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The biology of planktotrophic larvae of Concholepas concholepas is the main bottleneck 
towards developing biotechnologies to rear this muricid. Data concerning planktonic larvae 
development, diets and environmental signals triggering larval settlement and recruitment 
is scarce. We have begun the study of the molecular and cell biology of embryos, larvae and 
recruits having as a final goal, the development of appropriate biotechnologies to rear this 
gastropod. 

First, an inverse ratio between BuChE and AChE enzyme activities was established. This 
ratio may be a precise developmental marker for this species. Second, for the first time a 
phosphoinositide related regulatory pathway is reported in a muricid, opening a new ap­
proach to the biotechnological management of larvae. Third, the relation between sulfate 
in sea water and larval motility was studied. Concentrations below 125 juM sulfate de­
creases larval motility. The sulfate is incorporated in proteoglycans which participate 
in different developmental phenomena. Lastly, a genomic Concholepas concholepas D N A 
sequence, similar to that of a human growth hormone probe was detected. This is very 
interesting since growth factors are key molecules during development, growth and are 
involved in food conversion rates in fishes and also, a in variety of marine invertebrates. 

La vida del molusco gastrópodo Concho­
lepas concholepas es muy singular. Las 
hembras fecundadas depositan hasta 400 
cápsulas por temporada, de las que eclosio-
nan alrededor de 2 x 10* larvas velígeras 
con un tamaño aproximado de 270 f¿M. 
Las larvas se desarrollan hasta alcanzar un 
diámetro anteroposterior de 1.500-1.700 
juM en un período entre 60-90 días. En 
esta etapa, señales ambientales específicas 
desencadenarían, al ser detectadas por 
receptores de membranas epiteliales, la 
transición plancton-bentos, con la subse­
cuente metamorfosis y reclutamiento en 
territorios inter y submareales. Este es el 
origen de las poblaciones naturales de 
"locos" que dan lugar a bancos de explo­
tación (1 , 2, 3, 4). 

Concholepas concholepas ha sido, en la 
práctica, el gastrópodo de mayor valor 
socioeconómico en el Pacífico sudoeste. 

A quien debe dirigirse la correspondencia. 

Esto mismo ha ocasionado una sobre-
explotación intensa y eficiente que de­
sembocó en una veda por 2 años en todo 
el país. Se consideró que ésta era la única 
alternativa para salvar esta especie de su 
eventual extinción. Los esfuerzos para 
cultivar en forma controlada este gastró­
podo se han topado con la larga vida 
planctónica del estado larval. En efecto, 
no se ha logrado conseguir un número 
significativo de larvas competentes nece­
sarias para iniciar el cultivo masivo de 
juveniles (5). Vale decir, no ha sido posible 
mantener larvas planctónicas hasta el 
estado competente en el cual las larvas 
reconocen las instrucciones moleculares 
ambientales existentes en los sitios de 
reclutamiento. 

La obtención de un número adecuado 
de larvas competentes para iniciar progra­
mas de repoblamiento y cultivo es, sin 
lugar a dudas, el problema a resolver. 
Nuestro trabajo de investigación implica 
usar biotecnologías en dos aspectos prin-
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cipales: el primero, consiste en determinar 
y usar las señales que definen la transición 
plancton-bentos de las larvas competen­
tes y, segundo, identificar y utilizar facto­
res de crecimiento para mejorar la eficien­
cia de conversión de las dietas con las que 
se alimentan las larvas. 

Para lograr lo anterior hemos comen­
zado la búsqueda de marcadores molecu­
lares del desarrollo que nos permitan 
definir señales inductoras del asentamiento. 
En especial, estudiamos la ontogenia de 
las colinesterasas, enzimas de sistemas neu-
ronales, como alternativa para definir un 
índice bioquímico de desarrollo, la regula­
ción de los fosfoinositoles que controlan 
importantes rutas metabólicas y el me­
tabolismo del ion sulfato y macromoléculas 
sulfatadas; hemos también analizado se­
cuencias de ADN genómico del " loco" con 
el objeto de detectar secuencias similares 
a factores de crecimiento. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención y mantención de larvas de 
C. concholepas 

Las cápsulas fueron obtenidas en el submareal y 
mantenidas en condiciones de laboratorio como 
se ha descrito previamente (4). Los embriones 
fueron obtenidos por disección de las cápsulas 
y las larvas se obtuvieron luego de la eclosión 
espontánea de las cápsulas. 

