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RESUMEN

En la mayoria de los grupos de invertebrados marinos es comun un periodo
larvario al que le sigue un proceso de metamorfosis. En el caso de los moluscos
gaster6podos como el abulén Haliotis rufescens y el caracol Astraea undosa
este patron se presenta durante su ciclo de vida. Entender los mecanismos, asi
como las substancias que inducen la metamorfosis resulta de particular interes
ya que en estas especies, asi como en otras de importancia en acuicultura, este
proceso es determinante para su cultivo. Asimismo, la metamorfosis es un
elemento determinante en el establecimiento de las poblaciones benténicas.
Con lo anterior en mente, se realizaron seis experimentos mediante un diseiio
experimental anidado. Se probaron cinco compuestos neuroactivos ( L-tiroxina,
GABA, L-Dopa, norepinefrina y KCI), con un interés particular en la L-tiroxina
debido a la diversidad de procesos que regulan estas hormonas en vertebrados
y que incluyen la diferenciacion celular y la maduracién neuronal. Los
experimentos se realizaron en forma independiente para cada especie en agua
de mar filtrada hasta 0.45 pm. El porcentaje de metamorfosis se evalud entre 17
y 44 horas después de la induccion en funcién de cada experimento. Los
mayores porcentajes de metamorfosis se obtuvieron con L-tiroxina (98.83%,
exp. 2; 100%, exp. 4 y 85.45%, exp. 5 para H. rufescens y 97.01%, exp. 6 para

A. undosa). Estos valores resultaron significativamente diferentes (p<0.01) a los
obtenidos con GABA (71.88%) cuando se evalué en forma simultanea a
L-tiroxina durante el experimento dos con H. rufescens, y similares a los
obtenidos en la concentracion mas alta de GABA utilizada con A.
undosa(93.59% de metamorfosis). EI mayor porcentaje de metamorfosis con
KCl fue de 53.62%. Con el resto de los compuestos (norepinefrina y L-Dopa) se
obtuvieron solamente metamorfosis anormales. Por otra parte, como resultado
de la utilizacién de NaOH para disolver la L-tiroxina se obtuvieron porcentajes
de metamorfosis con este compuesto. El porcentaje de metamorfosis con NaOH
alcanzé valores hasta de 88.69% Yy result6 similar al obtenido con L-tiroxina en
el mismo experimento. Para el caso de la L-tiroxina y el NaOH es la primera
evidencia reportada sobre el efecto de estas substancias en la metamorfosis de
estas especies. Se desconoce aun cuales son los mecanismos mediante los
cuales estas substancias neuroactivas desencadenan el proceso de
metamorfosis.



1. INTRODUCCION

En la mayoria de los grupos de invertebrados marinos, un periodo de
transformacién que involucra tanto cambios morfogenéticos como conductuales
y de habitat, forma parte integral de su ciclo de vida. A este periodo se le
reconoce en forma global como "metamorfosis”, aunque en forma més estricta
ésta solo incluye los cambios morfogenéticos a partir de los cuales el proceso

resulta irreversible.

Debido al tamafio reducido de los estadios larvales ha resultado muy complejo
comprender, en la mayoria de los grupos estudiados, cuales son los factores y
mecanismos que regulan la metamorfosis, tanto a nivel ambiental como
endécrino. Si se toma en consideracién lo anterior, evaluar el efecto que tienen
diferentes compuestos con probada actividad neuronal u hormonal en grupos de
especies emparentadas de gasterépodos, puede aportar informacién acerca del
papel de estas substancias en el inicio de la metamorfosis en este grupo de

organismos.

Por otra parte, muchas de las generalizaciones que se obtienen en cualquier
subdisciplina de la Biologia son producto de un reducido nimero de ejemplos,
por lo que en un proceso complejo como lo es la metamorfosis en invertebrados
marinos, mas casos de estudio detallados y en la mayor variedad de condiciones

posible favorecerdn la comprensién de este fenémeno (Chia, 1989).

Durante la década pasada, la informacién que se generé acerca de la induccién a
la metamorfosis por compuestos neuroactivos muestra pocas similitudes entre
las diferentes clases de moluscos estudiados, y es menor atn, si se incluyen los

diferentes fila (Pawlik, 1990).



Sin embargo, hasta el momento resulta reducido el nimero de especies con las
que se han probado, en relacién con la gran diversidad existente atin dentro de

una misma clase de organismos.

En el caso particular de los moluscos gasterépodos, la metamorfosis se ha
estudiado de manera sobresaliente en el abulén rojo, Haliotis rufescens (Morse et
al., 1979; Morse et al., 1980; Morse, et al., 1984; Morse y Morse, 1984a; Morse,
1985; Trapido-Rosenthal y Morse, 1985, 1986; Morse, 1990) y el nudibranquio,

Phestilla sibogne (Bonar y Hadfield, 1974; Hadfield, 1984; Hadfield y Scheuer,
1895; Miller y Hadfield, 1986; Pennington y Hadfield, 1989; Hadfield y
Pennington, 1990). Sin embargo, hasta el momento no se comprende en su
totalidad el mecanismo o mecanismos enddcrinos que regulan el proceso en

ninguna de las dos especies.

Otras especies del mismo grupo de organismos en las que se ha inducido a la
metamorfosis con diferentes compuestos comprenden el abulén azul, Haliotis
fulgens ( Searcy-Bernal et al., 1988; Garcia-Mendoza, 1991); el abulén japones, H.
discus hannai (Akashige ef al., 1981); el quiton, Katharina tunicata (Rumrill y
Cameron, 1983); la lapa, Crepidula fornicata (Pechenik y Heyman, 1985, 1987;

Pechenik y Gee, 1993) y el caracol Ilyanassa obsoleta (Levantine y Bonar, 1986).
Por otra parte, aunque existe informacién sobre otros gasterépodos ademads de
los mencionados, ésta se encuentra dispersa o bien los experimentos realizados
solo incluyen la respuesta a un solo compuesto neuroactivo (Bonar et al., 1990;

Pawlik, 1990).

En diferentes investigaciones relacionadas con la metamorfosis en invertebrados,
la participacién del sistema nervioso, endécrino o neuroendécrino de las larvas

se sugiere como el centro primario de control del inicio de la metamorfosis como
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respuesta a estimulos ambientales (Burke, 1983a, 1983b; Chia, 1978, 1989; Coon et

al., 1985; Hadfield, 1978, 1986; Scheltema, 1974). El papel especifico que
desempeifian tanto substancias neurotransmisoras como hormonas atin esta por
demostrarse en un mayor niimero de especies para poder hacer interpretaciones

que puedan generalizarse para grupos de organismos de un mismo taxon. En el

caso del abulén y el caracol Astraeq, son pocos los trabajos que existen en los que
de manera simultinea se pruebe con diferentes compuestos y no existe ninguno

en el cual se incluya alguna hormona tiroidea.

Ademés de la importancia biolégica y el interés evolutivo que representa
comprender el proceso de la metamorfosis para cualquier especie, entender los
factores que inician este proceso resulta particularmente importante para
contribuir a hacer més eficiente el cultivo de diversas especies comerciales de
invertebrados, prevenir la fijacion de organismos sobre estructuras colocadas por
el hombre en el mar mediante substancias inhibidoras del asentamiento y
metamorfosis, y conocer el impacto que tienen las actividades humanas en las
comunidades benténicas, particularmente con el incremento en el uso de
pinturas, metales pesados, detergentes y solventes que cada vez son arrojados
con mayor frecuencia al océano (Pawlik y Hadfield, 1990) y pueden alterar el
proceso de metamorfosis en diversos grupos. Asimismo, es ampliamente
reconocido y aceptado el profundo efecto que tiene el reclutamiento larval en el
establecimiento e interaccion de las poblaciones y comunidades bentonicas

(Sulkin, 1990)

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de moluscos del Instituto de
Investigaciones Oceanolégicas, con respaldo conjunto del proyecto de

"Produccién de Semilla de Abulén" y la seccién de Genética de la Facultad de



Ciencias Marinas, y conté con el apoyo financiero parcial del Consejo Nacional

de Ciencia y Tecnologia (CONACyT).
2. MARCO TEORICO

2.1. El proceso de metamorfosis en invertebrados marinos.

Una fase larvaria que permanece en el plancton por periodos variables es un
elemento comtn de la mayoria de los fila de invertebrados benténicos (Crisp,
1974), entre los que se incluyen desde el filum porifera hasta los artrépodos
(Wald, 1981). En términos de actividad, esta etapa comprende tres elementos. Un
primer periodo de movimiento activo y en el cual la larva no responde al
estimulo a metamorfizarse; al cual le siguen el asentamiento y la metamorfosis
(Chia, 1978), una vez que la larva se encuentra competente para responder ante
estimulos ambientales (Scheltema, 1974). El asentamiento se refiere a la parte
conductual de la larva, que incluye reducir su motilidad y dirigirse al fondo. La
metamorfosis, por su parte, se entiende como un cambio ontogénico que implica
transformaciones morfogenéticas irreversibles (Scheltema, 1974; Chia, 1978,

1989).

Tanto el asentamiento como la metamorfosis se presentan usualmente como

respuesta ante un estimulo externo que se asocia con la presencia de congéneres,
como sucede en los balanos (Crisp, 1985) y las galleta de mar, Echinarachnius
parma (Pearce y Scheibling, 1990); a la existencia de una capa bacteriana o

exopolimeros derivados de la misma (Maki y Mitchell, 1985; Leitz, 1993; Leitz y

Lange, 1991); o bien, como respuesta a la presencia de un cierto nimero de
especies de algas rojas como en el caso de del abulén , Haliotis rufescens (Morse,

1984a; Morse y Morse, 1984; Morse et al., 1984); la liebre o vaquita de mar del



género Aplysia (Pawlik, 1989) o el erizo, Strongilocentrotus droebachiensis (Pearce y

Schebling, 1990a).

En la actualidad se tienen identificadas diversas condiciones u organismos que
promueven el proceso de metamorfosis en diversas especies. Sin embargo, los
esfuerzos que se han realizado para tratar de aislar y purificar los compuestos
que la inducen han fallado en forma repetida (Pawlik, 1990). Hasta finales de la
década pasada, solo en un grupo reducido de especies se logré aislar el
compuesto responsable de la induccién a la metamorfosis (Chia, 1989), y en la
actualidad ese grupo no se ha incrementado de manera significativa. A pesar de
esto, se tiene como consenso que los inductores mas potentes emanan de alguna

fuente biolégica y que su naturaleza es quimica (Pawlik y Hadfield, 1990).

Estos inductores quimicos se han separado en dos grupos: 1) los factores
exdgenos o medioambientales mencionados anteriormente, los cuales afectan
directamente a las larvas mediante la interaccién con el sitema nervioso de las
mismas; y 2) los factores enddgenos, que incluyen a los neurotransmisores, los

cuales "disparan" o controlan los cambios de comportamiento morfoldgicos
P P

que ocurren durante el proceso de asentamiento y metamorfosis (Bonar et al.,

1990).

En lo que respecta a la parte endégena del proceso de metamorfosis, tadavia se
tienen menos pruebas acerca de los mecanismos y la naturaleza quimica de los
compuestos que regulan esta parte del proceso. A este respecto, diversas
evidencias apuntan a la participacién del sistema nervioso, endécrino o
neuroendécrino de las distintas larvas como el centro de coordinacién del

proceso de metamorfosis (Burke, 1983a; 1983b; Coon et al., 1985; Hadfield, 1978,

1986). Los resultados positivos obtenidos por Baloun y Morse (1984) y Yool et al.

(1986) al inducir a la metamorfosis a varias especies de moluscos mediante el
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incremento en la concentracién externa del i6n potasio, asi como la induccién a

la metamorfosis en Dendraster excentricus mediante estimulos eléctricos son parte

de los elementos que fortalecen la idea de la participaci6n del sistema nervioso.

2.2. El papel de las hormonas tiroideas, GABA, L-DOPA, norepinefrina y
el ion potasio en el proceso de metamorfosis en moluscos.

Diversos compuestos bioactivos se han utilizado para inducir a la metamorfosis
a una gran variedad moluscos. Sin embargo, hasta el momento se desconoce cual
es el papel que desempefian en la regulacién de la metamorfosis, aunque han

sido utilizados positivamente como bioensayos para estudiar distintas fases del

proceso de metamorfosis (Pechenik y Gee, 1993; Coon et al., 1990) o bien para

tratar de contribuir a comprender la parte endbgena del proceso (Morse, 1990).

