metamorfosis por el ion
potasio se presenta en la Fig. 5.

NUMERO DE LARVAS CAPTURADAS

%

LONGITUD ANTEROPOSTERIOR{um)

Las Cruces
B LaHeradura

W Mehuin

Figura 4. Namero y tamafno de larvas plancténicas de Concholepas concholepas capturadas en las

distintas regzones de Chile.

Las larvas planctdnicas fueron colectadas con red de arrastre en La Herradura (Coguimbo), Las Cruces-Quintay

en la zona central y en Mehuin (Valdivia). Una vez en nuestro laboratorio ¢
aproximado a los valores enteros descritos en la figura.

Es claro que dentro de las primeras 50
horas de exposicién al ién potasio, las
larvas de todas las regiones estudiadas
inician metamorfosis. También es claro,
que las larvas colectadas en la zona cen-
tral (Las Cruces) y en el sur (Mehuin) son
mis sensibles al efecto inductor del i6n

larva fue medida y su tamano

potasio, ya que estas larvas inician antes
el proceso de metamorfosis. Larvas
plancténicas controles mantenidas en
agua de mar filtrada (Millipore 0,45 pm)
no presentan metamorfosis espontanea
por al menos 10 dias después de iniciada
la incubacién. En larvas provenientes de
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Las larvas de *loco” obtenidas de la zona norte (Coqu
{Mehuin d;]‘_ﬁakr fueron incubadas en agua de mar filirada (Millipore 0,45 pm) con 11 m
inal). Las observaciones se realizaron cada 6 horas, para seguir los evenlos asociados a la

exceso |
metamorfosis de las larvas.

la zona norte del pais (Coquimbo), los
eventos de metamorfosis se registraron a
partir de las 46 horas. Este tiempo es ma-
yor que el observado para las larvas pro-
venientes de la zona sur del pafs
(Mehuin), donde el mayor niimerc de
eventos de metamorfosis se presentan al-
rededor de las 24 horas de incubacién en
exceso del ién potasio. Esto sugiere que
las larvas del norte presentarian un re-
traso en la respuesta al ién potasio lo que
podria estar relacionado con: (a) la dife-
rencia de tamafio observada entre la po-

del pais.

imbo), de la zona central (Las Cruces) g:qd!- la zona sur

de patasio en

blacion de larvas colectadas en el norte
(1500-1800 pm) y la poblacién de larvas
del sur (1900-2000 pm) (Fig. 4); (b) con el
estado nutricional de las larvas, o bién (c)
con la diferencia de temperatura entre el
sitio de coleccién de las larvas y la tem-
peratura de induccion. Finalmente en la
Fig. 6, se presentan datos que indican la
relacién entre el tamafio de las larvas
capturadas en Las Cruces (Fig. 6A) y
Coquimbo (Fig. 6B} y el porcentaje de
larvas expuestas al i6n potasio, que
fueron capaces de pasar metamorfosis.
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larvas

planctonicas de Concholepas  concholepas  capturadas  y

metamorfoseadas en funcién de su tamafo relativo.

e muestra ¢l porcentaje de larvas plancténicas vapluradas de un tamano particular y el porcentaje de dichas
larvas que fueron inducidas a metamodosear con el annwento de la concentracion dél ién potasio en agua e

mar filtrada (0,45 pm).
A) Larvas de Las Cruces-Ouintay.

B) Larvas de Coquimbo.
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Se puede observar que el tamafio prome-
dio 6ptimo para la induccién a metamor-
fosis fue de 1700 pm. Por ofra parte lar-
vas de menor tamafio (1500 pm), no pa-
saron metamorfosis. De la misma forma
larvas de 1400 pm, cultivadas en [FOP-
Putemiin, inducidas a metamorfosear
por el ién potasio, no fueron capaces de
pasar a metamorfosis en nuestro labora-
torio (datos no publicados). Estos resul-
tados son consistentes con la comunica-
cién de Pinto (1992) quién utilizé mas de
600 larvas de "loco", también cultivadas
en IFOP-Putemiin, no logrando inducir
metamorfosis en forma significativa.

ASPECTOS BIOQUIMICOS DEL DESA-
RROLLO Y METAMORFOSIS EN Concholepas
concholepas.