Obtención de AChE y BuChE. Electroforesis 
en geles de poliacrilamida 

Las enzimas acetilcolinesterasa (AChE; E.C. 
3.1.1.7) y butirilcolinesterasa (BuChE; E.C. 
3 .1 .1 .8) fueron extraídas de embriones, larvas 
velígeras y reclutas de C. concholepas. 

Estos fueron homogeneizados ( 1 : 5 , p/v) en 
Tris-Ha 50 mM y Tritón X-100 al 0,5%, en pre­
sencia de una mezcla de inhibidores de protea-
sas (6) . El homogeneizado se centrifugó á 14 .000 
rpm durante 15 minutos a 4°C. Los ensayos enzi-
máticos se realizaron en los sobrenadantes, me­
diante un método colorimétrico (7). Para el 
ensayo de AChE se utilizó como sustrato yoduro 
de acetiltiocolina 0,7 5 mM y para BuChE, yoduro de 
butiriltiocolina 10 mM. Como inhibidor específico 
de la AChE se usó BW 284c51 ( 1 0 juM) y para la 
BuChE se usó tetraisopropilfosforamida (0,1 mM) 
(isoOMPA). 

Las electroforesis se realizaron en geles de 
poliacrilamida al 7,5% en una cámara horizontal 
a 4 ° C durante una hora a 100 volts y luego 4 horas 

a 150 volts de acuerdo a Toutant (8). Al finalizar 
la corrida los geles se incubaron en fosfato de 
sodio 0,2 M; pH 7,0 e isoOMPA 1 0 ^ M o BW 
1 0 ~ s . Las actividades enzimáticas se visualizaron 
por un método histoquímico (9) , en presencia 
de los sustratos e inhibidores respectivos. 

Metabolismo de fosfoinositoles 

El estudio del metabolismo de los fosfoinositoles 
fue realizado de acuerdo a la metodología de 
Berridge (10); aproximadamente 1.500 larvas 
de C. concholepas fueron incubadas en 6 5 0 /xl de 
agua de mar filtrada, con 10 /xl de H 3 -mioinositol 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego 
de la incubación las larvas fueron lavadas tres 
veces con agua de mar filtrada y homogeneizadas. 
La extracción de lípidos se realizó con 1,5 mi de 
CHCl 3 /MetOH/HCl ( 1 0 : 2 0 0 : 1 v/v), se agitó y 
se agregaron 4 5 0 ¿xl de CHC1 3 y 4 5 0 jul de agua 
de mar. La separación de la fase orgánica de la 
acuosa se obtuvo por centrifugación a 4 .000 rpm 
durante 5 minutos. Para la separación cromato-
gráfica de los fosfoinositoles se diluyeron 1,6 mi 
de la fase acuosa a 8 mi, previa neutralización con 
borato, los que se cargaron en una minicolumna 
(Bio-Rad, Richmond., Ca.) que contenía 1 mi de 
Dowex 1-X8 (100-200 mesh) en la forma formato. 
Las columnas fueron lavadas con 10 mi de agua 
destilada para remover restos de mioinositol, 
marcado no incorporado. El inositol-1-fosfato 
(IP) fue eluido con 6 mi de formato de amonio 
0,2 M en ácido fórmico 0,1 M; el inositol-1,4-
fosfato (IP2) con 6 mi de formato de amonio 
0,4 M en ácido fórmico 0,1 M y el inositol-1, 
4,5-fosfato ( I P 3 ) fue eluido con 6 mi de formato 
de amonio 1 M en ácido fórmico 0,1 M (11) . 
Volúmenes de 2 mi de los distintos eluidos se 
colocaron en mezcla de centelleo y la radiactivi­
dad se determinó en un contador de centelleo 
Beckmann LC 100. 