La participacién de compuestos yodados o moléculas afines a las hormonas
tiroideas en la metamorfosis de invertebrados es algo que ha sido poco
considerado. Sin embargo, mientras que los eventos iniciales de la metamorfosis
son desencadenados en forma répida, hay aspectos del proceso, particularmente
histogenéticos, que requieren horas o dias para completarse. Aspectos de la
metamorfosis como éstos tal vez incluyan la participacién de hormonas o
neurohormonas (Burke, 1983b), dentro de las que podrian incluirse derivados de

hormonas tiroideas o moléculas afines a éstas.

La presencia de hormonas que intervienen en los procesos de regulacién en

invertebrados es algo ampliamente reconocido. Es el caso de la liebre de mar,

Aplysia californica, en donde se encuentra bien caracterizada la hormona de la

ovoposicién, ELH (Joosse, J. y W. P. M. Geraerts, 1983).

De las hormonas presentes en vertebrados superiores la tiroxina (Figura 1),

resulta particularmente interesante como inductor, ya que el grupo de hormonas
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Figura 1.- Estructura quimica de la L-Tiroxina con su precursor el

aminoacido Tirosina.

al que pretenece contribuye a coordinar procesos esenciales de desarrollo,
diferenciacién, homeostasis (Evans, 1988; Forman y Samuels, 1990), crecimiento
muscular (Flaim, ef al., 1978) y desarrollo neurolégico (Porterfield y Hendrich,

1993) en vertebrados. Por otra parte, la participacién de la tiroxina en el proceso

de metamorfosis en anfibios ha sido ampliamente documentada (Galton, 1988).



Las hormonas tiroideas ejercen su accién a través de receptores nucleares, los

cuales pertenecen a la superfamilia de receptores que se conoce como

esteroide/tiroideos (Jones et al., 1993). Esta familia incluye receptores nucleares

para varios ligandos hidrofébicos como glucocorticoides, estrégenos,

progesterona, 4cido retindico y tambien para dioxina y ecdisona (Laudet, et al.,
1991). De manera clasica, estos receptores se han dividido en dos subfamilias de
acuerdo a sus homologfas estructurales. Una subfamilia incluye los genes que

codifican para receptores de hormonas esteroides y la otra comprende los

receptores para hormonas tiroideas y 4cido retindico (Laudet, et al., 1991).

Desde la década de los afios 60, se mencionaba la posibilidad de la sintesis de
compuestos yodados en invertebrados, anteriores a la aparicién de vertebrados
que contaban con gléndula tiroides (Gorbman, 1963). Recientemente, Frieden
(1981) menciona que no es necesario disponer de una glandula tiroides para
sintetizar hormonas tiroideas ya que existen varias enzimas capaces de yodar
proteinas y formar estos compuestos. Todo lo que se necesita es yodo, el cual es
abundante en plantas e invertebrados, peréxido de hidrégeno, una peroxidasa y

proteinas que contengan el aminodcido tirosina.

Sin embargo, el papel que desempefian las hormonas tiroideas en la
metamorfosis de invertebrados estd poco documentado. Veitch y Hidu (1971), en
experimentos con el ostibn americano  Crassostrea virginica, mencionan la

presencia de un factor que estimula el asentamiento de esta especie, y

probablemente se trataba de tiroxina. Recientemente, Bonar et al., (1990), no
obtuvieron ninguna respuesta al inducir al asentamiento y la metamorfosis a dos
especies de ostién con tirosina y L-tiroxina. Los trabajos anteriores, presentan
evidencias contradictorias acerca del efecto de estas hormonas en la

metamorfosis de los bivalvos.



El sistema menos evolucionado en donde se demostr6 el papel funcional de los

compuestos yodados, incluyendo la tiroxina, son los trabajos de Spangenberg
(1967, 1971, 1984) con el celenterado Aurelia aurita. Estos compuestos fueron
sintetizados por el celenterado durante los estadios de presegmentacién y
metamorfosis anteriores a la formacién de le éfira ("ephyra”) madura

(Spangenberg, 1984). Experimentos més recientes mostraron que poélipos de A.

aurita cultivados en presencia de tiroxina, presentaron una mayor frecuencia de
organismos deformes al ser expuestos a rayos X, en relacién con organismos

sometidos a la radiacién, pero que no estuvieron en contacto con tiroxina

(Prokopchak et al., 1990).

Por otra parte, Pillai et al, (1987) en experimentos con Penaeus monodon,
mostraron que para postlarvas y juveniles de esta especie de camarén,
cantidades muy pequefias de tiroxina aceleran el crecimiento y la frecuencia de
muda en forma significativa. Hasta el momento, no existe evidencia publicada

acerca del papel de la tiroxina en la metamorfosis de moluscos gasterépodos.

El 4cido y-aminobutirico (GABA) (Figura 2) se ha probado como inductor al

asentamiento y la metamorfosis fundamentalmente en el abulon rojo Haliotis

rufescens(Morse et al. 1979; 1980). Un extenso trabajo, que lo ha asociado como un
compuesto que mimetiza la accién del inductor en el medio natural, ha sido
desarrollado en esta especie con el objeto de tratar de establecer los mecanismos
mediante los cuales se produce la metamorfosis bajo el efecto de este inductor (
Baxter y Morse, 1987, 1992; Fenteany y Morse, 1993; Morse, 1985, 1990;
Trapido-Rosenthal y Morse, 1985,1986).

El GABA es un potente neurotransmisor que acttia en terminales presinapticas

como inhibidor en el sistema nervioso de vertebrados (Levitan y Kaczmarek,
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HOOC — CH, — CH, — CH— COOH Acido glutdmico

Acido glutimico descarboxilasa (GAD)

NH,
V l Acido y-aminobutirico
HOOC—CHZ_CHZ—E'—H (GABA)

Figura 2.- Sintesis de 4cido y-aminobutirico (GABA) a partir de

acido glutdmico.

1991; Tofano, 1983). Junto con la glicina, forma parte de los neurotransmisores

de tipo aminoécido formados por 4cidos monocarboxilicos (McGeer y McGeer,
1993). Su participacién es a través de dos tipos de receptores de membrana
reconocidos como GABA, y GABA, (Chapman, et al., 1993; McGeer y McGeer,
1993). El primero actiia mediante la apertura de canales i6nicos de Cl con los
que se despolariza la membrana nerviosa y bloquea los potenciales de accion
nerviosa (Zhang y Jackson, 1993) y se inhibe la exitabilidad nerviosa (Chapman,
et al., 1993). El segundo, modula los canales de Ca?" y K* mediante la interaccion

con segundos mensajeros celulares como las G proteinas o la adenilato ciclasa

(Chapman et al., 1993).
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El uso del GABA como inductor al asentamiento y metamorfosis se ha probado
en otras especies de gasterépodos con resultados diversos. Slattery (1992), utilizéd
al GABA como uno de los inductores para el asentamiento y metamorfosis del
abulén rojo Haliotis rufescens. Sus resultados mostraron que no existid una
diferencia significativa en el porcentaje de larvas metamorfizadas ante el mucus
de adultos en presencia y ausencia del GABA. En forma contrastante,
Searcy-Bernal ef al. (1992), trabajando con la misma especie de abulén,
obtuvieron los mayores porcentajes de metamorfosis con el GABA como

inductor, atin en presencia de bacterias y sin el uso de antibioticos.

Una respuesta negativa en presencia del GABA como inductor al asentamiento'y
metamorfosis fue observada por Akashige et al. (1981) con el abulén japones
Haliotis discus hannai. El GABA se ha probado ademés en el abulén azul Haliotis
fulgens (Garcia-Mendoza, 1991) en presencia de bacterias con resultados
positivos, y en el caracol Astraea undosa con resultados variabies. Mientras Yool et

al. (1986) encontraron resultados positivos en Astraea, Salas-Garza 'y

Searcy-Bernal (1989) obtuvieron una respuesta muy pequefia en esta especie.

Al igual que la tiroxina, la dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y las catecolaminas
epinefrina y norepinefrina (Figura 3), son derivados del aminodacido tirosina. En
vertebrados superiores, la norepinefrina puede ligarse a diferentes receptores
adrenérgicos y funciona como neurotransmisor en estos sitios; la epinefrina es
sintetizada y almacenada en la médula adrenal y liberada al torrente circulatorio
para actuar como hormona. La dihidroxifenilalanina (DOPA) es precursor de las
dos catecolaminas anteriores (Levitan y Kaczmarek, 1991) y se sabe que aunque
en la naturaleza usualmente se presenta de manera transitoria, se encuentra

probablemente distribuido universalmente en los tejidos y fluidos de
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O‘”‘z—”—m‘z Tirosina
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HO (DOPA)
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1 Descarboxilasa
CH,— EH— N, Dopamina
HO
OH Dopamina- B-
1 Hidroxilasa
OH g .
| Norepinefrina
[ ]7 CH — CH, — NH,
HO

Figura 3.- Sintesis de algunas de las principales catecolaminas entre

las que se incluyen dopamina y norepinefrina.

invertebrados. En este grupo de organismos participa en funciones
neuroenddcrinas, inmunes, reproductivas y forma ademds substancias

adhesivas, pigmentos y fibras (Waite, 1992).

La dopamina y las catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) han sido utilizadas

como inductores a la metamorfosis en el nudibranquio Phestilla sibogne. Una
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respuesta maxima del 31% se obtuvo con dopamina después de 4 dias de

contacto con el compuesto, los resultados con epinefrina y norepinefrina fueron

negativos (Hadfield, 1984). Con el abulén rojo Haliotis rufescens, Morse et al.
(1979) reportaron que tanto epinefrina como norepinefrina no indujeron a la
metamorfosis en esta especie, aunque no menciona las condiciones particulares

en las que fueron probadas.

En forma contrastante, el uso de L-DOPA y catecolaminas como inductores del

asentamiento y metamorfosis en moluscos bivalvos es més consistente. L-DOPA
induce al asentamiento y metamorfosis en el ostion japones Crassostren gigas,
mientras que epinefrina y norepinefrina inducen metamorfosis sin mostrar la

conducta caracteristica del asentamiento (Coon et al. 1985; Bonar ef al. 1990).

Al probar los mismos compuestos neuroactivos con C. gigns en Baja California,

McAnally ef al. (1989), obtuvieron resultados similares, donde la L-DOPA resulté
ser el mejor inductor para obtener postlarva cementada al substrato, mientras
que la epinefrina y la norepinefrina resultaron excelentes inductores para

obtener postlarva de ostién suelta, esto es sin adherisrse al substrato. El efecto de
la L-DOPA vy las catecolaminas no se ha probado en el abuldén rojo (Haliotis

rufescens) ni en el caracol (Astraea undosn).

Por tltimo, se sabe que el ion K" es capaz de influir el potencial de la membrana
celular (Levitan y Kaczmarek, 1991; Baulon y Morse, 1984)). Con este
antecedente, y considerando la participacién del sistema nervioso de las larvas
en el proceso de metamorfosis, varias especies de moluscos han sido estimuladas

a metamorfizarse en presencia de diferentes concentraciones de K" con

resultados usualmente positivos (Davis et al. 1990; Pechenik y Heyman, 1987;
Baulon y Morse, 1984; Nell y Holliday, 1986; Yool et al. 1986). De la informacién
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presentada por estos autores los resultados que muestra Yool et al. (1986) para el

caracol Astraea undosa, no se refieren especificamente a porcentaje de

metamorfosis (Tabla I).

Tabla I. Trabajos realizados con las especies propuestas para este estudio con los

diferentes compuestos.

COMPUESTOS PROBADOS
Especie L-tiroxina GABA KCl L-DOPA  NOREPINEFRINA
Haliotis NP 1 2 NP 3
rufescens
(abuldn rojo)
Astraeaundosa NP 4 2 NP NP
(caracol)

1. Principalmente los trabajos de Morse, (1980, 1981,1984, 1990), Morse et al. (1979).
existen trabajos en que se reporta respuesta negativa o sin influencia (Akashige, 1981;
Slattery, 1992). 2. Para el abulén rojo Yool ef al., (1986) y para el caracol Markell y Morse
observaciones sin publicar. 3. Morse, (1979a) sin efecto. sin mencionar las condiciones
experimentales para este neurotransmisor. 4. Markell y Morse, observaciones sin
publicar. Salas-Garza (comunicacién personal') pobre respuesta. NP = No se ha probado
este compuesto.

