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Resumen

Se reporto6 la expresion de isoenzimas de L-lactato: N&ddlo-reductasa (LDH; EC. 1.1.1.27) durante
el desarrollo embrionario dBetta splendengor métodos electroforéticos.

Se tomaron 200 huevos en cada estado de desarrollo embrionario (oocito fertilizado, clivajes, blastulas,
géstrula y neurula), obtenidos a partir de cuatro parejas de peces sexualmente maduras de Betémpecie
splendensademas de oocitos sin fertilizar, colectados a partir de dos hembras de la especie mencionada. Cada
muestra de 200 embriones y 200 huevos sin fertilizar, se homogeneizaron y centrifugaron durante 15 minutos
a 10.000 rpm. A partir de los sobrenadantes obtenidos, se corrieron las electroforesis en gel de agarosa.

Todas las etapas de desarrollo embrionario estudiadas, se caracterizaron por la expresion de las isoenzimas
LDH-3 y LDH-4. Los estadios de gastrula y neurula, expresaron ademas la isoenzima LDH-2.

Palabras clave:Betta splendensexpresion, isoenzimas, lactato deshidrogenada.

Abstract

Expression of the L-lactate: NAD+ oxide-reductase (LDH; EC. 1.1.1.27) isoenzymes, was reported during
embryonic development ddetta splendensising electrophoretic methods. Two hundred eggs were taken

in each state of embryonic development (fertilized oocite, clivajes, blastulas, gastrula and neurula), from
four sexually mature couples of fiBetta splendensOocites without fertilizing from two females of the

same species were collected. Each sample of 200 embryos and 200 eggs without fertilizing, were homogenized
and centrifugated during 15 minutes to 10.000 rpm. Electrophoresis was run in agarosa gel.

All the stages of embryonic development studied were characterized by expression of isoenzymes LDH-
3 and LDH-4. Gastrula and neurula stadiums also expressed isoenzima LDH-2.
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INTRODUCCION La enzima lactato deshidrogenasa (L-
Lactato: NAD O6xido-reductasa, LDH; EC.
El desarrollo embrionario de un organis- 1.1.1.27), actta al final de la glicélisis (ruta
mo, inicia a partir del cigoto mediante una metabdlica inicial del catabolismo de los
serie de procesos biolégicos que implican;monosacaridos), especificamente en la con-
morfogénesis, proliferacion y diferencia- version de lactato a piruvato de forma re-

cion celular; lo cual genera una gran va-Versible en el citosol, con la presencia de
riedad de estructuras con funcionesNAD* como molécula aceptor de hidroge-

especializadas. nos. Esta, fue la primera enzima en la cual
se caracterizaron las isoenzimas (Markert y

. _ ) Moller, 1959).
El desarrollo embrionario requiere de la

accton genética, esto conlleva a que dgteri_a LDH es una proteina tetramérica, que
minados genes se expresen en espacios

. e én la mayoria de los vertebrados se en-
tiempos especificos durante este procesqQ nira codificada por dos loci que ex-

bjolc}gico, indicando el gr.ado qle d”efe“' presan dos tipos de subunidades o
clacion celular que se eV|dr_enC|a me_d'amepolipéptidos, biogquimicamente diferentes.
vangmpnes en IOS‘. reperto.rlos proteicos YEI locus Ldh-A, expresa la subunidad M,
enziméticos. (Whit, 1981; Dallost al, mientras que el locus Ldh-B expresa la
1994). subunidad H. Dichos polipéptidos se com-
binan de manera aleatoria, para generar
Los érganos, tejidos y compartimentos ce-Cinco isoenzimas con la siguiente compo-
lulares de los diversos organismos puedersicion: H4 (LDH1), H3M (LDH2), H2M2
contener diferentes formas moleculares dg(LDH3), HM3 (LDH4) y M4 (LDH5)
una enzima que catalizan la misma reac<{Yoshikuniet al, 2001; Rossignoet al.,
cion bioguimica. Estas mudltiples formas 2003) (Figura 1). Adicionalmente, se ha
moleculares se denominan isoenzimas; lageportado un tercer locus (Ldh-C) para
cuales, estan codificadas por genes diferenpeces teledsteos del orden Gadiformes y
tes y poseen propiedades fisicas, quimica€ypriniformes. Este expresa la isoenzima
y cinéticas especificas que facilitan su ca-C4, que se restringe a tejido neural o di-
racterizacion (Dallost al, 1994; Porras, gestivo, (predominando en higado).
1996). (Whitt, 1981; Frankel, 1981; Frankel,
1985; Crawfordet al.,, 1989; Quattroet
. . . al., 1993; Tsujiet al, 1994).
La electroforesis, ha sido una herramienta
de gran importancia en el analisis de la . . .
El presente trabajo, se encuentra incluido