Efecto de sulfato en la movilidad larval 

En placas de Petri de 14 cm de diámetro se incuba­
ron 25 a 50 larvas por 10 minutos en agua de mar 
artificial con sulfato 125 xxM o 25 mM (concen­
tración normal del agua de mar). Luego de la incu­
bación se estimó el número de larvas presentes a 
3 ,0 cm de diámetro del centro de la placa como, 
asimismo, las que se encontraban entre los 3,0 cm 
y el borde de la placa. 

Incorporación de sulfato en larvas velígeras 

Larvas velígeras (500-1 .500) se incubaron en agua 
de mar artificial sin sulfato y con 10 ¿xCi de sul-
fa to -S 3 s de sodio más distintas concentraciones 
de sulfato frío. A diferentes tiempos las larvas se 
lavaron y precipitaron con 1,5 de ácido tricloro-
acético (TCA) al 12% a 4 ° C , por 6 horas. Luego 
se centrifugaron a 14.000 rpm por 10 minutos. 
El sobrenadante fue descartado y el precipitado 
se resuspendió en 1 mi de TCA y la centrifuga-
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ción se repitió tres veces. Finalmente, la radiac­
tividad fue determinada en los precipitados resul­
tantes. 

Construcción de una genoteca de Concholepas 
concholepas 

El A D N cromosomal fue extraído del pie de juve­
niles de C. concholepas (12) . El precipitado final 
se resuspende en Tris-HCl 10 mM (pH 7,5) y 
EDTA 1 mM, recuperándose aproximadamente 
0,5 mg de A D N por gramo de tejido muscular de 
pie. La calidad del A D N extraído fue evaluada 
dirigiéndolo con las enzimas BamHI, EcoRI y 
Hind 111(13). 

El ADN cromosomal fue digerido hasta un 
promedio de 1.000 a 2 .000 pb, con la enzima 
Mbol. La ligación de los fragmentos de A D N 
cromosomal se realizó con el vector BlueScript 
KS de Stratagene (13 , 14), linearizado con BamHI, 
y removidos los grupos fosfatos del extremo 5' 
con fosfatasa alcalina (13) . En la ligación se utilizó 
una proporción de ADN cromosomal, respecto del 
vector, de 3 : 1 , utilizando ADN ligasa del fago T 4 . 
La mezcla de ligación (1 jug/ml de ADN ligado), 
evaluada mediante electroforesis en geles de agaro-
sa al 1 % y teñidos con bromuro de etidio (1 Hg/m\), 
se utilizó directamente para transformar células 
competentes XLI Blue (14 , 15). El crecimiento de 
las células transformadas se realizó en la presencia 
de X-GAL-IPTG. Las colonias transformadas fue­
ron analizadas mediante hidrólisis alcalina para 
comprobar si poseían los insertos. La genoteca fue 
guardada en 4 réplicas en filtros de nitrocelulosa 
(16) . La detección de secuencias homologas a 
hormona de crecimiento humana en colonias 
recombinantes se realizó mediante un análisis 
primario de la genoteca por hibridación con una 
sonda de la hormona, que contenía la totalidad 
(80%) del cADN, obtenida por doble digestión 
con EcoRI y Hind III delplasmidio pSP64-GH-HA 
(17) . El fragmento correspondiente a la hormona 
de crecimiento ( 6 0 0 pb) fue aislado por electro­
foresis, eluido en acetato de amonio 0,5 M, pH 8 
y marcado con dCTP-P 3 2 (13) , obteniéndose 
1 0 7 cpm/^ig de ADN. Cada filtro conteniendo 
la genoteca fue hibridado y lo mismo se realizó 
con réplicas de colonias positivas. Estas fueron 
crecidas en placas y se obluvieron sus réplicas 
y el A D N plasmidial purificado (13 , 18). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Nuestro estudio tiene como objetivo efec­
tuar un avance paralelo en áreas críticas de 
la biología de larvas y juveniles de Concho-
lepas concholepas. Este trabajo tiene face­
tas que se unifican en una meta final que 
es obtener condiciones para inducir el asen­
tamiento y reclutamiento de larvas compe­
tentes de este murícido. 