2.3. Modelo Conceptual de 1a metamorfosis en gasterépodos.

Con base en la informacién que se cuenta en la actualidad se puede plantear un
modelo conceptual que permita visualizar de manera global lo que implica el
asentamiento y metamorfosis en moluscos gaster6podos de larva lecitotréfica y
el conocimiento que se tiene, en forma particular, sobre este proceso en las

especies utilizadas en el presente estudio. El modelo que aqui se presenta fue

! Oc. Alfredo Salas Garza. Investigador. Instituto de Investigaciones

Oceanolégicas, UABC.
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tomado de Chia, (1989) y en principio puede aplicarse a diversos organismos

que presenten una fase larvaria en su ciclo de vida (Figura 4).

Si se ubica el desarrollo larvario del abulén y del caracol dentro del modelo
presentado por Chia (1989), quedan por aclarar varios aspectos en ambas
especies. En el caso del abulén rojo, se sabe que el estimulo ambiental que

desencadena el proceso de metamorfosis se encuentra presente en algas rojas
incrustantes (Morse y Morse, 1984a; Morse et al., 1984). Se conoce ademds, que el

GABA mimetiza la accién del inductor natural (Morse et al., 1979, 1980). Con
estos elementos se supone que el GABA forma parte del mismo. Sin embargo,

esto tiltimo no ha sido demostrado (Pawlik, 1990).

En el caso del caracol Astraea, no se conoce cual es el estimulo ambiental que en
forma natural promueve la metamorfosis. A este respecto, experiencias en
laboratorio mostraron que en presencia de organismos adultos de la misma
especie, el 100% de la larva se metamorfiza (Salas-Garza, comunicacién
personal). Para ninguna de las dos especies se ha demostrado si existen
estimulos y receptores celulares que en forma diferenciada se puedan distinguir
para el asentamiento y la metamorfosis. Asimismo, en los dos casos se desconoce
de que manera es traducido el estimulo ambiental por medio del sistema
nervioso o neuroendécrino, tanto para el asentamiento como para la

metamorfosis. Se han realizado esfuerzos recientes con el abulén rojo para tratar

de aclarar esta parte del proceso (Ver Morse 1990; Morse et al., 1980; Baxter y
Morse 1987, 1992; Fenteany y Morse 1993) con resultados importantes. Es en este
ultimo aspecto, donde la utilizacién de compuestos neuroactivos o con actividad
hormonal puede contribuir a aportar elementos que nos permitan conocer con
mayor claridad el proceso de metamorfosis, y mediante el estudio de especies

pertenecientes a grupos taxondémicos cercanos, poder hacer generalizaciones de
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Figura 4.- Modelo conceptual del proceso de asentamiento y

metamorfosis en larvas de invertebrados marinos. (Tomado de Chia,

1989).




mayor alcance.

3. OBJETIVOS

Evaluar el efecto que tienen la hormona L-tiroxina; los neurotransmisores, acido
q ;
gama-aminobutirico (GABA) y norepinefrina, y los compuestos

dihidroxifenilalanina (DOPA) y cloruro de potasio (KCl), en la induccién a la

metamorfosis del abulén rojo Haliotis rufescens, y el caracol Astraea undosa.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Seleccién de especies y compuestos neuroactivos.
Para la seleccién de las especies utilizadas en el presente trabajo se tomd en
consideracion la factibilidad del cultivo de la larva en condiciones de laboratorio

(ver Hahn, 1989). El desarrollo larval en ambas especies es similar. Las especies
con las que se trabajé fueron el abulén rojo (Haliotis rufescens) y el caracol

(Astraea undosa). El grupo de substancias neuroactivas probadas se eligié con
base en experiencias realizadas en grupos similares de moluscos en los que
alguno de estos compuestos mostré tener efecto sobre el proceso de

metamorfosis.

Para la inclusién de la hormona L-tiroxina se tomd en consideracién la amplia
gama de acciones que tiene dentro de los procesos de diferenciacién,
maduracién, reproduccién , homeostasis (Forman y Samuels, 1990) y desarrollo
neuroldgico en vertebrados (Porterfield y Hendrich, 1993), ademds de su
definida participacién en el proceso de metamorfosis en anfibios (Galton, 1988).
La L-tiroxina se incluyé para las dos especies debido al interés particular sobre el

efecto de esta hormona en la metamorfosis de estos organismos.
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4.2. Obtencién y cultivo de larvas.

Los reproductores de abulén rojo fueron adquiridos en los Estados Unidos y
transportados al laboratorio de acuacultura del Instituto de Investigaciones
Oceanolégicas (IIO) de la Universidad Auténoma de Baja California. En el
laboratorio fueron colocados en tanques con agua corriente a una temperatura de

18 °C, donde permanecieron con fotoperiodo natural y alimentados con

Macrocystis pyrifera hasta el momento de la induccién al desove.

Para el caso de Asiraea, se colectaron organismos adultos de la zona del
intermareal frente a las instalaciones del Instituto de Investigaciones
Oceanolégicas, de donde fueron transportados al laboratorio de acuacultura y

colocados en un tanque con agua corriente donde se mantuvieron con

fotoperiodo natural y alimentados con M. pyrifera hasta la induccién al desove.

La induccién al desove del abulén rojo se realizé mediante el método del

perdxido de hidrégeno descrito por Morse ef al., 1977. Se colocaron seis abulones
rojos maduros (4 hembras y 2 machos) en dos acuarios en presencia de peréxido
de hidrégeno, por un periodo de tres horas, despues del cual se renové el agua

de mar. De esta manera se promovid la expulsién de los gametos.

Ovulo y esperma se colectaron en recipientes separados. Para la colecta de los

6vulos se utilizé un tamiz de 108 pm de luz de malla. La fertilizacién se realizd

in vitro.

La induccién al desove del caracol Astraea undosa se efectud con el método de
luz ultravioleta (UV) descrito por Kikuchi y Uki, (1974) para las especies de
abul6n japonés y que ha resultado el més eficiente con Astraea (Carpizo-Ituarte,

observaciones sin publicar). Doce reproductores de caracol se colocaron en un

acuario con agua de mar irradiada con luz ultravioleta ( 4 lJamparas de 30 watts)
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y un flujo continuo de 300 ml. Para aumentar el estimulo se incrementé la
temperatura del agua de 18.5 °C a 22 °C en un periodo de una hora, por medio
de un calentador marca Visi-Therm (115V). La colecta de gametos y la
fertilizacién se efectuaron de la misma forma que en el abulén rojo. Para la
totalidad de los experimentos se realizaron dos desoves de abulén rojo y uno de

caracol.

Debido a la similitud en el desarrollo larvario de estas dos especies (Astraea y

Haliotis), la metodologia del cultivo de larvas fue la misma., por lo que la

explicacién siguiente puede aplicarse a ambas.

El huevo fertilizado se limpié con agua de mar filtrada hasta 1 pm y se colocé en
cubetas de pléstico de 20 1. Transcurridas entre 18 y 24 horas se colecté la larva
trocofora mediante sifoneo de las 3/4 partes del agua de la cubeta, ya que esta

larva presenta fototactismo positivo.

Alrededor de las 36 horas después de la fertilizacién se present6 la larva veliger

temprana. A partir de este momento se realiz6 un cambio diario de agua hasta

que la larva alcanzé la competencia para la metamorfosis. En el caso de Astraea
esto ocurri6 4 dias después de la fertilizacién, a una temperatura de 19°C, y en el
caso del abulén a los 7 dias después de la misma, a una temperatura promedio
de 15°C y 17°C para los dos desoves realizados. Durante el periodo de cultivo de
las larvas se utiliz6 agua de mar filtrada hasta 1 pm por medio de filtros de

cartucho.

Como criterio de larva competente se consider6 la ramificacién de los tentaculos
cefélicos como elemento principal (Figura 5A). Adema4s se considerd, de manera
cualitativa, el aumento en la proporcién de larvas que reptaban en busca de

sustrato (Figura 5B). Estos elementos, uno morfolégico y el otro conductual, han
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Tentaculos cefalicos

Tentaculos cefalicos

Figura 5.- A) Larva competente de abulén que muestra los tentdculos
cefélicos ramificados (Modificado de Ino, 1952). B) Larva competente
de abulén que muestra el comportamiento tipico de btisqueda de

sustrato (Tomado de Seki y Kan-No, 1981).
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sido considerados como los més sobresalientes para determinar la competencia

larval en estas especies ( Ebert y Houk, 1984; Seki y Kan-no, 1981).

4.3. Disefio Experimental

4.3.1. Diseiio general utilizado para los diferentes experimentos.
Como modelo experimental en todos los casos se utilizé6 un disefio experimental
anidado completamente aleatorizado, con igual niimero de réplicas ( en algunos
casos con nimero de replicas desiguales) y de efectos fijos. El modelo se
representa de la siguiente manera:

Y,-jk =u+T;i+ B,-(,-) +Ejk

donde:
A = Substancia neuroactiva utilizada.

B = Concentracion probada de la substancia neuroactiva A

Y = Porcentaje de metamorfosis en la k-esima réplica del j-esimo nivel del factor B, en el

i-esimo factor A.

p =Media general de todas las observaciones.

1; =Efecto del i-esimo factor A.

B =Efecto del nivel j-esimo de B, en el i-esimo factor A.

ey =Error asociado con la k-esima observacién en el j-esimo nivel de B, del i-esimo

factor A.

La figura 6 muestra en forma esquematica el modélo experimental utilizado

durante el trabajo.
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FACTOR A FACTOR B

Replica 1
Concentracién 1
Replica 2
Replica 3
Replica 1
1 Concentracién 2 Replica 2
Replica 3
Replica 1
Concentracién 3
Replica 2
Replica 3

Replica 1
Concentracion 1 Replica 2
Replica 3

2 Concentracién 2 Replica 2
Replica 3
Replica 1

Concentracién 3
Replica 2
Replica 3

Figura 6.- Representacion esquemdtica del modelo experimental utilizado,

O-HuLmCoIUVZTOO

o<~ -HOX»O0omCMZ

OHomCcoOvzTOo0

o<—T™=HO>»0O0=mmmCMZ

ejemplificado con solo dos compuestos. Durante algunos experimentos se
g %

utilizaron hasta cinco compuestos diferentes.
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4.3.2. Experimentos realizados

A partir de este modelo experimental se realizaron un total de seis experimentos
de los cuales cinco fueron con el abulén rojo (Haliotis rufescens), y uno con el

caracol (Astraea undosa). La metodologia utilizada se muestra de manera

esquematica en la figura 7.

Todos los experimentos se realizaron en frascos de vidrio desechables (marca
Kimble) con capacidad de 20 mililitros. En todos los casos se utiliz6 agua de mar

filtrada a 0.45 pm con filtros de membrana marca Schleicher & Schuell.

En forma similar, en todos los experimentos se agregaron las concentraciones de
inductores preestablecidas a los frascos con agua de mar filtrada a 0.45 pm. Al
final se agregd una alicuota (3.5 0 4 ml en funcién de cada experimento) de larva
competente de la especie a utilizar. Las larvas fueron previamente lavadas y
colocadas en agua de mar filtrada a 045 pm, ademds de cuantificada la
densidad. La Tabla II muestra los compuestos y las concentraciones que se

utilizaron de acuerdo a lo sefialado en cada experimento.
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Figura 7.- Diagrama de flujo que muestra de manera esquematica

la metodologfa utilizada para cada especie en la realizacién de los

experimentos. (Los desoves se hicieron por separado).




Tabla |l. Compuestos y Concentraciones utilizadas durante los experimentos.

