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Resumen

Se reportó la expresión de isoenzimas de L-lactato: NAD+ óxido-reductasa (LDH; EC. 1.1.1.27) durante
el desarrollo embrionario de Betta splendens por métodos electroforéticos.

Se tomaron 200 huevos en cada estado de desarrollo embrionario (oocito fertilizado, clivajes, blástulas,
gástrula y neurula), obtenidos a partir de cuatro parejas de peces sexualmente maduras de la especie Betta
splendens; además 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 expresión de las isoenzimas
LDH-3 y LDH-4. Los estadios de gástrula y neurula, expresaron además la isoenzima LDH-2.
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Abstract

Expression of the L-lactate: NAD+ oxide-reductase (LDH; EC. 1.1.1.27) isoenzymes, was reported during
embryonic development of Betta splendens using electrophoretic methods. Two hundred eggs were taken
in each state of embryonic development (fertilized oocite, clivajes, blástulas, gástrula and neurula), from
four sexually mature couples of fish Betta splendens. Oocites 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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INTRODUCCIÓN

El desarrollo embrionario de un organis-
mo, inicia a partir del cigoto mediante una
serie de procesos biológicos que implican;
morfogénesis, proliferación y diferencia-
ción celular; lo cual genera una gran va-
riedad de estructuras con funciones
especializadas.

El desarrollo embrionario requiere de la
acción genética, esto conlleva a que deter-
minados genes se expresen en espacios y
tiempos específicos durante este proceso
biológico, indicando el grado de diferen-
ciación celular que se evidencia mediante
variaciones en los repertorios proteicos y
enzimáticos. (Whit, 1981; Dallos et al.,
1994).

Los órganos, tejidos y compartimentos ce-
lulares de los diversos organismos pueden
contener diferentes formas moleculares de
una enzima que catalizan la misma reac-
ción bioquímica. Estas múltiples formas
moleculares se denominan isoenzimas; las
cuales, están codificadas por genes diferen-
tes y poseen propiedades físicas, químicas
y cinéticas específicas que facilitan su ca-
racterización (Dallos et al., 1994; Porras,
1996).

La electroforesis, ha sido una herramienta
de gran importancia en el análisis de la
variabilidad genética, al generar una pri-
mera aproximación de los patrones de ex-
presión de muchos loci, usando isoenzimas
como indicadores de dicha expresión du-
rante la ontogenia de un organismo. Ade-
más, el número de loci de isoenzimas y su
patrón de expresión temporal y espacial,
se utilizan como herramienta bioquímica
y molecular en la identificación taxonó-
mica de las diferentes especies (Brzuzan,
1995).

La enzima lactato deshidrogenasa (L-
Lactato: NAD+ óxido-reductasa, LDH; EC.
1.1.1.27), actúa al final de la glicólisis (ruta
metabólica inicial del catabolismo de los
monosacáridos), específicamente en la con-
versión de lactato a piruvato de forma re-
versible en el citosol, con la presencia de
NAD+ como molécula aceptor de hidróge-
nos. Esta, fue la primera enzima en la cual
se caracterizaron las isoenzimas (Markert y
Moller, 1959).

La LDH es una proteína tetramérica, que
en la mayoría de los vertebrados se en-
cuentra codificada por dos loci que ex-
presan dos tipos de subunidades o
polipéptidos, bioquímicamente diferentes.
El locus Ldh-A, expresa la subunidad M,
mientras que el locus Ldh-B expresa la
subunidad H. Dichos polipéptidos se com-
binan de manera aleatoria, para generar
cinco isoenzimas con la siguiente compo-
sición: H4 (LDH1), H3M (LDH2), H2M2
(LDH3), HM3 (LDH4) y M4 (LDH5)
(Yoshikuni et al., 2001; Rossignol et al.,
2003) (Figura 1). Adicionalmente, se ha
reportado un tercer locus (Ldh-C) para
peces teleósteos del orden Gadiformes y
Cypriniformes. Éste expresa la isoenzima
C4, que se restringe a tejido neural o di-
gestivo, (predominando en hígado).
(Whitt, 1981; Frankel, 1981; Frankel,
1985; Crawford et al., 1989; Quattro et
al., 1993; Tsuji et al., 1994).