1. Ontogenia de las colinesterasas 

Las enzimas del tipo colinesterasa, especial­
mente la acetilcolinesterasa (AChE), están 
involucradas en la transducción de señales 
que median las sinapsis colinérgicas. En 
este contexto hemos analizado las formas 
moleculares de estas enzimas presentes en 
reclutas de C. concholepas. La Fig. 1 mues­
tra una electroforesis en geles de poliacrila-
mida en condiciones no desnaturantes de 
la AChE y la butirilcolinesterasa (BuChE). 
Se puede observar que existen tanto formas 
tetraméricas ( G 4 ) como diméricas ( G 2 ) de 
la AChE (Fig. 1, carril A) y formas dimé­
ricas ( G 2 ) de la BuChE (Fig. 1, carril B). 

ST1 ST2 

A B 

Fig. 1: Electroforesis de formas nativas de AChE y 
BuChE en Concholepas concholepas juvenil. 
Alícuotas de un homogeneizado de un ejemplar de 1 cm 
(1:10 p/v; en Tris-HCl 50 mM (pH 7,0) y Tritón X-100 
al 0,5%) se cargaron en geles de poliacrilamida en con­
diciones no desnaturantes. Las actividades de AChE y 
de BuChE se revelaron en los geles por la tinción de 
Karnovsky y Roots (1964). 
ST 1: Estándar de las formas tetramérica G 4 y dimé-
rica G 2 de AChE, obtenidas de cerebro de rata y de 
órgano eléctrico de Discopyge tschudii, respectivamente. 
A: Formas moleculares de AChE de Concholepas con­
cholepas juvenil. 
B: Formas moleculares de BuChE de Concholepas con­
cholepas juvenil. 
ST 2: Estándar de la forma dimérica G 2 de BuChE, obte­
nida de la fracción microsomal de hígado de rata. 

Durante el desarrollo de C. concholepas 
hemos detectado que existe una relación 
inversa entre las actividades de AChE y 
BuChE. En efecto, la actividad de la BuChE 
aumenta precozmente desde el huevo hasta 
alcanzar niveles máximos en larvas prevelí-
geras y velígeras, manteniendo niveles simi­
lares después del asentamiento y recluta­
miento del " loco" (Fig. 2A). Por otra 
parte, la actividad de la AChE aumenta 
lentamente alcanzando un máximo nivel 
en estados juveniles de 3 mm de diámetro 
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Fig. 2: Variaciones en AChE y BuChE durante el desa­
rrollo de Concholepas concholepas. 
A: Para los estados de huevo pretrocófora y velígera se 
homogeneizaron aproximadamente 8.000 individuos/ml 
en cada situación, en amortiguador Tris-HQ 50 mM 
(pH 7,0), Tritón X-100 al 0,5% e inhibidores de protea-
sas. Un juvenil de aproximadamente 1 cm de diámetro 
fue disectado y se homogeneizó (1.10, p/v) en el mismo 
amortiguador. En los homogeneizados se ensayaron, en 
triplicado, las actividades de AChE y de BuChE, en pre­
sencia de isoOMPA y BW, respectivamente. 
B: Razón AChE/BuChE en función del desarrollo. 

anteroposterior. Lo anterior nos permite 
sugerir que la razón AChE/BuChE podría 
ser un buen índice (Fig. 2B) para establecer 
un determinado estado de maduración del 
sistema nervioso de Concholepas, lo cual, a 
su vez, se correlaciona estrechamente con 
el estadio de desarrollo en que se encuentre 
el organismo. 

2. Metabolismo de fosfoinositoles 

Uno de los mecanismos utilizados por célu­
las para transducir información a través de 
sus membranas plasmáticas consiste en la 

regulación de enzimas intracelulares, unidas 
a membranas, vía receptores de la superfi­
cie celular (19). Es probable que el desa­
rrollo o parte del ciclo de vida de Concho-
lepas concholepas esté mediado por alguno 
de estos mecanismos de regulación univer­
sales. Así, por ejemplo, en larvas del gastró-
podo Haliotis rufescens se ha demostrado 
que GTP, diacilglicerol y ciertos diamino­
ácidos facilitan el asentamiento y la meta­
morfosis (20). 