COMPUESTO CONCENTRACIONES UTILIZADAS
TIROXC1 132 nmol/ml
L-tiroxina TIROXC2 66 nmol/ml
TIROXC3 33 nmol/ml
GABA GABA1 100 nmol/m|

GABA2 1 nmol/ml
1 L-DOPA1 963 nmol/ml
L-DOPA L-DOPA2 96.3 nmol/ml
L-DOPA3 0.96 nmol/ml
NOREP1 996 nmol/ml
NOREPINEFRINA NOREP2 99.6 nmol/m|
NOREP3 0.99 nmol/ml
KCI1 29.7 nmol/ml
KCI KCI2 19.8 nmol/ml
KCI3 9.8 nmol/ml
NaOH NaOH 150 nmol/ml (experimentos 2-3)
(incremento de pH)  [NaOH1 150 nmol/ml (experimentos 4-6)
NaOH2 100 nmol/ml (experimentos 4-6)

Los experimentos realizados fueron los siguientes:
> 1. Efecto de la hormona L-tiroxina, GABA y diversos neurotransmisores en
la induccién a la metamorfosis del abulén rojo (H. rufescens).

> 2. Cuantificacion del efecto del hidréxido de sodio utilizado para disolver

L-tiroxina y L-dopa, en la induccién a la metamorfosis del abulén rojo.

> 3. Cuantificacién del efecto del hidroxido de sodio (variante del

experimento 2) en la induccién a la metamorfosis del abulén rojo.
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> 4. Efecto de la hormona L-tiroxina y concentracién de NaOH en la

induccién a la metamorfosis del abulén rojo (H. rufescens).

> 5. Efecto de la hormona L-tiroxina y concentracién de NaOH en la

induccién a la metamorfosis de abulén rojo (repeticién exp. anterior)

> 6. Efecto de la hormona L-tiroxina, GABA, concentracién NaOH y KCI en
la induccién a 1a metamorfosis del caracol Astraea undosa.

Las Tablas III a IX en el anexo I muestran las condiciones particulares de cada
experimento, asf como los inductores y las concentraciones a las que fueron

utilizados.

4.3.3. Evaluacién de los experimentos.
Transcurrido el periodo de induccién para cada experimento, la totalidad de las
larvas de cada unidad experimental se tamizé a través de un tamiz de 96 pm de
luz de malla. En cada uno de lo casos, toda la muestra se pipeteé a una cimara
de conteo con capacidad de 1 ml, después de lo cual se conto la totalidad de las
larvas en cada muestra y se cuantific tanto el nimero de larvas como de
metamorfizadas. La evaluacién de las muestras se realizé con ayuda de un

microscopio compuesto marca Ausfena, Laboval 4.

Tanto para el abulén rojo como para el caracol, se consideré la pérdida total del

velo como criterio de metamorfosis (Seki y Kan-no, 1981)(Figura 8).

4.3.4. Procesamiento estadistico.
Para la comparacién entre los tratamientos se utilizé6 un andlisis de varianza
anidado con un nivel de confianza del 99%. La hipétesis nula planteada para
cada experimento fué que no habia diferencia significativa entre el porcentaje de

metamorfosis obtenido con los diferentes compuestos neuroactivos, asi como
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Figura 8.- Vista dorsal y ventral de larva de abulén recién
metamorfizada donde se muestra la pérdida total del velo.

(Modificado de Ino, 1952).
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entre éstos y un testigo sin inductor. En forma complementaria, la hipétesis
alterna plante6 la existencia de diferencias en el porcentaje de metamorfosis
obtenido con cada uno de los diferentes compuestos, y de estos en relacién con

un testigo sin inductor.

Hipébtesis semejantes a las descritas en el pérrafo anterior se plantearon en cada
uno de los experimentos para las diferentes concentraciones de los distintos
compuestos neuroactivos. En este caso, la hipétesis nula planteada fue que no
existia diferencia significativa entre los porcentajes de metamorfosis obtenidos
con diferentes concentraciones de un mismo compuesto, mientras la hipétesis

alterna planted la existencia de diferencias en el porcentaje obtenido.

Los dos factores probados (compuesto neuroactivo y concentracién del mismo)
se consideraron como fijos, ya que fueron seleccionados previamente, esto es, sin
pretender su eleccién al azar. Considerandolos como tales, la esperanza de
cuadrados medios para cada uno de los factores y el error, se expresa de la

siguiente manera:

Esperanza de cuadrados medios (E (CM))

FACTOR A o+ 22T
(substancia neuroactiva)

n Zj By
FACTOR B o2+ m
(concentracion del Factor A)
ERROR o?

Debido a que los factores son fijos, la F calculada para el andlisis de varianza se
estimé mediante la division de la esperanza de cuadrados medios de cada factor

entre la esperanza de cuadrados medios del error.
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El anova se realizd con la ayuda del paquete estadistico CSS y las graficas se
generaron por medio del paquete Sigma Plot. Las diferencias entre diferentes
inductores de manera especifica se probaron por medio de contrastes, los cuales

se realizaron de acuerdo con Steel y Torrie (1985).
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5. RESULTADOS

5.1. Experimentos con abulén rojo (Haliotis rufescens).

Durante el primer experimento con abulén rojo se obtuvieron porcentajes de
metamorfosis importantes para los tratamientos con L-tiroxina y el GABA (1
nmol/ml). Los porcentajes promedio por tratamiento fueron de 58.29 y 33.14
respectivamente (Figura 9), sin existir diferencias significativas entre estos

tratamientos (p>0.05; ver anexoll: resumen ANOVA).

Los porcentajes obtenidos con las distintas concentraciones de L-tiroxina dentro
del tratamiento global con este compuesto fueron de 58.29% y 7.99% para las

concentraciones de 66 nmol/ml y 33 nmol/ml. Se encontré diferencia
significativa (p<0.01) para los porcentajes obtenidos con las dos concentraciones
de L-tiroxina. El tratamiento con la concentracion mads alta de L-tiroxina (Cl=

132 nmol /ml) no pudo ser evaluado debido a que la larva se encontraba retraida

en la concha y no se pudo establecer si se encontraba metamorfizada.

Los porcentajes de metamorfosis obtenidos en los tratamientos de GABA y
L-tiroxina resultaron significativamente diferentes (p< 0.01) al resto de los
obtenidos en los demds tratamientos y respecto al testigo (ver anexo II: Tabla

ANOVA).

Para el mismo experimento, los tratamientos de L-DOPA concentracién 2
(L-DOPA2) y norepinefrina concentracién 2 (NOREP2), aunque muestran altos
porcentajes de metamorfosis, estos se refieren a metamorfosis anormal (Figura
9); caracterizada por la pérdida total del velo pero con la larva retraida en el
interior de la concha y con el pie constrefiido sin poder reptar en forma normal
(Figura 10). Por esta razdn estos tratamientos no se incluyeron en los contrastes

de interés.
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Figura 9.- Porcentaje de metamorfosis con los diferentes tratamientos
probados durante el primer experimento con abulén rojo (Haliotis

rufescens). Las barras verticales corresponden al error estandar.

("representan metamorfosis anormales.
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Figura 10.- Larva metamorfizada anormalmente en presencia de

L-DOPA y Norepinefrina.

El promedio de metamorfosis para el resto de los tratamientos fue: KCl C1,
1.19%; KCI C2, 549%; KCl C3, 1.37% y testigo, 2.57%. No se encontraron
diferencias en el porcentaje de metamorfosis obtenido con las diferentes

concentraciones de cloruro de potasio (KCI)

Los resultados obtenidos durante el segundo experimento con el abulén rojo,
con el objeto de demostrar el efecto del hidréxido de sodio utilizado para

disolver la L-tiroxina se muestran en la figura 11.
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Se observaron valores altos de metamorfosis tanto para la L-tiroxina C2, NaOH y
GABA. Los valores promedio de metamorfosis para estos tratamientos fueron de
98.83%, 78.03% y 71.88% respectivamente (Figura 10). Estos porcentajes

resultaron significativamente diferentes al porcentaje de metamorfosis que se
obtuvo en el testigo (p<0.01), el cual fue de 1.7% en promedio como se aprecia en
la misma Figura 10. Asimismo se probé por medio de contrastes, que el
porcentaje obtenido con L-tiroxina C2 resulté significativamente diferente (p<
0.01) a los de NaOH y GABA. Estos dos tiltimos resultaron diferentes entre si al

mismo nivel de significancia (ver anexo II: Tabla ANOVA).

Durante el tercer experimento con abulén rojo, se mostrd el efecto del NaOH
utilizado para disolver la L-tiroxina. El porcentaje promedio de metamorfosis

para este tratamiento fue de 82.73%, el cual resultd significativamente diferente
(p<0.01), comparado con los porcentajes obtenidos para agua desionizada y el
testigo, los cuales fueron en promedio 2.08% y 3.56% respectivamente (Figura

12). No se encontré diferencia significativa entre los porcentajes de metamorfosis
promedio obtenidos para estos dos dltimos tratamientos. Un resumen de la

Tabla ANOVA se presenta en el anexo IL.

En los experimentos anteriores, el efecto del NaOH utilizado para disolver la
L-tiroxina tuvo como consecuencia un incremento de pH en el agua de mar de
los tratamientos en los que se agregd este compuesto. La variacion de pH para el
tratamiento de NaOH en el experimento anterior tuvo el siguiente
comportamiento. A partir de un pH de 8.14 (-287 mV) del agua de mar filtrada a
0.45um, éste se increment6 a 9.47 (-362 mV) al agregar 1.2 ml de una solucién de
1:20 de NaOH 0.1N. Con agua desionizada el pH fue de 8.19 (-289 mV).

Con la evidencia anterior se disolvi6 la L-tiroxina en 50pul de NaOH 0.IN para
los experimentos posteriores. Las variaciones de pH con esta nueva solucién de

L-tiroxina fueron las siguientes. A partir de un pH de 8.32 del agua de mar
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filtrada a 0.45um, este se increment6 hasta 8.44 (-214 mV) y 8.59 (-220mV ) al
agregar 0.6 y 1.2 ml de la solucién de NaOH. Lo anterior equivale a incrementos
de pH de 0.12 y 0.27, respectivamente. Estas cantidades (0.6 y 1.2 ml) fueron las

utilizadas en los blancos de reactivo para L-tiroxina

Con estas consideraciones se realizé el cuarto experimento con abulén rojo con
los siguientes resultados. Durante la evaluacién de ocho de las réplicas a las 20
horas de realizada la induccién a la metamorfosis se observaron porcentajes
importantes de metamorfosis para los tratamientos de GABA, L-tiroxina C1, y
NaOH 1. Los porcentajes de metamorfosis fueron de 72.43%, 11.64% y 46.66%
respectivamente. Este tltimo valor corresponde a una sola muestra (Figura 13),
al igual que los porcentajes de metamorfosis para los tratamientos de NaOH 2 y

el testigo que fueron de 2.77% y 10% respectivamente.

La evaluacién final del cuarto experimento se realizé a las 44 horas de la
induccién a la metamorfosis. Los valores para cada tratamiento fueron los
siguientes. Tirox C1, 100%; Tirox C2, 100%; Blco de react 1, 18.11%; Blco de react
2, 23.66%; NaOH 1, 90.3%; NaOH 2, 50% y el testigo con 31.6%.

Los blancos de reactivo se refieren a los tratamientos en los cuales se utiliz6 la
cantidad de NaOH usada para disolver la L-tiroxina en los tratamientos con la

hormona.

Los porcentajes de metamorfosis obtenidos se muestran en la Figura 14.
Asimismo, los tratamientos significativamente diferentes se muestran en el

resumen de la tabla ANOVA en el anexo II.

Destacan entre estos resultados la diferencia entre el tratamiento de L-tiroxina y

NaOH en contraste con los blancos de reactivo y el testigo (p<0.01). Asimismo,
existi6 diferencia significativa (p<0.01) entre el porcentaje de metamorfosis

obtenido con L-tiroxina y con el NaOH (incremento de pH).
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del experimento 4 (4A) con abulén rojo Haliotis rufescens. Las
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Por otra parte, se encontraron diferencias significativas entre las dos
concentraciones de NaOH utilizadas para este tratamiento, esto es, los
porcentajes de metamorfosis obtenidas fueron directamente proporcionales a la
concentracién de NaOH y por lo tanto al incremento de pH. De la misma forma,
se encontraron valores significativamente diferentes entre los porcentajes
obtenidos en los blancos de reactivo y el testigo . Cabe mencionar que durante
este experimento se observé la presencia de protozoarios en los diferentes

tratamientos.