variabilidad genética, al generar una pri-dentro de la linea de investigacién llamada
mera aproximacion de los patrones de ex- . gaci .
soenzimas en desarrollo embrionario, de

presion de muchos loci, usando isoenzima . o - .
como indicadores de dicha expresion du-&llal Unidad de Genética y Biologia del De-

rante la ontogenia de un organismo. Ade-s:\r/;?ig?]adeeLaero:;:‘;gféae:ggli':L?:in
mas, el nimero de loci de isoenzimas y qu y p

patron de expresiéon temporal y espacial,u“!'z‘?lr peces como modelo biological

se utilizan como herramienta bioquimica ObJEt.IYO’ es e§t_ablecer los _patrone_s de ex-
y molecular en la identificacion taxono6- presion genetica de las Isoenzimas de
mica de las diferentes especies (Brzuzan!aCtato deshidrogenasa, en Ia_s primeras eta-
1995). pas del desarrollo embrionario de la espe-

cie Betta splendens.
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MATERIALES Y METODOS Control de isoenzimas de LDH para los

electroforegramas
Se tomaron 200 huevos en cada estado de

desarrollo a estudiar, desde oocito fertili- 5o \+iliz6 un juego de reactivos marca TI-

zado hasta neurula, obtenidos a partir deran GEL CK/LD ISOENZIME CONTROL

cuatro parejas de peces sexualmente ma('catélogo No 5134, Helena laboratory),
du’ras de Ia_espegiaetta_ _Splendensade- para el control de las isoenzimas de LDH
mas de oocitos sin fertilizar, colectados 8en las electroforesis. Cada frasco control

partir de dos hembras, de la especie men, ., isoenzimas de LDH, se reconstituy6
cionada. Dichos huevos y embriones, se€.;, 2 mi de agua deionizada y se congela-

mantuvieron separados segun la pareja d?on a -70°C. hasta el momento de las
origen. Se defini6 como fuente de varia- gjactroforesis

cién, cada uno de los estados de desarrollo
embrionario y oocitos sin fertilizar (seis en

. - Electroforesis
total) y se realizaron 3 repeticiones por fuen-

te de variacion. Las isoenzimas de LDH, se separaron por
electroforesis en una camara modelo TITAN

Determinacion de los estados de GEL CHAMBER, marca Helena laboratory;

desarrollo embrionario una fuente de poder modelo POWER

L, _ _ STATION 300 PLUS, marca LABNET y uti-
Guevara (1997), realiz6 un estudio embrio-|;,4n40 un juego de reactivos TITAN GEL
nario y larval, macroscépico e histolégico Isoenzyme (catalogo No 3043, Helena

della' especidetta sple.ndensel cual se laboratory). Se utiliz6 gel de agarosa con
aplicé, para tomar los tiempos de desarro-pH de 8.3

llo embrionario y separar los embriones en

cada uno de los estadio objetos de esmdloI'_as electroforesis se corrieron a 100 vol-

tios, 17 amperios, durante 15 minutos. Una
vez finalizadas, se realiz6 la visualizacion
del gel de forma colorimétrica, basada en
a reduccion de la sal azul de tetrazolio

Procesamiento de las muestras

Se homogeneizaron 200 embriones e

cada estado de desarrollo embrionario NBT dio alcali ; R
(oocito sin fertilizar, oocito fertilizado, ( ) en medio alcalino a formazan; incu-

clivaje, blastula, gastrula y neurula). EstebandOIOS durante 25 minutos a 45°C en

homogeneizado, se centrifugé a 10.000c@mara humeda.
rom durante 15 minutos. Se retir6 el

sobrenadante y se centrifugd nuevamente
a 10.000 rpm durante 5 minutos. Lo ante-RESULTADOS

rior, se realiz6 para eliminar la capa de ,q hairones electroforéticos de isoenzimas
lipidos ubicada en la parte superior delyq LDH, para cada una de las etapas del

sobrenadante, debido a la gran cantidadjegarrolio embrionario dBetta splendens
de vitelo que se encuentra en 10s 00Cit0Sa gpservan en las Figuras 1y 2

de la mayoria de peces teleésteos. Los

sobrenadantes obtenidos (donde se encong . .
. . odas las etapas de desarrollo embrionario
traban las isoenzimas de LDH), para hue-