El presente trabajo, se encuentra incluido
dentro de la línea de investigación llamada
isoenzimas en desarrollo embrionario, de
la Unidad de Genética y Biología del De-
sarrollo de la Pontificia Universidad
Javeriana y es el primero en Colombia en
utilizar peces como modelo biológico. El
objetivo, es establecer los patrones de ex-
presión genética de las isoenzimas de
lactato deshidrogenasa, en las primeras eta-
pas del desarrollo embrionario de la espe-
cie Betta splendens.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Se tomaron 200 huevos en cada estado de
desarrollo a estudiar, desde oocito fertili-
zado hasta neurula, obtenidos a partir de
cuatro parejas de peces sexualmente ma-
duras de la especie Betta splendens; ade-
más de oocitos sin fertilizar, colectados a
partir de dos hembras, de la especie men-
cionada. Dichos huevos y embriones, se
mantuvieron separados según la pareja de
origen. Se definió como fuente de varia-
ción, cada uno de los estados de desarrollo
embrionario y oocitos sin fertilizar (seis en
total) y se realizaron 3 repeticiones por fuen-
te de variación.

Determinación de los estados de
desarrollo embrionario

Guevara (1997), realizó un estudio embrio-
nario y larval, macroscópico e histológico
de la especie Betta splendens; el cual se
aplicó, para tomar los tiempos de desarro-
llo embrionario y separar los embriones en
cada uno de los estadio objetos de estudio.

Procesamiento de las muestras

Se homogeneizaron 200 embriones en
cada estado de desarrollo embrionario
(oocito sin fertilizar, oocito fertilizado,
clivaje, blástula, gástrula y neurula). Este
homogeneizado, se centrifugó a 10.000
rpm durante 15 minutos. Se retiró el
sobrenadante y se centrifugó nuevamente
a 10.000 rpm durante 5 minutos. Lo ante-
rior, se realizó para eliminar la capa de
lípidos ubicada en la parte superior del
sobrenadante, debido a la gran cantidad
de vitelo que se encuentra en los oocitos
de la mayoría de peces teleósteos. Los
sobrenadantes obtenidos (donde se encon-
traban las isoenzimas de LDH), para hue-
vos no fertilizados y etapas tempranas del
desarrollo, se congelaron a -20 grados cen-
tígrados hasta la realización de las
electroforesis.

Control de isoenzimas de LDH para los
electroforegramas

Se utilizó un juego de reactivos marca TI-
TAN GEL CK/LD ISOENZIME CONTROL
(catálogo No 5134, Helena laboratory),
para el control de las isoenzimas de LDH
en las electroforesis. Cada frasco control
para isoenzimas de LDH, se reconstituyó
con 2 ml de agua deionizada y se congela-
ron a -70ºC, hasta el momento de las
electroforesis.

Electroforesis

Las isoenzimas de LDH, se separaron por
electroforesis en una cámara modelo TITAN
GEL CHAMBER, marca Helena laboratory;
una fuente de poder modelo POWER
STATION 300 PLUS, marca LABNET y uti-
lizando un juego de reactivos TITAN GEL
Isoenzyme (catálogo No 3043, Helena
laboratory). Se utilizó gel de agarosa con
pH de 8.3.

Las electroforesis se corrieron a 100 vol-
tios, 17 amperios, durante 15 minutos. Una
vez finalizadas, se realizó la visualización
del gel de forma colorimétrica, basada en
la reducción de la sal azul de tetrazolio
(NBT) en medio alcalino a formazan; incu-
bándolos durante 25 minutos a 45ºC en
cámara húmeda.

RESULTADOS

Los patrones electroforéticos de isoenzimas
de LDH, para cada una de las etapas del
desarrollo embrionario de Betta splendens,
se observan en las Figuras 1 y 2.

Todas las etapas de desarrollo embrionario
estudiadas, se caracterizaron por la expre-
sión de las isoenzimas LDH-3 y LDH-4. Los
estadios de gástrula y neurula, expresaron
además la isoenzima LDH-2.
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Figura 1. Patrón electroforético y composición de cada una de las isoenzimas
de lactato deshidrogenasa

Figura 2. Patrones electroforéticos de isoenzimas de LDH en cada una de las etapas de
desarrollo embrionario (oocito sin fertilizar, oocito fertilizado, clivaje, blástula, gástrula y
neurula) de Betta splendens.
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La Tabla 1 muestra las isoenzimas identifica-
das en cada etapa de desarrollo embrionario,

su composición en subunidades y los genes
que expresan cada subunidad.