Para este experimento no se incluyé en el andlisis estadistico el porcentaje de
metamorfosis obtenido con la concentracién mayor de L-tiroxina, ya que al
momento de la evaluacién final se contaba solamente con una réplica. El
porcentaje promedio de metamorfosis obtenido para esta concentracién fue de

100% y se muestra junto con el resto de los tratamientos en la Figura 14.

Durante el quinto experimento con abulén rojo se obtuvieron porcentajes
sobresalientes de metamorfosis para los tratamientos con L-tiroxina y NaOH.
Los porcentajes promedio de metamorfosis considerando los tratamientos en

forma global fueron de 85.45% y 52.47%, los cuales fueron significativamente

diferentes entre si (p<0.01, ver anexo II: resumen tabla ANOVA). Asimismo,
estos valores de metamorfosis resultaron significativamente diferentes (p<0.01;

ver anexo II: Tabla ANOVA) a los que se obtuvieron con los blancos de reactivo
(Blco React 1y 2) y el Testigo. Los valores promedio de metamorfosis para estos
dos tiltimos tratamientos fueron de 8.84% y 6.46% respectivamente (Figura 15y

anexo IT: Resumen de tabla ANOVA).

Los valores promedio de metamorfosis para cada una de las concentraciones
dentro de los diferentes tratamientos se comportaron de la siguiente manera.
Para la L-tiroxina se obtuvieron porcentajes promedio de 85.03 y 85.88 en las dos

concentraciones probadas durante este experimento, y que corresponden a
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132nmol/ml (TIROX C1) y 66 nmol/ml (TIROX C2). No se encontrd diferencia
significativa (p>0.05) entre estos dos niveles. Para los blancos de reactivo 1y 2
(BLCO REACT 1Y 2 en la Figura 15), los valores promedio fueron de 8.69y 8.99.
Al igual que en el caso de L-tiroxina, los valores no fueron significativamente
diferentes entre si (p>0.05). Los valores obtenidos para las dos concentraciones

de NaOH fueron de 88.69 y 16.2, que corresponden a incrementos de pH de 0.37
(-22.7mV) y 0.28 (-17.36mV). En este caso se encontré diferencia significativa (p<
0.01) entre los dos niveles de este tratamiento. El valor promedio de

metamorfosis para el testigo fue de y 6.45% (Figura 15).

5.2. Experimento con el caracol Astraea undosa.

Durante el sexto experimento, en el cual se indujeron a la metamorfosis larvas

competentes del caracol Astraea undosa se obtuvieron los siguientes resultados
(Figura 16). El promedio de metamorfosis para cada uno de los tratamientos en
forma global fue: GABA, 73.06%; L-tiroxina, 97.01%; Blancos de Reactivo,

28.42%; KCl, 36,25%; NaOH, 46.42% y testigo, 6.75% (Figura 16). Se encontrd
diferencia significativa (p<0.01) entre el testigo y el resto de los tratamientos;
entre el KCl y los porcenajes obtenidos con L-tiroxina, GABA y NaOH; entre el

NaOH vy los porcentajes de L-tiroxina y GABA; entre los porcentajes de GABA 'y
L-tiroxina; y finalmente entre los valores de L-tiroxina y los obtenidos en los

blancos de reactivo ( Figura 16 y anexo II; resumen tabla ANOVA).

Diferencias significativas (P<0.01) se encontraron entre las dos concentraciones
de GABA utilizadas (GABA 1 y GABA 2), donde los porcentajes promedio de

metamorfosis fueron 93.59 y 52.53 respectivamente. Una situacién similar se
observé dentro de los tratamientos con KCI, donde existi6 diferencia
significativa entre las tres concentraciones probadas. La metamorfosis promedio
fue de 23.01%, 32.14% y 53.62%, para las concentraciones de KCl 1 (2.7
nmol/ml), KCI 2 (19.8 nmol/ml) y KClI 3 (9.8 nmol/ ml) respectivamente. En el
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resto de los grupos no se observaron diferencias significativas (p> 0.05) entre los

niveles de tratamiento probados.
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6. DISCUSION

6.1. Efecto de L-Tiroxina, GABA, L-DOPA, Norepinefrina y KCI en al
induccién a 1a metamorfosis del abulén rojo (Haliotis rufescens).

De los compuestos utilizados, solamente los tratamientos con L-tiroxina
concentracién 2 (TIROX C2) y el GABA mostraron porcentajes normales de
metamorfosis superiores al 50% (Figura 9). La metamorfosis normal en estas
especies se caracteriza por la pérdida total de los cilios del velo, el continuo

reptar de la larva, y posteriormente por la presencia de la concha peristomal.

Para el caso de la L-tiroxina, resulté la primera evidencia de inducci6n a la
metamorfosis en esta especie. Sin embargo, la utilizacién de 1ml de NaOH para
disolver la hormona en este primer experimento no permitié separar con
claridad el efecto de estos dos compuestos (L-tiroxina y NaOH). Para el caso del
tratamiento con la concentracién superior de tiroxina no se pudo apreciar el
porcentaje de metamorfosis durante este experimento ya que la larva se encontrd
retraida, a diferencia de los experimentos posteriores con esta especie y con el
caracol, en los cuales se observaron porcentajes de metamorfosis normales entre

un 90 y 100% (Figuras 14, 15 y 16) para esta misma concentracion.

Para el caso de los resultados obtenidos con GABA, el porcentaje de

metamorfosis promedio de 58.29 resulté un 15% menor aproximadamente al

reportado por Searcy-Bernal et al. (1992) para la misma especie, en recipientes de
pléstico con agua filtrada a 5 pm y evaluados a las 24 horas de la induccién.
Estas diferencias pudieran explicarse con base en la diferencia en la densidad de
larvas utilizadas durante los experimentos, lo cual podria haber afectado la
eficiencia en la asimilacién del GABA. Mientras Searcy-Bernal y colaboradores
utilizaron densidades de 0.1 larvas/ml, en el presente experimento se utilizé una

densidad de 3.4 larvas/ml. Cabe mencionar, que Garcia-Mendoza (1991),
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encontré una disminucién en el porcentaje de metamorfosis al aumentar la
densidad de las larvas inducidas con GABA, aunque sus resultados no probaron
ser significativamente diferentes. Lo anterior debido probablemente a la
variabilidad que existié6 durante el experimento realizado, en el cual se
utilizaron recipientes de mayor capacidad y el agua se filtr6 hasta 1 pm, en
comparacién con el presente estudio donde se utilizaron frascos de 20 ml de
capacidad y el agua se filtr6 hasta 0.45 pm. En las condiciones utilizadas por
Garcia-Mendoza (1991), probablemente el niimero de réplicas en cada
tratamiento resulté insuficiente para detectar las diferencias a un nivel

estadisticamente significativo.

Otros factores que pudieron influenciar la diferencia de resultados son: el
periodo para evaluar (24 horas después de la induccion en relacién con 21 en
este experimento) y la edad de la larva, que desafortunadamente no se menciona
en el trabajo de Searcy-Bernal et al. (1992) y que pudo afectar la sensibilidad de

la larva al estimulo.

El porcentaje de metamorfosis que se obtuvo con GABA, resulté muy similar al

obtenido por Garcia-Mendoza (1991) con el abulén azul (Haliotis fulgens) al
utilizar larvas de 6 dias de edad después de la fertilizacién a una densidad de
0.9 larvas/ml. Una diferencia importante entre los experimentos realizados por
los autores anteriores y el presente trabajo, es que el agua utilizada durante los
experimentos se filtr6 hasta 0.45um, lo cual elimina casi por completo la materia
orgénica particulada y con ello particulas que pudieran influenciar el porcentaje

final de metamorfosis, a diferencia del agua filtrada hasta 5pm (Searcy-Bernal et

al., 1992) y 1uym (Garcia-Mendoza, 1991) utilizada por los autores mencionados.

Por otra parte los resultados obtenidos para el GABA, se contraponen a lo

obtenido por Slattery (1992) con el abulén rojo, el cual no encontré diferencia
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entre la media de larvas asentadas en presencia y ausencia de GABA; y los

resultados de Akashige et al. (1981), en donde menciona que el efecto narcético
del GABA imposibilita a la larva a metamorfizarse. Tanto para la L-tiroxina
como para el GABA, en donde los porcentajes de metamorfosis resultaron
similares, estos fueron significativamente diferentes al testigo en el cual se

registraron porcentajes promedio de metamorfosis tan solo del 2.33%.

En relacién con lo obtenido por Morse y colaboradores al utilizar GABA como
inductor, los resultados del presente trabajo fueron alrededor de un 30%
menores a los reportados por estos autores en diferentes trabajos. Asi por
ejemplo, Morse et al. (1979) reportan hasta un 99% de larva asentada doce horas
después de la induccién. Baloun y Morse (1984), porcentajes de asentamiento
superiores al 90% y Trapido-Rosenthal y Morse hasta del 100% después de
aproximadamente 20 horas de efectuada la induccién en ambos casos. Sin
embargo, en los distintos trabajos, los porcentajes estan referidos como
asentamiento ("settlement" o "attachment"), lo cual no implica necesariamente la
pérdida del velo, que se considera como una caracteristica fundamental del
proceso de metamorfosis. Lo anterior, hace méds complejo el poder establecer
comparaciones entre los resultados de este trabajo y los obtenidos por estos

autores.

Los resultados obtenidos con la concentracién intermedia de norepinefrina

difieren de lo reportado por Morse et al. (1979), donde menciona que este

compuesto no tiene ningtin efecto en el asentamiento de la larva de abulén.

Como lo muestran los porcentajes de la Figura 9, tanto para las concentraciones
intermedias de L-DOPA como para norepinefrina, la larva perdié el velo, lo cual
pudiera considerarse como un elemento importante del proceso de metamorfosis

en respuesta a la accién de estos compuestos.
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A diferencia de los resultados de metamorfosis normal obtenidos por diversos
autores con distintas especies de ostién (Bonar et al., 1990; Bonar et al., 1985;

Coon y Bonar, 1985; Coon et al., 1990; McAnally et al., 1989), los porcentajes de
metamorfosis en un intervalo de concentracién de 0.96 a 963 nmol/ml para
L-DOPA, y de 099 a 996 nmol/ml para norepinefrina, siempre fueron

porcentajes de metamorfosis anormales. Los porcentajes de metamorfosis

observados con KCl, resultaron mucho menores a los reportados por Yool ef al.

(1986), para el abulén rojo.

6.2. Cuantificacién del efecto del NaOH utilizado para disolver la
hormona L-tiroxina (Experimentos 2 y 3).

Los resultados de metamorfosis obtenidos cuando se indujo con la cantidad de
NaOH utilizado para disolver la L-tiroxina mostraron tener un efecto
significativo en el porcentaje de larva metamorfizada (Figuras 11y 12). En estos
dos experimentos se mostré que el porcentaje de metamorfosis obtenido con el
tratamiento de L-tiroxina durante el primer experimento existi6 un efecto
combinado entre la hormona y el NaOH al momento de la induccién. El efecto
logré seprarase en los experimentos 2 y 3, pero la interaccién entre estos
compuestos no fue probada debido a limitaciones del disefio experimental. Los
porcentajes obtenidos con los compuestos por separado se aprecian claramente
en la Figura 11, en la cual el porcentaje de metamorfosis con la cantidad de
NaOH utilizado para disolver la hormona fue de 78.03%. Este valor, aunque
significativamente diferente al obtenido con L-tiroxina con la concentraciéon
intermedia, representa un porcentaje importante, el cual resulté incluso superior

al obtenido con GABA (Figura 11).

Otro aspecto importante a resaltar, es que el porcentaje de metamorfosis para los

tratamientos de GABA y L-tiroxina, los cuales se repitieron durante los dos
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primeros experimentos, se incrementaron en éste tltimo. Lo anterior resulta
importante, ya que la larva utilizada en estos tres primeros experimentos
pertenecié a un mismo lote inicial. Los experimentos se realizarén con larvas de
8,10 y 11 dias de edad después de la fertilizacion y en condiciones similares, por
lo que este incremento en porcentaje de metamorfosis pudiera ser una evidencia,
aunque incipiente, de una respuesta diferencial de la larva a estimulos
ambientales conforme pasa el tiempo a partir de que se encuentra competente
para metamorfizarse. Una respuesta de este tipo para el abulén rojo se obtuvo

recientemente (Salas-Garza, Comunicacién personal; Barlow, 1990)) y es

sugerida por Searcy-Bernal et al. (1992).