- Fstudiadas, se caracterizaron por la expre-
vos no fertilizados y etapas tempranas del .

sion de las isoenzimas LDH-3 y LDH-4. Los
desarrollo, se congelaron a -20 grados cen- . .
. . L) estadios de gastrula y neurula, expresaron
tigrados hasta la realizacién de las

) ademas la isoenzima LDH-2.
electroforesis.
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Figura 1. Patron electroforético y composicion de cada una de las isoenzimas
de lactato deshidrogenasa

Control  O-sin fert. Ofertilizado  Clivaje Blastula Gastrula Neurula

-

Figura 2. Patrones electroforéticos de isoenzimas de LDH en cada una de las etapas de
desarrollo embrionario (oocito sin fertilizar, oocito fertilizado, clivaje, blastula, gastrula y
neurula) de Betta splendens.
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La Tabla 1 muestra las isoenzimas identifica-  su composiciéon en subunidades y los genes
das en cada etapa de desarrollo embrionario, que expresan cada subunidad.
Tabla 1

Isoenzimas expresadas en cada etapa temprana del desarrollo embrionarioBkgta
splendenssus subunidades de composicién y los genes que la expresan

Composicion en
Estadio del [ Isoenzima subunidades
desarrollo expresada M-H) Genes
Oocito sin| LDH-4 3-1 A-B
Fertilizar LDH-3 2-2 A-B
LDH-4 3-1 A-B
Oocito Fertilizado | LDH-3 2-2 A-B
LDH-4 3-1 A-B
Clivajes LDH-3 2-2 A-B
LDH-4 3-1 A-B
Bléstula LDH-3 2-2 A-B
LDH-4 3-1 A-B
LDH-3 2-2 A-B
Géstrula LDH-2 1-3 A-B
LDH-4 3-1 A-B
LDH-3 2-2 A-B
Neurula LDH-2 1-3 A-B
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De acuerdo a la presencia de las isoenzifertilizar de las especidBrachydanio rerio
mas LDH-4, LDH-3 y LDH-2, se puede de- y Brachydanio albolineatus.

cir que las subunidades M y H se expresan

durante las primeras etapas del desarrollghillipp et al, (1977), detectaron la expre-
embrionario deBetta splendenscon lo  sj6n de la isoenzima LDH-5 en huevo no
anterior, podemos confirmar que esta espefertilizado y a través de la embriogénesis
cie posee los dos loci de LDH fundamenta-temprana de las especidicropterus
les para todos los vertebrados (Ldh-A ysalmoides salmoidesy Micropterus
Ldh-B) y que estan activos durante las eta-dolomieui

pas tempranas del desarrollo embrionario

de estos organismos. De igual forma Brzuzan (1995), reporté la
isoenzima LDH-5 en oocito sin fertilizar y

durante todo el desarrollo embrionario tem-
prano del pez blanco Cpregonus

Basaglia (1989), afirma que las diferen- lavaretus.

cias en expresién de isoenzimas, son con-

secuencia de la regulacién genética y deKliachko y Ozerniuk (2001), reportaron la

la variabilidad de expresiéon de multilocus expresion de la isoenzima LDH1 y LDH2

isoenzimaticos, que han sido acumuladadesta ultima con menor actividad enzimati-

durante la divergencia en las diferentes esca), durante todo el desarrollo embrionario

pecies. Teniendo en cuenta lo anterior y dedel pezDanio rerio.

acuerdo a los resultados encontrados en este

trabajo y a la bibliografia consultada, exis- Estas variaciones en la expresion de

ten patrones electroforéticos para isoenzi-multilocus isoenzimaticos entre especies,

mas de LDH durante la embriogénesis depuede deberse a diferencias en condiciones

otros teledsteos similares a las reportadasnetabdlicas, ambientales y evolutivas pro-

paraBetta splendens pias de cada especie; en el caso especifico
de Betta splenden®s importante aclarar que

Frankel (1981), report6 la isoenzima LDH- €s una especie introducida en Colombia y

4 en oocito sin fertilizar del peBrachyda- due su adaptacion a las condiciones ambien-

nio nigrofasciatus tales del pais pudo haber contribuido a la
expresion de los patrones electroforéticos