Hemos iniciado estudios del ciclo de 
fosfatidilinositol y su probable participa­
ción en alguna etapa del desarrollo de 
Concholepas. Nuestros resultados mues­
tran que larvas velígeras de C. concho-
lepas incorporan el precursor radiactivo 
(H 3 -mioinositol) (Fig. 3), lo que permite 
evaluar la presencia de inositol-1-fosfato 
(IP: 58%), inositol-1,4-difosfato ( I P 2 : 18%) 
e inositol-1,4,5-trifosfato ( I P 3 : 24%), este 
último es un conocido segundo mensajero 
que podría ser relevante en la fisiología 
del " loco". 
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Fig. 3: Contenido endógeno de fosfoinositoles derivados 
de H3-mioinositol en larvas velígeras de Concholepas 
concholepas. 
Las larvas velígeras fueron incubadas en presencia de 
H3-mioinositol, en agua de mar filtrada, durante dos 
horas, para, posteriormente, proceder a la extracción 
de lípidos, separación de la fase acuosa y separación 
cromatogràfica de los metabolitos de fosfoinositoles 
marcados en una minicolumna de Dowex 1-X8, según 
la metodología de Berridge (1984). 
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Estos resultados demuestran la existen­
cia del ciclo del fosfatidilinositol en larvas 
velígeras de C. concholepas y abren la posi­
bilidad, que moléculas inductoras de asen­
tamiento actúen a través de este mecanis­
mo regulatorio. 

3. Sulfatación y movilidad larval en 
Concholepas 

La presencia de sulfato en el agua de mar 
produce un efecto notorio en la incorpora­
ción de sulfato radiactivo a macromoléculas 
precipitables con ácido (Fig. 4A). En con­
traste, prácticamente no hay efecto en la 
incorporación de metionina a proteínas 
sintetizadas de novo. Este resultado sugiere 
que la presencia de sulfato estimula la in­
corporación del ion de manera específica. 
En forma paralela hemos evaluado el efecto 
de la carencia de sulfato en la motilidad 
larval. Como se observa en la Fig. 4B, la pre-
incubación de larvas velígeras en agua de 
mar carente de sulfato determina que las 
larvas se detengan, disminuyendo el movi­
miento ciliar del velo. Este fenómeno de 
inhibición de la capacidad natatoria es 
reversible, ya que las larvas recuperan 
su capacidad natatoria luego de retor­
narlas a agua de mar normal (2 horas). 
Parte del sulfato incorporado por las larvas 
se encuentra principalmente asociado a una 
familia discreta de proteoglicanes insolu-
bles en detergente (4). La interrelación 
precisa entre estos proteoglicanes sulfata­
dos y el efecto del ion sulfato en la capaci­
dad natatoria no es clara. La tabla 1 mues­
tra que la sulfatación aumenta 12 veces 
al comparar larvas velígeras con individuos 
en estado de blástula-gástrula. Un menor 
efecto es observado al evaluar la incorpora­
ción de metionina y glucosamina radiac­
tivas durante etapas similares de desarrollo. 
Experimentos en progreso utilizando anti­
cuerpos monocionales contra proteoglica­
nes sulfatados sugieren que la aparición 
de éstos también estaría regulada en el 
desarrollo, observándose una expresión 
máxima del antígeno en estado de larva 
velígera, disminuyendo dramáticamente 
en reclutas (E. Brandan, resultados no 
publicados). 
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Fig. 4: Efecto de sulfato en la incorporación de S 0 4 S a 
proteoglicanes y de S 3 5-metionina a proteínas y sobre 
la motilidad en larvas velígeras de Concholepas concho-
lepas. 
A: Las larvas velígeras se incubaron en agua de mar 
artificial, con 10 [HZ\ de sulfato-S 3 5 y 10 fiCi de S 3 5 -
metionina, a las concentraciones de sulfato, indicadas 
en la figura. El material marcado se obtuvo por precipi­
tación con TCA y resuspensión de los precipitados en 
NaOH 1 N, a los que luego de neutralizarlos se les deter­
minó la radiactividad. 
B: La motilidad larval se determinó en grupos de 25-50 
larvas velígeras, en placas de Petri, en agua de mar artifi­
cial, en presencia y en ausencia de sulfato (25 mM. A los 
10 minutos se determinó el número de larvas entre los 
3 cm y el borde de la placa. 