Por tltimo, en estos dos experimentos (experimento 2 y 3), resulté claro que el
efecto de los inductores utilizados (L-tiroxina con NaOH, GABA y NaOH), fue
muy superior al porcentaje obtenido en el testigo (agua de mar filtrada hasta

0.45um) y en el tratamiento con agua desionizada.

Los resultados obtenidos al inducir con NaOH, parecen ser la primera evidencia
de un efecto sobre la metamorfosis del abulén rojo. Otros estudios en diversas
especies han probado el efecto de diferentes iones, como el Na’, Mgz",
usualmente con resultados negativos (Baloun y Morse, 1984). El exceso de Ca**

por otra parte, indujo un porcentaje de metamorfosis mayor al 50% en el

poliqueto Phragmatopoma californica (Yool et al., 1986).

6.3. Efecto de la Hormona L--tiroxina y concentracién de NaOH en la
induccién a la metamorfosis de abulén rojo (experimentos 4a, 4b y 5).

La L-tiroxina en los tratamientos con las concentraciones mayor e intermedia
utilizadas, junto con el tratamiento con mayor concentracién de NaOH , fueron
los que en forma consistente mostraron los mayores porcentajes de metamorfosis

(Figuras 14 y 15). Tomando en cuenta la experiencia generada durante los tres

49



primeros experimentos, se logro separar en estos tltimos el efecto producido por
la L-tiroxina y el NaOH utilizado para disolverla ( Figuras 14 y 15). Los
porcentajes de metamorfosis en ambos experimentos resultaron muy superiores
(100% exp. 4 y >85% exp. 5) y consistentes en relacién a los valores obtenidos en
los blancos de reactivo. Los valores de metamorfosis para estos tltimos fueron
inferiores al 25% en todos los casos (Figuras 14 y 15). Esto resulta importante, ya
que para la larva utilizada pertenecié a diferente cohorte y se obtuvo de desoves

diferentes.

La metamorfosis obtenida en los tratamientos con NaOH durante estos dos
experimentos, refuerza los resultados de los dos primeros, en los cuales ya se

habia detectado un efecto del NaOH.

Durante el experimento 4, se detecté una mayor velocidad en la acciéon del
GABA y el NaOH (concentracién 1) en la induccién a la metamorfosis en
relacién con el tratamiento con L-tiroxina (Figura 13). Mientras que en los dos
primeros los porcentajes de metamorfosis fueron de 7243 y 46.66,
respectivamente, el porcentaje con L-tiroxina fue de 11.64%. Esto resulta dentro
de las expectativas, ya que mientras la accién hormonal puede ser un proceso
que requiera mayor tiempo (Burke, 1983b), la accién del GABA y el NaOH,
presumiblemente ligada a interacciones directas con el sistema nervioso tendrian
un efecto inmediato, o al menos de mayor rapidez en relacién con la accién
hormonal como propone Burke(1983b). Es importante hacer notar que los
porcentajes de metamorfosis para los tratamientos con NaOH en la figura 13
representan el valor de una sola réplica, por lo que las comparaciones que se

hacen deberin tomarse con esta consideracion.

La presencia de protozoarios en la larva utilizada durante el experimento 4 pudo

afectar la respuesta a los diferentes tratamientos. Sin embargo, el patréon de
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respuesta que se observé durante el quinto experimento, resulta consistente y
comparable con el experimento anterior. Para este tltimo experimento la larva
fue de buena calidad, sin detectarse la presencia de protozoarios durante el

desarrollo larvario o durante el periodo de experimentacion.

6.4. Efecto de la hormona L-tiroxina, GABA, NaGH y KCI en la
induccién a 1a metamorfosis del caracol Astraea undosa.

Los tratamientos con mayores porcentajes de metamorfosis durante este
experimento se obtuvieron con L-tiroxina y GABAL1 (100 nmol/ml) (Figura 16).
La respuesta con L-tiroxina es la primer evidencia del efecto de esta hormona en
la induccién a la metamorfosis de Astraen undosa. Un segundo nivel de respuesta
se obtuvo con los tratamientos de GABA2 (1 nm/ml), KCl C3 y las dos

concentracioens de NaOH. Los porcentajes de metamorfosis en esos tratamientos

estuvieron alrededor del 50% (Figura 16).

Para el caso del GABA los resultados difieren de los obtenidos por Salas-Garza
y Searcy-Bernal (1989), en donde no obtuvieron una respuesta favorable con este
compuesto. Las concentraciones utilizadas por ellos fueron equivalentes a la
concentracién 2 de GABA utilizada en el presente trabajo. La concentracién

mayor de GABA (100 nmol/ml) no fue probada por estos autores.

Por otra parte, los resultados obtenidos con KCl, coinciden con los observados

por Yool. ef al. (1986) para esta especie, en donde los mayores porcentajes de
metamorfosis corresponden a una concentracién de 9.8 nmol/ml de K*
suministrados en exceso al agua de mar. Los valores de metamorfosis para este

trabajo se observan en la Figura 16.

Los resultados con KCl para A. undosa contrastan igualmente con los porcentajes

de metamorfosis obtenidos con este inductor en el abulén rojo durante el primer

51



experimento. No se cuenta con una explicacion acerca del bajo porcentaje de
metamorfosis que se obtuvo con KCl en esta especie, ya que en repetidas
ocasiones se ha demostrado el efecto del ion K' en la induccién a la

metamorfosis de abulén rojo y otras especies de invertebrados como el
nudibranquio Phestilla sibogae, el poliqueto Phragmatopoma californica (Yool et al.,
1986), la lapa Crepidula fornicata (Pechenik y Heyman, 1987: Pechenik y Gee,

1993) y el caracol Strombus gigas (Davis et al., 1990), entre otros.

6.5. Patrones de comportamiento observados durante los experimentos y
posibles mecanismos de accién de los inductores.

En el abuldn rojo, los inductores L-tiroxina, GABA y NaOH probados durante
los experimentos, mostraron en forma repetida inducir porcentajes altos (> 50%)

de metamorfosis (Figuras 9 y 11 a 16). En el caso del experimento realizado con

el caracol Astraea undosa, los porcentajes altos de metamorfosis correspondieron a

los mismos inductores, a excepcién de los obtenidos con KCl, los cuales en el

caso de Astraea, resultaron superiores a los obtenidos en el abulén (Figura 16).
Los posibles mecanismos de acciéon de estos inductores se discuten a

continuacién en forma individual.

El efecto de la hormona L-tiroxina sobre la metamorfosis de ambas especies
puede tener al menos dos explicaciones distintas. La primera de ellas, parte del
supuesto de que esta hormona tuvo un efecto similar al que ejerce en
vertebrados superiores, en donde participa en procesos de diferenciacién celular
(Evans, 1988; Forman y Samuels, 1990) y desarrollo neurcldgico (Porterfield y
Hendrich, 1993),a través de receptores nucleares (Jones et al., 1993) como se
sefialé en los antecedentes. Su accién en este caso estaria mediada por factores de

transcripcién en el DNA de las larvas por medio de los cuales se activaron genes

que participan en el desarrollo y diferenciaciéon celular, de manera que el

52



proceso de metamorfosis se llevé a cabo. En este caso la accién més lenta de la
L-tiroxina en relacién con otros inductores como el GABA, observada en la
evaluacién inicial del experimento 4 con abulén rojo, podrian tomarse como un

indicador de actividad hormonal.

Dos evidencias principales podrian apoyar un planteamiento como el anterior.

Por una parte, la reciente caracterizacion del locus E75 en Drosophila, cuyo gene
codifica una proteina estructuralemente muy similar al receptor de la hormona
tiroidea en vertebrados (Evans, 1988), plantea la posibilidad de la existencia de
una regién estructural similar en el genoma del abulén y del caracol que se haya
conservado a través de la evolucién, aunque en este grupo con funciones

distintas a las adquiridas en vertebrados superiores.

Por otra parte, la presencia de péptidos y hormonas como la corticotropina,
insulina, gonadotropina coriénica y glucagon, descritos inicialmente en
vertebrados, que al menos con criterios de inmunorreactividad cruzada, han

mostrado estar presentes en invertebrados, incluyendo los moluscos (Valverde et

al., 1988), abre la posibilidad de la existencia de hormonas tiroideas o moléculas
afines en este grupo de organismos, que hasta el momento no han podido ser
detectadas. Lo anterior en parte, porque usulamente se encuentran en cantidades
muy pequefias (Evans, 1988) y por el tamafio tan pequefio (< 300 pm) de las

larvas.
En forma més directa, los resultados obtenidos por Spangenberg (1971, 1974,

1984) en el celenterado Aurelia aurita y Pillai et al. (1987) en el camarén Penaeus

monodon, en donde se mostré en el primero su participacion en la estrobilacién
(equivalente a la metamorfosis en celenterados), y en el segundo su efecto en el

crecimiento y frecuencia de muda, apoyan la posibilidad de que compuestos
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yodados similares a las hormonas tiroideas, o estas mismas, desempefien un
papel funcional en el desarrollo de distintos grupos de invertebrados incluyendo

los moluscos.

Una segunda explicacion del efecto de la L-tiroxina en la metamorfosis de las
especies utilizadas, es que la L-tiroxina o moléculas afines no tengan un papel
funcional en el desarrollo de estas especies y que el efecto detectado sea
producto de una interaccién no especifica de la hormona con alguna parte del

mecanismo normal de metamorfosis.

La explicacién anterior tiene su fundamento en dos argumentos que es necesario
considerar. Por una parte, las concentraciones utilizadas de L-tiroxina durante
los experimentos fueron superiores a los niveles que Frieden (1981) establece
como toxicos basado en datos obtenidos para vertebrados, en forma particular en
ratas y renacuajos de rana toro. Sin embargo, exite la posibilidad de que las
concentraciones que pudieran ser activas para invertebrados pudieran diferir de
las de vertebrados debido a que los primeros no cuentan con una glandula o
tejido definido para concentrar yodo. Por otra parte, si suponemos que existe
una regién en el genoma de moluscos que pudiera activarse a través de
hormonas tiroideas o moléculas afines, seguramente esta region, aunque
conservada a través de la evolucién, probablemente no presente la misma

afinidad que el receptor tiroideo a la accién de la hormona en vertebrados.

El segundo argumento a favor de una interaccién no especifica son los reultados

obtenidos por Pennington y Hadfield (1989) con el nudibranquio Phestilla sibogae.
Estos autores encontraron que al inducir a la metamorfosis a este organismo con
diferentes solventes orgénicos, entre los cuales se incluyeron varios tipos de
alcoholes, los animales iniciaban el proceso de metamorfosis. En presencia de

algunos de los solventes un porcentaje alto de larvas ( > 70%) perdi6 el velo, lo
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que se considera el inicio de la metamorfosis. En presencia de los solventes, los
nudibranquios no se desprendieron de su concha larval, lo que forma parte de
su proceso normal de metarr'lorfosis. Sin embargo, cuando se colocaron en
presencia del inductor natural después de estar expuestos a los solventes
orgénicos, los organismos reactivaron la metamorfosis y se desarrollaron hasta

adultos.

Lo anterior resulta importante en el contexto del presente trabajo ya que un
comportamiento similar se observé tanto en las larvas de abulén rojo como de
caracol al ser inducidas con L-tiroxina. Debido a que el criterio durante este
trabajo para definir la metamorfosis de las larvas fue la pérdida del velo, se
prest6 poca atencién a la presencia de larvas con concha peristomal. Esta concha,
con caracteristicas diferentes a la concha larval resulta muy evidente en los
organismos que la presentan. En el caso de las larvas inducidas con L-tiroxina un
niimero pequefio, desafortunadamente no cuantificado presenté la concha
peristomal. Lo anterior en contraste con una gran cantidad de larvas (tampoco

cuantificadas) en los tratamientos con GABA.

Por otra parte, Fenteany y Morse (1993) encontraron que la larva de abulén rojo
pierde la corona ciliar cuando es inducida en presencia de compuestos que
inhiben la sintesis proteinica ("emetine y anisomycin"), pero no desarrolla la
concha peristomal después de 24 horas de ser inducida. Lo anterior resulta muy
similar a los resultados obtenidos con L-tiroxina en el presente trabajo, aunque

en este caso con porcentajes de metamorfosis superiores.