Frankel (1985), detectd isoenzimas de LDH'ePortados en esta investigacion.
compuestas por subunidad H en huevos no

fertilizados y a través del desarrollo de lasLos resultados de la presente investigacion,
especieBarbus tetrazona, Barbus concho- concuerdan con la hipotesis segin la cual

nius, Barbus nigrofasciatus, Barbus sachsiel genoma materno se expresa y regula las
y Barbus titteya. primeras etapas del desarrollo (oocito ferti-

lizado, clivajes, y blastula) y que el genoma
Por otro lado, existen investigaciones conéMmbrionario se expresa y regula las etapas
patrones electroforéticos de isoenzimas ddardias del desarrollo embrionario (gastrula,
LDH para otras especies de teledsteos, dil€urula, organogénesis temprana) (Frankel,
ferentes a los encontrados en el desarrolld-981; Tufaro y Brandhorst, 1982; Basaglia,
embrionario deBetta splendens

DISCUSION

Frankel y Hart (1977), encontraron las Esto se puede confirmar durante la investi-
isoenzimas LDH-1 y LDH-2 en oocitos sin 9acion enBetta splendenspor la presen-
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cia de las mismas isoenzimas (LDH-4, LDH- considerar que este locus se encuentra in-
3) hasta el estadio de blastula y por la ex-activo durante este periodo o que la espe-
presion de una nueva isoenzima (LDH-2) acie Betta splendensio lo posee. Esto
partir del estadio de gastrula y durantetltimo, es objeto de estudio en investiga-
neurula. Segln la hipétesis anterior, lasciones que se realizan en la actualidad y
isoenzimas LDH-4 y LDH-3 presentes en que le dan continuidad al presente trabajo.
los estadios de oocito sin fertilizar, oocito
fertilizado, clivajes y blastula, son el resul- Maestre y Pachoén (2006), realizaron un es-
tado de la expresion del genoma maternqudio acerca de la actividad de las isoenzi-
durante la oogénesis detta splendens mas de lactato deshidrogenasa durante el
mientras que las isoenzimas LDH-4, LDH- desarrollo embrionario dBetta splendens
3 y LDH-2 presentes en los estadios deencontrando importantes cambios en la
gastrula y neurula, son producto de la ex-actividad total y especifica durante los es-
presion del genoma embrionario. tadios embrionarios estudiados; en los que
se puede mencionar: incremento en la acti-
Whitt (1981), afirma que el tiempo de apa- vidad total de LDH entre oocito sin fertili-
ricion de las isoenzimas puede concordarzar y oocito fertilizado; un descenso notorio
con eventos morfogenéticos especificosdurante los estadios de clivaje a blastula y
Lo anterior, se observé con la expresion deun incremento notorio durante los estadios
la isoenzima LDH-2 en los estadios dede gastrula y neurula. Asimismo, se deter-
gastrula y neurula, que puede estar asociamind que la isoenzima LDH-3 se caracteri-
do con la diferenciacion de mesodermo.z6 por presentar la mayor actividad
Durante la etapa de gastrula, cuando se deenzimatica, seguida de LDH-4 durante los
tectd por primera vez la isoenzima LDH-2, estadios de oocito sin fertilizar, oocito fer-
se produjo la diferenciacién de esta capatilizado, clivaje y blastula. Los estadios de
germinativa. Maestre y Pachon (2006), en-gastrula y neurula presentaron el mismo
contraron que dicha isoenzima present@patrén, aunque durante éstos se expreso la
baja actividad enzimatica durante el esta-isoenzima LDH-2 con la menor actividad
dio de gastrula, que se incrementé moderaenzimatica. Este comportamiento, se obser-
damente durante el estadio de neurula; wé en los patrones electroforéticos obteni-
sugieren que este comportamiento en lados en los resultados de la presente
actividad enzimatica puede estar relacio-investigacion.
nado, con la especializacion de la capa
germinativa en mesodermo epimérico, E| comportamiento en la actividad de LDH
mesodermo intermedio y mesodermodurante la embriogénesis d8etta
hipomérico caracteristicos de la splendensse debe posiblemente a que du-
neurulacion. rante la oogénesis los oocitos de teledsteos
acumulan glicégeno que va ser fuente de
Basaglia (1989)ijndica que la isoenzima glucosa para la glicdlisis; esta ruta meta-
LDH-C4, expresada por el tercer locus re-boélica genera energia suficiente para que