Tabla 1
Isoenzimas expresadas en cada etapa temprana del desarrollo embrionario de Betta

splendens, sus subunidades de composición y los genes que la expresan
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De acuerdo a la presencia de las isoenzi-
mas LDH-4, LDH-3 y LDH-2, se puede de-
cir que las subunidades M y H se expresan
durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario de Betta splendens; con lo
anterior, podemos confirmar que esta espe-
cie posee los dos loci de LDH fundamenta-
les para todos los vertebrados (Ldh-A y
Ldh-B) y que están activos durante las eta-
pas tempranas del desarrollo embrionario
de estos organismos.

DISCUSIÓN

Basaglia (1989), afirma que las diferen-
cias en expresión de isoenzimas, son con-
secuencia de la regulación genética y de
la variabilidad de expresión de multilocus
isoenzimáticos, que han sido acumuladas
durante la divergencia en las diferentes es-
pecies. Teniendo en cuenta lo anterior y de
acuerdo a los resultados encontrados en este
trabajo y a la bibliografía consultada, exis-
ten patrones electroforéticos para isoenzi-
mas de LDH durante la embriogénesis de
otros teleósteos similares a las reportadas
para Betta splendens.

Frankel (1981), reportó la isoenzima LDH-
4 en oocito sin fertilizar del pez Brachyda-
nio nigrofasciatus.

Frankel (1985), detectó isoenzimas de LDH
compuestas por subunidad H en huevos no
fertilizados y a través del desarrollo de las
especies Barbus tetrazona, Barbus concho-
nius, Barbus nigrofasciatus, Barbus sachsi
y Barbus titteya.

Por otro lado, existen investigaciones con
patrones electroforéticos de isoenzimas de
LDH para otras especies de teleósteos, di-
ferentes a los encontrados en el desarrollo
embrionario de Betta splendens.

Frankel y Hart (1977), encontraron las
isoenzimas LDH-1 y LDH-2 en oocitos sin

fertilizar de las especies Brachydanio rerio
y Brachydanio albolineatus.

Phillipp et al., (1977), detectaron la expre-
sión de la isoenzima LDH-5 en huevo no
fertilizado y a través de la embriogénesis
temprana de las especies Micropterus
salmoides salmoides y Micropterus
dolomieui.

De igual forma Brzuzan (1995), reportó la
isoenzima LDH-5 en oocito sin fertilizar y
durante todo el desarrollo embrionario tem-
prano del pez blanco (Coregonus
lavaretus).

Kliachko y Ozerniuk (2001), reportaron la
expresión de la isoenzima LDH1 y LDH2
(esta última con menor actividad enzimáti-
ca), durante todo el desarrollo embrionario
del pez Danio rerio.

Estas variaciones en la expresión de
multilocus isoenzimáticos entre especies,
puede deberse a diferencias en condiciones
metabólicas, ambientales y evolutivas pro-
pias de cada especie; en el caso específico
de Betta splendens, es importante aclarar que
es una especie introducida en Colombia y
que su adaptación a las condiciones ambien-
tales del país pudo haber contribuido a la
expresión de los patrones electroforéticos
reportados en esta investigación.

Los resultados de la presente investigación,
concuerdan con la hipótesis según la cual
el genoma materno se expresa y regula las
primeras etapas del desarrollo (oocito ferti-
lizado, clivajes, y blástula) y que el genoma
embrionario se expresa y regula las etapas
tardías del desarrollo embrionario (gástrula,
neurula, organogénesis temprana) (Frankel,
1981; Tufaro y Brandhorst, 1982; Basaglia,
1989).

Esto se puede confirmar durante la investi-
gación en Betta splendens, por la presen-
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cia de las mismas isoenzimas (LDH-4, LDH-
3) hasta el estadio de blástula y por la ex-
presión de una nueva isoenzima (LDH-2) a
partir del estadio de gástrula y durante
neurula. Según la hipótesis anterior, las
isoenzimas LDH-4 y LDH-3 presentes en
los estadios de oocito sin fertilizar, oocito
fertilizado, clivajes y blástula, son el resul-
tado de la expresión del genoma materno
durante la oogénesis de Betta splendens;
mientras que las isoenzimas LDH-4, LDH-
3 y LDH-2 presentes en los estadios de
gástrula y neurula, son producto de la ex-
presión del genoma embrionario.