Los autores mencionados lo reportan como producto de un posible efecto toxico
del compuesto. La falta de evidencia adicional y los resultados obtenidos por

Pennington y Hadfield (1989), hacen pensar mds bien que se trata de una
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interaccién no determinada para estos compuestos y cuyo mecanismo de accion,

si pudiera explicarse en esta forma, no se conoce.

En el caso del GABA, varios estudios han contribuido a tratar de elucidar el

posible mecanismo mediante el cual induce la metamorfosis en el abulén rojo.

Evidencias obtenidas al realizar estudios in vivo con las larvas de esta especie,
mostraron que la accién del GABA para inducir a la metamorfosis, puede
potenciarse mediante la presencia de aminodcidos como la L-lisina
(Trapido-Rosenthal y Morse, 1985, 1986). En estudios posteriores, Baxter y Morse
(1987), sugieren la participacién de una proteina G (proteinas que se ligan a un
guanil-nucledtido y que se les conoce en este nombre) involucrada en la
activacién del sistema de segundo mensajero en el interior de la célula, y
proponen la existencia de dos patrones, uno morfogénico que involucra al
GABA y otro regulador que involucra la presencia de receptores a
diamino4cidos que desencadenan la respuesta de un segundo mensajero

mediante la proteina G mencionada.

Un aspecto que resulta cuestionable en relacion al mecanismo propuesto por

estos autores, es que los resultados se obtuvieron experimentando con los

organismos in vivo, donde la totalidad de los receptores estan expuestos a los
diferentes inductores (Pawlik, 1990), por lo que las interpretaciones deben

hacerse con esa consideracién en mente.

Para tratar de salvar este aspecto, recientemente Wodicka y Morse (1991),
lograron aislar DNA complementario (cDNA), el cual revel6 la presencia de
RNA mensajero (RNAm) para dos G alfa proteinas en los cilios del abulén, y que
resulté ser muy semejante al RNAm que codifica para este tipo de proteinas en
células de mamifero. Sin embargo, este tipo de proteinas, probablemente se

encuentren disemenadas en la mayorfa de las células (Hille, 1992), al menos en
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vertebrados. Por otra parte Barlow (1990), con base en estudios
electrofisiolgicos en los cilios de abulén indica que al menos en este tipo de
cilio, es probable que no se encuentren los receptores mediante los cuales la larva
reacciona al GABA. Por lo anterior, resulta dificil interpretar los resultados de
Wodicka y Morse (1991) en relacién al papel que pudieran desempenar este tipo

de mensajeros en el proceso de metamorfosis.

En el presente estudio, tanto H. rufescens como A. undosa se metamorfizaron en
presencia de GABA, aunque en el dltimo con concentraciénes mayores. Esta
respuesta podria ser debido a una madurez diferencial entre las larvas utilizadas
y que se consideraron como competentes en ambas especies al momento de la
experimentacién. Aunque el criterio para definir la competencia a la
metamorfosis es similar en ambas especies y pudiera considerarse equivalente,
pueden exitir diferencias interespecificas que no es posible establecer con
criterios morfolégicos en ese periodo de desarrollo para estas especies. Esta
respuesta diferencial a la induccién con GABA es equivalente a la observada en
ocasiones anteriores por otros autores. Al utilizar 1 nmol/ml de GABA, los

porcentajes de metamorfosis fueron mayores para el abulén rojo (Searcy-Bernal

et al., 1992) en comparacién con los obtenidos para el caracol Astraea con la

misma concentracion (Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1989).

Otra posibilidad, es que un mecanismo similar al propuesto por Baxter y Morse

(1987) para el abulén rojo se encuentre en el caracol Astraen, solo que con
diferente afinidad a los compuestos debido a diferencias interespecificas en los

receptores presentes de las larvas.

Los resultados obtenidos al inducir a la metamorfosis al abulén rojo y al caracol

Astraea con NaOH parecen ser la primera evidencia de un efecto consistente en el

porcentaje de metamorfosis en estas especies (Figuras 11 a 16). Un mecanismo

57



posible de accién de este compuesto pudiera estar relacionado con el incremento

de pH provocado por el hidréxido de sodio, mas que por la accion del sodio.

Si se considera que el sodio es el catién més abundante en el agua de mar, la
cantidad agregada durante los experimentos resulta despreciable en relacién con

la existente en el agua de mar.

Por otra parte, experimentos realizados por Baloun y Morse (1984) en el abulén
rojo, en donde sustituyeron diferentes cationes del agua de mar, mostraron que
la induccién a la metamorfosis no era estimulada al aumentar la proporcién de
Na' en agua de mar artificial. La induccién a la metamorfosis mediante
variaciones en la concetracién de Na" sélo fue posible cuando este elemento se
sustituy6 en lugar de Mg”". El magnesio se sabe, bloquea los canales iénicos de
Ca® y es un constituyente normal del agua de mar (Freeman, 1993), por lo que el

efecto detectado probablemente se debié mds a la ausencia de este cation.

El incremento de pH en el medio circundante al organismo (pH,), puede traer
como consecuencia un ajuste del pH en el citoplasma de las células del mismo
(pH,), lo que puede activar enzimas que puden participar en el proceso de
diferenciacién y por lo tanto en la metamorfosis. En este sentido, se tienen
diversas evidencias de las participaciéon del pH como regulador del metabolismo
por medio de variaciones intracelulares. Al menos en cuatro sitemas celulares,
que incluyen la activacién del huevo y su interaccién con el esperma en erizos, la
activacién de los quistes en Artemia, y el misculo de la rana involucran
varaciones moderadas o altas de pH; (Busa y Nuccitelli, 1984; Lopo, A. y V.D.
Vacquier, 1977). Adn més, variaciones de pH, podrian influenciar el
funcionamiento de enzimas como la adenilato ciclasa, la cual contribuye a
generar el AMP ciclico (¢(AMP) (Busa y Nuccitelli, 1984); el cAMP se reconoce

ampliamente como un segundo mensajero (Hille, 1992). Asimismo,
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recientemente Coon ef al. (1990) encontraron que un alto porcentaje de larvas del

ostién japones Crassostren gigas es inducida al asentamiento en presencia de
cloruro de amonio (NH,Cl). Los autores sugieren que el NH, en forma de base

debil penetra a la célula y es capaz de modificar el pH citoplasmatico.

Por otra parte, el hecho de que el incremento de pH estimule la metamorfosis en
el abulén y el caracol, pudiera tener implicaciones ecolégicas importantes.
Observaciones sobre los perfiles de oxigeno disuelto en la interfase
agua-sustrato, utilizando microelectrodos mostraron incrementos importantes en
su concentracion para las primeras 100 um de la columna de agua en relacién
con la saturacion (Searcy-Bernal, ms.; Kaspar, 1992). Estos resultados se
obtuvieron en presencia de una pelicula de diatomeas en el recipiente
((Searcy-Bernal, ms.) y en rocas con algas coralinas rojas incrustantes (Kasspar,
1992). Estos niveles de oxigeno se encuentran asociados a un pH alcalino en
superficies fotosintéticas. Si las variaciones de pH a microescala pudieran ser
percibidas por las larvas en busca de substrato, este podria ser un mecanismo
mediante el cual se estimulara la metamorfosis. A lo anterior, se suma la
evidencia reciente acerca de las diferencias en la estructura de las sefiales

quimicas que a nivel de microescala (menor al milimetro) pueden encontrase en

la interfase agua-substrato (Moore, ef al., 1992).

El efecto del KCIl, podria explicarse como producto de la accién del ion K*
mediante la despolarizacién de la membrana de células externamente accesibles
(Baloun y Morse, 1984). Lo anterior probablemente ligado a la presencia de

canales i6nicos de Ca*" activados por potasio, como se ha sugerido para el mismo
abulén, H. rufescens (Baloun y Morse, 1984) y el braquiépodo Terebretalia

transversa (Freeman, 1993). Sin mebargo, para ser mds convincente sobre este

mecanismo serfa necesario demostrar por medio de mediciones
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electrofisiolégicas, que las células blanco no sélo despolarizan la membrana, sino
generan ademds un potencial de accién el cual es tipico de canales de voltaje
dependientes de Ca*, y que el Ca® se desplaza a las células blanco durante la

despolarizacién (Freeman, 1993).

El porcentaje de metamorfosis anormal obtenido con las concentraciones

intermedias de L-DOPA y norepinefrina no aclara el papel que pueden

desempeiiar estos compuestos en la metamorfosis de H. rufescens y A. undosa.
Queda la posibilidad de que las concentraciones utilizadas no hayan sido las
adecuadas para inducir a estos organismos, ademéds de que no se hicieron
consideraciones sobre los productos de oxidacién de estos compuestos en el agua

de mar, y que recientemente han sido considerados por Pires y Hadfield (1991)

como los causantes de la metamorfosis en el nudibranquio Phestilla sibogae.

De manera global, la induccién a la metamorfosis mediante los distintos
inductores probados en diferentes ocasiones para el abulén rojo (H. rufescens) y

en un experimento para el caracol A. undosa resultaron semejantes, a excepcion
de los obtenidos con KCl. En ambas especies se obtuvieron porcentajes similares
con L-tiroxina, GABA y NaOH. Por lo que se considera que los mecanismos de

accion pueden ser compartidos por ambas especies.

Si estas substancias o estimulos (variacién de pH) forman parte de los
mecanismos en que de forma natural estas larvas se metamorfizan, todavia no ha
sido probado. Tedricamente, debido a que cada una de ellas actiia a diferente
nivel, podrian formar parte de un mecanismo comtin. Sin embargo, la evidencia

resulta atin escasa para poder contestar este planteamiento.

Para poder aclarar el o los mecanismos de accién involucrados en la

metamorfosis de estos organismos, serd de gran utilidad abordar el problema
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con las herramientas que ofrece actualmente la biologia molecular (Morse, 1990),
aislar y caracterizar los posibles receptores celulares a subtancias inductoras, y
continuar con estudios acerca del sistema nervioso de las larvas de este grupo de

organismos.
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7. CONCLUSIONES

> Los porcentajes mas altos de metamorfosis se obtuvieron con L-tiroxina,

pH alcalino y GABA tanto en el abulén rojo (Haliotis rufescens) como en el

caracol (Astraea undosa).

» Los resultados con L-tiroxina y pH alcalino parecen ser la primera
evidencia de la participacion de estos compuestos en la metamorfosis de H.

rufescens y A. undosa.

> Las concentraciones en las que se obtuvo un mayor porcentaje de

metamorfosis fueron para L-tiroxina 132 y 66 nmol/ml; para NaOH, 150

nmol/ml para H. rufescens; y para el GABA, 100 nmol/ml en A. undosa.

» Tanto el abulén rojo (H. rufescens) como el caracol (A. undosa) respondieron

en forma semejante a los diferentes inductores, a excepcién del

experimento con KCl, donde A. undosa tuvo una respuesta superior a la del

abulén con el mismo compuesto.
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8. RECOMENDACIONES

> Debido a la complejidad del proceso de la metamorfosis en invertebrados
marinos, abordarlo en forma interdisciplinaria considerando aspectos
bioquimicos y genéticos puede resultar de utilidad para aclarar los

mecanismos involucrados en este proceso.

> Tratar de aislar receptores de membrana con métodos bioquimicos vy,
localizar regiones del genoma que se activen durante la metamorfosis por
medio de métodos moleculares, puede aportar informacién valiosa en estos

niveles.

> Continuar tratando de aislar inductores de fuentes naturales y abarcar una
mayor diversidad de especies, puede contribuir a hacer generalizaciones

mas solidas y que incluyan a un mayor niimero de especies.

> Continuar aclarando el papel del sistema nervioso durante esta fase del
desarrollo en diversos grupos de organismos podra ayudar a entender el
papel que desempefian las substancias de origen neuroendécrino y que se

encuentran presentes en una gran variedad de invertebrados.
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Anexo |. Resumen de las caracteristicas

de los experimentos.

Tabla 111, Caracteristicas del experimento 1 de induccién a la metamorfosis.

Fecha de realizacién: 2 al 3 de marzo de 1993

Especie utilizada: Abul6n rojo (Haliotis rufescens).