4. Secuencias genómicas de factores de 
crecimiento 

Un aspecto muy interesante, en términos 
de sus posibilidades futuras, es considerar 
el papel de factores de crecimiento en el 
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TABLA 1 

Aumento de la sulfatación durante el desarrollo de 
Concholepas concholepas 

Blástula-
gástrula Trocofora Veliger 

(Veces de aumento) 

Sulfato-S 3 S 1,0 6,0 ±2,1 12,5 ±2,6 
Metionina-S35 1,0 N.D. 2,4 
Glucosamina-H3 N.D. 1,0 1,2 

La incorporación de sulfato se realizó en cuatro experi­
mentos distintos y el valor para blástula-gástrula fue de 
219 ± 22 cpm/mg de proteínas (1,0). Todas las incuba­
ciones se realizaron en agua de mar artificial con sulfato 
de 1 mM, durante 6 horas a temperatura ambiente. 
N.D. = No determinado. 

desarrollo, crecimiento y utilización del 
alimento de larvas y juveniles de Concho-
lepas. 

Los factores de crecimiento son ele­
mentos regulatorios indispensables en el 
desarrollo y diferenciación de vertebrados 
e invertebrados (21). Usando una sonda 
que contiene 90% de la secuencia de la 
hormona de crecimiento humana, hemos 
detectado secuencias en el ADN del " loco" 
que hibridizan con la sonda. El ADN de 
Concholepas concholepas fue digerido y 
ligado al vector BlueScript K.S. (Fig. 5). El 
nuevo constructo fue usado para transfor­
mar E. coli, siendo la transformación esta­
blecida por crecimiento de las bacterias en 

INGENIERÍA GENETICA DEL "LOCO-

DNA GENOMICO DE "LOCO" VECTOR BLUESCRIPT KS 

LIGASA T¿ 

O MOLÉCULAS 
RECOMBINANTES 

TRANSFORMACIÓN 
DE E.col i 

Fig. 5: Construcción de una genoteca de ADN genómico de Concholepas concholepas. 
El ADN fue digerido con Mbol y ligado al vector BlueScript KS digerido con Bam HI. Molé­
culas recombinantes obtenidas con ligasa T-4 fueron usadas para transformar Escherichia coli. 
Las colonias recombinantes se detectaron por su resistencia a ampicilina y por hibridación 
con una sonda radiactiva de hormona de crecimiento humana. 
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Fig. 6: Esquema, análisis y resultado de la hibridación 
del plasmidio pSP64 GH-HA conteniendo hormona de 
crecimiento con DNA de Concholepas concholepas. 
A: Esquema del plasmidio pSP64 GH-HA. 
B: Análisis del plasmidio pSP64 GH-HA por cortes con 
enzimas de restricción, en gel de agarosa al 1 %. 
Carril 1: ADN del fago Lambda digerido con Hind III. 
Carril 2: ADN plasmidal, sobreeniollado, de pSP64 GH-HA 
Carril 3: ADN del pSP64 GH-HA digerido con Hind III y 
con Eco RI. 
C: Autorradiografía de hibridación de tres colonias, pla­
queadas en distintos filtros con el fragmento de la hormona 
de crecimiento marcada con alfa-dCTP-(32P). 

presencia de X-GAL-IPTG. Las colonias de 
placas positivas fueron hibridizadas con la 
sonda radiactiva (Fig. 6). Estos resultados 
indicarían que en el gen orna de Conchole­
pas existe una secuencia(s) similar a la 
secuencia de la sonda usada. En otros gas­
trópodos también se han encontrado 
secuencias similares a hormona de creci­
miento e insulina (22). La construcción y 
análisis de la genoteca de Concholepas 
concholepas se plantea como una prioridad 

necesaria para entender cabalmente los 
mecanismos que controlan tanto la dife­
renciación como el desarrollo de este im­
portante molusco. 
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