Whitt (1981), afirma que el tiempo de apa-
rición de las isoenzimas puede concordar
con eventos morfogenéticos específicos.
Lo anterior, se observó con la expresión de
la isoenzima LDH-2 en los estadios de
gástrula y neurula, que puede estar asocia-
do con la diferenciación de mesodermo.
Durante la etapa de gástrula, cuando se de-
tectó por primera vez la isoenzima LDH-2,
se produjo la diferenciación de esta capa
germinativa. Maestre y Pachón (2006), en-
contraron que dicha isoenzima presentó
baja actividad enzimática durante el esta-
dio de gástrula, que se incrementó modera-
damente durante el estadio de neurula; y
sugieren que este comportamiento en la
actividad enzimática puede estar relacio-
nado, con la especialización de la capa
germinativa en mesodermo epimérico,
mesodermo intermedio y mesodermo
hipomérico característicos de la
neurulación.

Basaglia (1989), indica que la isoenzima
LDH-C4, expresada por el tercer locus re-
portado en peces teleósteos, se encuentra
ausente en las primeras etapas del desarro-
llo embrionario. Esta afirmación, coincide
con los resultados encontrados en Betta
splendens, ya que durante las etapas
embrionarias estudiadas no se expresó la
isoenzima LDH-C4; por lo tanto, se puede

considerar que este locus se encuentra in-
activo durante este periodo o que la espe-
cie Betta splendens no lo posee. Esto
último, es objeto de estudio en investiga-
ciones que se realizan en la actualidad y
que le dan continuidad al presente trabajo.

Maestre y Pachón (2006), realizaron un es-
tudio acerca de la actividad de las isoenzi-
mas de lactato deshidrogenasa durante el
desarrollo embrionario de Betta splendens;
encontrando importantes cambios en la
actividad total y específica durante los es-
tadios embrionarios estudiados; en los que
se puede mencionar: incremento en la acti-
vidad total de LDH entre oocito sin fertili-
zar y oocito fertilizado; un descenso notorio
durante los estadios de clivaje a blástula y
un incremento notorio durante los estadios
de gástrula y neurula. Asimismo, se deter-
minó que la isoenzima LDH-3 se caracteri-
zó por presentar la mayor actividad
enzimática, seguida de LDH-4 durante los
estadios de oocito sin fertilizar, oocito fer-
tilizado, clivaje y blástula. Los estadios de
gástrula y neurula presentaron el mismo
patrón, aunque durante éstos se expresó la
isoenzima LDH-2 con la menor actividad
enzimática. Este comportamiento, se obser-
vó en los patrones electroforéticos obteni-
dos en los resultados de la presente
investigación.

El comportamiento en la actividad de LDH
durante la embriogénesis de Betta
splendens, se debe posiblemente a que du-
rante la oogénesis los oocitos de teleósteos
acumulan glicógeno que va ser fuente de
glucosa para la glicólisis; esta ruta meta-
bólica genera energía suficiente para que
los oocitos sean fertilizados y se den las
divisiones celulares que se llevan a cabo
durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario temprano (clivaje y blástula)
(Boulekbache, 1981). Maestre y Pachón
(2006), sugieren que durante los estadios
embrionarios de Betta splendens, la isoen-
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zima LDH-4 relativamente anaerobia, ac-
túa en la glicólisis en la conversión de
piruvato a lactato, con el fin de reciclar
moléculas de NAD+ y obtener nuevas mo-
léculas de glucosa a partir del lactato pro-
ducido y que la isoenzima LDH-3 cuya
composición de subunidades es de 2M y
2H, tiene el equilibrio de reacción despla-
zado hacia la conversión de piruvato a
lactato para complementar la función de la
isoenzima LDH-4.