portado en peces telebsteos, se encuentidas oocitos sean fertilizados y se den las
ausente en las primeras etapas del desarralvisiones celulares que se llevan a cabo
llo embrionario. Esta afirmacion, coincide durante las primeras etapas del desarrollo
con los resultados encontrados Baetta  embrionario temprano (clivaje y blastula)
splendens ya que durante las etapas (Boulekbache, 1981)Maestre y Pachoén
embrionarias estudiadas no se expreso 182006), sugieren qudurante los estadios
isoenzima LDH-C4; por lo tanto, se puede embrionarios ddBetta splendenda isoen-
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zima LDH-4 relativamente anaerobia, ac- De acuerdo a lo anterior y segun la Tabla 1
tha en la glicolisis en la conversion de de los resultados, donde se observa el na-
piruvato a lactato, con el fin de reciclar mero de subunidades M, con respecto al
moléculas de NADy obtener nuevas mo- nimero de subunidades H expresadas du-
Iéculas de glucosa a partir del lactato pro-rante el periodo embrionario estudiado; se
ducido y que la isoenzima LDH-3 cuya puede decir, que las primeras etapas del de-
composicién de subunidades es de 2M ysarrollo embrionario temprano dgetta
2H, tiene el equilibrio de reaccion despla- splendengoocito sin fertilizar, oocito fer-
zado hacia la conversion de piruvato atilizado, clivaje y blastula) se caracterizan
lactato para complementar la funcién de lapor desarrollarse en periodos de relativa
isoenzima LDH-4. anaerobiosis. Esto se puede confirmar, con
la mayor actividad que tuvo el locus Ldh-
Boulekbache (1981), afirma que las etapas? con respecto al locus Ldh-B, debido a
tardias del desarrollo (gastrula y neurula),que el nimero total de subunidades M para
se caracterizan por triplicar y quintuplicar las primeras etapas del desarrollo fue de 20
el consumo de oxigeno; lo cual puede escomparado con 12 subunidades H. Las eta-
tar relacionado con la activacion del ciclo pas tardias del proceso de embriogénesis
de Krebs, ya que la energia generada por |§gastrula y neurula), se caracterizaron por
glicélisis no es suficiente y requiere el apor-desarrollarse en mejores condiciones
te energético de esta ruta metabdlica. aerodbicas con respeto a las primeras; ya que
ambos loci tuvieron igual actividad, por la
Los resultados obtenidos en la presente in€Xpresion de igual nimero de subunidades
vestigacion en cuanto a la expresion de 1dM Y H (12 para cada una).
isoenzima LDH-2 durante los estadios de
gastrula y neurula parBetta splendens Semenzat al, (1994) y Firthet al, (1995),
coinciden con los reportados por Maestreafirman que la regulacion de la expresion
y Pachdn (2006), donde se encontré corgenética por concentraciones de oxigeno,
poca actividad la expresion de esta isoen€s una caracteristica importante de muchos
zima, relativamente aerobia y que actiia erprocesos bioldgicos. En el metabolismo
la glicolisis en la conversion de lactato a€energético, por ejemplo, los niveles de
piruvato; En este trabajo, se sugieren quenRNA para un nimero de enzimas glicoli-
durante los estadios de géstrula y neurulaficas y gluconeogénicas estan sujetos a re-
la isoenzima LDH-3 probablemente tiene gulacion de la transcripcion por oxigeno
el equilibrio de reaccién desplazado haciade modo coordinado. Mencionan ademas,
la conversion de lactato a piruvato, com-la presencia de un factor nuclear llamado
plementando la funcién de la isoenzimafactor 1 de induccion de hipoxia (HIF-1)
LDH-2. que regula la transcripcion de genes que
codifican para enzimas glicoliticas en

Segun Frankel y Hart (1977); Frankel condiciones anaerobias.

(1983) y Rossignokt al, (2003), El locus

Ldh-A, que expresa la subunidad M pre-Segun lo anterior, HIF-1 podria estar
senta un alto grado de actividad en célulagnvolucrado en la regulacion del locus Ldh-
y tejidos sujetos a periodos relativos deA para la expresion de isoenzimas de LDH
anaerobiosis; mientras que el locus Ldh-Bque contienen subunidad M y que actuan
que expresa la subunidad H, se expresa pre&én condiciones anaerobicas durante la
dominantemente en células y tejidos ricosembriogénesis temprana enBetta

en oxigeno. splendens
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