Se han estudiado también algunos
de los cambios bioquimicos que ocurren
durante el desarrollo y metamorfosis de
Concholepas concholepas. En primer lugar
nos referiremos a las formas moleculares
de la BuChE y de la AChE. En los prime-
ros dias de desarrollo las larvas veligeras
poseen una BuChE que esta presente en
dos formas moleculares (G; y Gy, tetrd-
mero y dimero) (Fig. 7, BuChE Vi y Vy4)
luego, alrededor de los 20 dias, desapa-
rece la forma Gy (Fig. 7, BuChE Vyy y
Ji5¢m)- Por su parte Ia AChE p ta solo
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BuChE

Voa Ym ¥aod Mada  J1sem

'.? Elech'ofm\eeia de formas nativas de
g BuChE, en el desarrollo de
Condia pus concholepas.

La elect
pnhacrllanuda m-

en geles de
y las activid

una forma molecular que apenas penetra
en el gel (Fig. 7, AChE Vo Vg ¥ Vapa)
Luego, como consecuencia de la meta-
morfosis, se induce una forma de mayor
movilidad electroforética (Fig. 7, AChE
M,q). Este patrén de la AChE se man-
tiene en juveniles de “loco". La expresién
diferencial de esta forma de mayor mo-
vilidad electroforética de la AChE, per-
mite definir por primera vez una modifi-
caci6bn molecular que acomparnia al pro-
ceso de metamorfosis en este molusco.

m por  tincion

hnshaqulml:a de]us geles.
Voai Vra ¥ Voag: larvas veligeras de 0, 7 y 20 dias.
Myg: larvia post-metamorfoseada de 4 dias.

H i juvenil de "loco” de 1,5 cm de longitud
et peristomal.

También se estudiaron los niveles
del segundo mensajero intracelular
AMPe. Al respecto hemos determinado
que existe un incremento en las concen-
traciones del AMPc a lo largo del desa-
mrollo larval (Fig. 8, inserto). En larvas
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plancténicas los niveles de AMPc alcan-
zan valores de 2300 pmoles AMPc¢/mg
protefnas. En la Fig. 8 se observan los
cambios que ocurren en larvas que han
metamorfoseado, inducidas por el ién
potasio o en forma espontinea. En el caso
de la induccién a metamorfosis, utili-
zando el ién potasio (20 mM final), se
produce una disminucién muy impor-
tante en los niveles del nucleétido (100
pmoles/mg prot), mientras que en el
caso de una larva, colectada en Las
Cruces, que completé la metamorfosis en
forma espontinea en el laboratorio
(junio, 1990) también se observé una
disminucion del AMPe (150 pmoles/mg
prot). En larvas plancténicas inducidas
por el ién potasio, pero que no completa-
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ron el proceso de metamorfosis
(detencién del proceso pasada la etapa de
deciliacion) se observé el mismo resul-
tado. Es interesante destacar que la se-
vera disminucién en los niveles de AMPe
observados luego de la metamorfosis,
podria estar indicando que los mecanis-
mos involucrados en desencadenar el
proceso de metamorfosis en el "loco” se-
rian sensibles a una disminucién en los
niveles de este segundo mensajero celu-
lar. Al respecto, en varios invertebrados
marinos existe evidencia que en los pro-
cesos de asentamiento y metamorfosis,
participarfan receptores asociados a se-
gundos mensajeros del tipo AMPe¢ (Coon
et al., 1985; Baxter & Morse, 1987; Morse,
1990).

MIVELES DE AMPs EN LARVAS Df C. CORCHOLEP AS
(puestes /my prateinas)

METAMORFOBIE

)

A 4 % X’
VE ZI 4s 900 1000 | 100 CoMP
ESTADUS DL DESARROLLO

oV

(ixpaatimes)

Figura 8 Niveles intracelulares de AMP ciclico durante el desarrclle y la metamorfosis de

Concholepas concholepas.

Se utilizaron larvas planctonicas, las que fuemon inducidas o metamorfosear con el iin potasio

20 mM final), 5t

presenta también el nivel de AMPe de una larva metamorfoseada en forma vsgontam‘d. S-‘J\ vl inserto se

ubservan los niveles de AMP ciclico en distintas etapas de desarrollo: huevo (H), vel
welosionadas (VE), veligeras de 21 dias (21 ds) y larvas de tamanos entre 500 y 11

‘%uras V), veligeras recien
wum, asi como de larvas

planciénicas (COMP). Los resultados se expresan como ¢l promedio + SEM.
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En conclusién, en este trabajo he-
mos demostrado la factibilidad de utili-
zar el ién potasio como inductor de
asentamiento y metamorfosis de larvas
plancténicas de ‘'loco". Esto permite
contar con una herramienta tecnolégica
simple para inducir en forma sincrénica
el p de metamorfosis en larvas de
este molusco, y asf poder manejar efi-
cientemente una de las etapas limitantes
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