Boulekbache (1981), afirma que las etapas
tardías del desarrollo (gástrula y neurula),
se caracterizan por triplicar y quintuplicar
el consumo de oxígeno; lo cual puede es-
tar relacionado con la activación del ciclo
de Krebs, ya que la energía generada por la
glicólisis no es suficiente y requiere el apor-
te energético de esta ruta metabólica.

Los resultados obtenidos en la presente in-
vestigación en cuanto a la expresión de la
isoenzima LDH-2 durante los estadios de
gástrula y neurula para Betta splendens,
coinciden con los reportados por Maestre
y Pachón (2006), donde se encontró con
poca actividad la expresión de esta isoen-
zima, relativamente aerobia y que actúa en
la glicólisis en la conversión de lactato a
piruvato; En este trabajo, se sugieren que
durante los estadios de gástrula y neurula,
la isoenzima LDH-3 probablemente tiene
el equilibrio de reacción desplazado hacia
la conversión de lactato a piruvato, com-
plementando la función de la isoenzima
LDH-2.

Según Frankel y Hart (1977); Frankel
(1983) y Rossignol et al., (2003), El locus
Ldh-A, que expresa la subunidad M pre-
senta un alto grado de actividad en células
y tejidos sujetos a periodos relativos de
anaerobiosis; mientras que el locus Ldh-B
que expresa la subunidad H, se expresa pre-
dominantemente en células y tejidos ricos
en oxígeno.

De acuerdo a lo anterior y según la Tabla 1
de los resultados, donde se observa el nú-
mero de subunidades M, con respecto al
número de subunidades H expresadas du-
rante el periodo embrionario estudiado; se
puede decir, que las primeras etapas del de-
sarrollo embrionario temprano de Betta
splendens (oocito sin fertilizar, oocito fer-
tilizado, clivaje y blástula) se caracterizan
por desarrollarse en periodos de relativa
anaerobiosis. Esto se puede confirmar, con
la mayor actividad que tuvo el locus Ldh-
A con respecto al locus Ldh-B, debido a
que el número total de subunidades M para
las primeras etapas del desarrollo fue de 20
comparado con 12 subunidades H. Las eta-
pas tardías del proceso de embriogénesis
(gástrula y neurula), se caracterizaron por
desarrollarse en mejores condiciones
aeróbicas con respeto a las primeras; ya que
ambos loci tuvieron igual actividad, por la
expresión de igual número de subunidades
M y H (12 para cada una).

Semenza et al., (1994) y Firth et al., (1995),
afirman que la regulación de la expresión
genética por concentraciones de oxígeno,
es una característica importante de muchos
procesos biológicos. En el metabolismo
energético, por ejemplo, los niveles de
mRNA para un número de enzimas glicolí-
ticas y gluconeogénicas están sujetos a re-
gulación de la transcripción por oxígeno
de modo coordinado. Mencionan además,
la presencia de un factor nuclear llamado
factor 1 de inducción de hipoxia (HIF-1)
que regula la transcripción de genes que
codifican para enzimas glicolíticas en
condiciones anaerobias.

Según lo anterior, HIF-1 podría estar
involucrado en la regulación del locus Ldh-
A para la expresión de isoenzimas de LDH
que contienen subunidad M y que actúan
en condiciones anaeróbicas durante la
embriogénesis temprana en Betta
splendens.
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CONCLUSIONES

Todas las etapas del desarrollo embriona-
rio estudiadas en la especie Betta
splendens, se caracterizaron por la expre-
sión de las isoenzimas LDH-3 y LDH-4. Los
estadios de gástrula y neurula, expresaron
además la isoenzima LDH-2.

Los electroforegramas, indican la presen-
cia de dos bandas (LDH-4 y LDH-3) para
los estadios en donde el genoma materno
es quien dirige la síntesis proteica y de tres
bandas (LDH-4, LDH-3 y LDH-2) para los
estadios en los cuales el genoma embrio-
nario es quien dirige dicha expresión.

La expresión de las isoenzimas LDH-4,
LDH-3 y LDH-2, indican que Betta
splendens, posee los dos loci para LDH,
fundamentales para todos los vertebrados
y que se encuentran activos durante las pri-
meras etapas de desarrollo embrionario.

Existe actividad diferencial de los genes A
y B que expresan las subunidades M y H,
para las isoenzimas de LDH durante la
embriogénesis temprana de Betta
splendens.
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