Densidad de larva: entre 3 y 4 larvas/ ml (60-76 larvas/frasco)
Edad de la larva: 8 dfas después de la fertilizacion.

Tratamientos y concentraciones probadas:

- Acido gama-aminobutfrico (GABA). (1 nmol / ml)

- L-Tiroxina. ( 33, 66 y 132 nmol / ml)

- L.-Dopa ( 0.96, 96.3 y 963 nmol / ml)

- Norepinefrina (0.99, 99.6 y 996 nmol / ml)

- Cloruro de Potasio (KCl). (29.7, 19.8 y 9.8 nmol / ml)

- Testigo (agua de mar filtrada a 0.45 pm)

Temperatura promedio: 16.7 °C. Méxima: 19.1 °C. Minima: 14.3 °C
Evaluaci6n: 21 horas después de la induccién a la metamorfosis
Namero de réplicas: 3 por tratamiento.

Tabla IV. Caracteristicas del experimento 2 de induccion a la metamorfosis.

Fecha de realizacién: 4 al 5 de marzo de 1993.

Especie utilizada: Abulén rojo (H. rufescens)

Densidad de larva: entre 3 y 3.6 larvas/ml (64 y 72 larvas /frasco)
Edad de la larva: 10 dias a partir de la fertilizacion.

Tratamientos y compuestos probados:

- GABA. (1 nmol / ml)

- L-tiroxina ( 66 nmol / ml)

- NaOH (150 nmol/ml).

- Testigo (agua de mar filtrada a 0.45 pm)

Temperatura promedio: 17.4 °C. Méxima: 20.9 °C. Minima: 14.0 °C
NGmero de replicas: 3 para GABA y NaOH, 2 para L-tiroxina y 1 testigo.
Evaluacion; 22 horas después de la induccién a la metamorfosis.
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Tabla V. Caracteristicas del experimento 3 de induccién a la metamorfosis.

Fecha de realizacién: 5 al 6 de marzo de 1993.

Especie utilizada: Abulén rojo (H. rufescens)

Densidad de larva: 1.1 larvas/ml (22 larvas / frasco)

Edad de la larva: 11 dfas a partir de la fertilizaci6n.

Tratamientos y compuestos probados:

- NaOH (150 nmol/ml).

- Agua desionizada (0.6 ml)

- Testigo (agua de mar filtrada a 0.45 pm)

Temperatura promedio: 17.4 °C. Mdxima: 20.9 °C. Minima: 14.0°C
Ndmero de replicas: 2 por tratamiento.

Evaluacién: 23 horas después de la inducci6n a la metamorfosis.

Tabla VI. Caracteristicas del experimento 4A de induccién a la metamorfosis. (este

experimento se considera parte del 4B, s6lo que algunos tratamientos se evaluaron antes).

Fecha de realizacién: 16 al 17 de marzo de 1993.

Especie utilizada: Abulén rojo (H. rufescens)

Densidad de larva: 2.6 larvas/ml (52 larvas /frasco)

Edad de la larva: 8 dfas a partir de la fertilizacion.

Tratamientos y compuestos probados:

- GABA (1 nmol / ml)

- L- tiroxina. (66 y 132 nmol / ml)

- Blancos de reactivo ( se incluy6 la cantidad de NaOH utilizada para disolver la L-tiroxina)
-NaOH (150 y 100 noml/ml)

- Testigo (agua de mar filtrada a 0.45 micras)

Temperatura promedio: 18.0 °C. M&xima:19.5 °C. Minima: 16.5 °C
Namero de replicas: 3 GABA, 2 tiroxina, 1 pH y 1 testigo.
Evaluacién: 20 horas después de la induccién a la metamorfosis.
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Tabla VII. Caracterfsticas del experimento 4B de induccion a la metamorfosis. (Este se
considera la evaluacion final del experimento 4A).

Fecha de realizacion: 16 al 18 de marzo de 1993.

Especie utilizada: Abulén rojo (H. rufescens)

Densidad de larva: 2.6 larvas/ml (52 larvas / frasco)

Edad de la larva: 8 dias a partir de la fertilizacion.

Tratamientos y compuestos probados:

- GABA (1 nmol / ml)

- L- tiroxina. (66 y 132 nmol / ml)

- Blancos de reactivo ( se incluy6 la cantidad de NaOH utilizada para disolver la L-tiroxina)
-NaOH (150 y 100 nmol/ml)

- Testigo (agua de mar filtrada a 0.45 micras)

Temperatura promedio: 17.3 °C. Maxima: 20.1 °C. Minima: 14.6 °C
Namero de replicas: entre 2 y 3 por tratamiento.

Evaluacion: 44 horas después de la induccién a la metamorfosis.

Tabla VIII. Caracteristicas del experimento 5 de inducci6n a la metamorfosis.

Fecha de realizacién: 30 de marzo al 1de abril de 1993.

Especie utilizada: Abul6n rojo (H. rufescens)

Densidad de larva: 4.2 larvas/ml (84 larvas /frasco)

Edad de la larva: 7 dias a partir de la fertilizacion.

Tratamientos y compuestos probados:

- L- Tiroxina. (66 y 132 nmol / ml)

- Blancos de reactivo ( se incluy6 la cantidad de NaOH utilizada para disolver la L-tiroxina)
-NaOH (150 y 100 nmol/ml)

- Testigo (agua de mar filtrada a 0.45 pm)

Temperatura promedio: 17.2°C. Maxima: 19.6 °C. Minima: 14.9°C
N@mero de réplicas: 3 por tratamiento.

Evaluacién: 42 horas después de la inducci6n a la metamorfosis.
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Tabla IX. Caracteristicas del experimento 6 de inducci6n a la metamorfosis.

Fecha de realizacion: 30 de marzo al 1de abril de 1993.

Especie utilizada: Caracol (Astraea undosa)

Densidad de larva: 3.2 larvas/ml (64 larvas / frasco)

Edad de la larva: 4 dias a partir de la fertilizacién.

Tratamientos y compuestos probados:

-GABA (1y 100 nmol / ml)

- L- Tiroxina. (66 y 132 nmol / ml)

- Blancos de reactivo ( se incluyo la cantidad de NaOH utilizada para disolver la L-tiroxina)
-Cloruro de Potasio (KCl). (29.7, 19.8 y 9.8 nmol / ml)

-NaOH (150 y 100 nmol/ml)

- Testigo (agua de mar filtrada a 0.45 pm)

Temperatura promedio: 18.8°C. Méxima: 22.4 °C. Minima: 15.3 °C
Namero de replicas: 3 por tratamiento.
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Anexo Il. Resumen de las tablas de ANOVA
para los seis experimentos realizados.

Tabla X. ANOVA y contrastes realizados para el primer experimen’to con abulén rojo.

Fuente de variacion Grados de Suma de Media cuadratica F calculada
libertad  cuadrados
TRATAMIENTOS 12 38,580.5 3,215.04 220.96**
ENTRE GRUPOS 5 11,540.64 2,308.12 158.63**
CONTRASTES:
Cont. 1 testigo = L-tiroxina + GABA 1 6,369.79 6,379.79 437.78**
Cont. 2 GABA = L-tiroxina 1 35.92 35.92 2.46(NS)
Cont. 3 L-tiroxina = KCI 1 2,033.97 2,033.97 139.79**
DENTRO DE GRUPOS
Grupo 1: L-tiroxina 1 3,795.12 3,795.12 260.83**
Grupo 3: Norepinefrina 2 5,356.92 2,678.46 184.08**
Grupo 4: L-Dopa 2 17,852.34 8,926.17 613.48**
Grupo 5: KC 2 35.48 17.74 1.21(NS)
ERROR 26 378.35 14.55

TOTAL 38 38,958.85 |




Tabla XI. ANOVA y contrastes realizados para el segundo experimento con abulén

rojo.

Fuente de variacion Grados de Suma de Media cuadratica F calculada
libertad cuadrados

TRATAMIENTOS 3 10,954.81 3,651.6 165.75**

CONTRASTES:

Cont. 1 testigo = L-tiroxina + GABA 1 5,397.76 5,397.76 245.01**

+ NaOH

Cont. 2 L-tiroxina = GABA + NaOH 1 1,412.81 1,412.81 64.13**

Cont. 3 GABA = NaOH 1 1,382.2 1,382.2 62.74**

ERROR 6 13219 22.03

TOTAL 9 11,087.38

Tabla XII. ANOVA y contrastes realizados para el tercer experimento con abulén rojo.

Fuente de variacion Grados de Suma de Media cuadratica F calculada
libertad cuadrados

TRATAMIENTOS 2 8,517.39 4,258.69 1313.19**

CONTRASTES:

Cont. 1 testigo = NaOH + 1 27,296.24 27,296.24 8416.97**

desionizada

Cont. 2 NaOH = desionizada 1 27,363.02 27,363.02 8437.56**

ERROR 3 9.73 3.24

TOTAL 5 8,527.12
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Tabla Xlll. ANOVA y contrastes realizados para el cuarto experimento (parte B) con

abulén rojo.

Fuente de variacion Grados de Suma de Media cuadratica F calculada
libertad cuadrados

TRATAMIENTOS 3 16,722.59 5,574.19 77.64™

ENTRE GRUPOS | 5 15,052.31 3,010.46 41.93**

CONTRASTES:

Cont. 1 L-tiroxina + NaOH= Blco. 1 9,935.46 9,935.46 138.39**

de react + testigo

Cont. 2 tiroxina= NaOH 1 1,609.09 1,609.09 22.41**

Cont. 3 Blco. de react. = testigo 1 1,464.48 1,464.48 20.39**

DENTRO DE GRUPQS

Grupo 2: Blancos de reactivo 1 46.19 46.19 0.63(NS)

Grupo 3: NaOH 1 1,624.09 1,624.09 22.62**

ERROR 1 789.71 71.79

TOTAL 14 17,512.3
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Fuente de variacion Grados de Sumade  Media cuadritica F calculada
libertad cuadrados

TRATAMIENTOS 6 30,231.32 5,038.55 177.03**

ENTRE GRUPOS 3 22,358.78 7,452.92 261.87**

CONTRASTES:

Cont. 1 L-tiroxina + NaOH = Blco. 1 17,087 17,087 600.38**

de react. + testigo

Cont. 2 L-tiroxina = NaOH 1 13,648.69 13,648.69 479.57**

Cont. 3 Blco. de react. = testigo 1 271.29 271.29 9.53**

DENTRO DE GRUPQS

Grupo 1: L-tiroxina 1 1.08 1.08 0.038(NS)

Grupo 3: Blancos de reactivo 1 0.14 0.14 0.004(NS)

Grupo 4: NaOH 1 7,871.33 7,871.33 276.57**

ERROR 14 398.57 28.46

TOTAL 20 30,629.89

Tabla XIV. ANOVA y contrastes realizados para el quinto experimento con abulén rojo.
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caracol Astraea undosa

Tabla XV. ANOVA y contrastes realizados para el sexto experimento realizado con el

Fuente de variacion Grados de Sumade  Media cuadritica F calculada
libertad cuadrados

TRATAMIENTOS 11 30,832.61 2,802.96 27.92**

ENTRE GRUPOS 5 26,627.44 5,325.48 53.26**

CONTRASTES:

Cont. 1 GABA + L-tiroxina + NaOH 1 9,511.9 9,511.9 94.77**

+ KCI = testigo

Cont. 2 GABA + L-tiroxina + NaOH 1 2,920.49 2920,49 29.10**

= KCl

Cont. 3 GABA + L-tiroxina = NaOH 1 10,438.69 10,458.69 104.01**

Cont. 4 GABA = L-tiroxina 1 12,219 12,219 121.76**

Cont. 5 L-tiroxina = Blco. de react. 1 25,809.52 25,809.52 257.16**

DENTRO DE GRUPOS

Grupo 1: GABA 1 2,528.88 2,528.88 25.19**

Grupo 2: L-tiroxina 1 2.2 2.2 0.021(NS)

Grupo 3: Blanco de reactivo 1 147.01 147.01 1.46(NS)

Cont. 4 : KCI 2 1,481.71 740.85 7.38**

Grupo 5: NaOH 1 48.38 48.38 0.48(NS)

ERROR 24 2,408.64 100.36

TOTAL 35 33,241.25 '
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