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Se determinó la actividad enzimática de las isoenzimas de L-lactato: NAD+ oxido-reductasa
(LDH; EC. 1.1.1.27), en cada una de las etapas del desarrollo embrionario de la especie Betta
splendens. 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, además de oocitos sin fertilizar, recolectados a partir de dos hembras. Las muestras de
200 embriones y 200 huevos sin fertilizar se homogeneizaron y centrifugarón durante 15 minutos
a 10.000 rpm. A partir de los sobrenadantes, se corrieron las electroforesis en gel de agarosa y se
midió la actividad total de LDH por métodos espectrofotométricos. Los electroforegramas, se
cuantificaron en un densitométro a 540 nm para calcular la concentración aproximada de cada
banda y posteriormente determinar la actividad específica de las isoenzimas de LDH. Durante el
periodo estudiado, LDH-3 y LDH-4 se caracterizaron por presentar la mayor actividad enzimática.
LDH-2, se caracterizó por expresarse durante los estadios de gástrula y neurula y presentar la
menor actividad.
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Abstract

The enzymatic activity of L-lactate: NAD+ oxide-reductase (LDH; EC. 1.1.1.27) isoenzymes in
each of the embrionic development stages of Betta splendens was determined. Were taken 200 eggs
in each embrionic stage (fertilized oocite, cleavaje, blastula, gastrula and neurula) from four sexualy
mature fish additionally, unfertilized oocites were collected from two other females. Each sample
(200 embryoes or 200 unfertilized eggs) was homogenized and spund 15 minutes at 10000 rpm. The
flotant was run by electrophoresis in agarose gels and total LDH activity mas measured
spectrophotometrically. The electrophoregrams were spun at 540 nm in a densitometer to calculate
the LDH isoenzyme specific activity. During the embryonic period, LDH-3 and LDH-4 were
characterized by presenting the most enzymatic activity. LDH-2 was expressed in all stages of
gastrula and neurula stages but showed less activity.

Key words: Enzimatic activity, Betta splendens, isoenzyme, lactate dehydrogenase.

loci que expresan dos tipos de subunidades ó  polipéptidos,
bioquímicamente diferentes. El locus Ldh-A, expresa la
subunidad M, mientras que el locus Ldh-B expresa la
subunidad H. Dichos polipéptidos se combinan de mane-
ra aleatoria, para generar cinco isoenzimas con la siguiente
composición: H4 (LDH1), H3M (LDH2), H2M2 (LDH3),
HM3 (LDH4) y M4 (LDH5) (Frankel, 1980; Frankel,
1985 ; Quattro et al., 1993; Tsuji et al., 1994; Brzuzan,
1995; Yoshikuni et al., 2001).

El presente trabajo, es el segundo de una serie de inves-
tigaciones acerca de la expresión y actividad enzimática
de isoenzimas de LDH, en el desarrollo embrionario y teji-
dos adultos de Betta splendens, y se encuentra incluido
dentro de la línea de investigación isoenzimas en desarro-
llo embrionario, de la Unidad de Genética y Biología del
Desarrollo de la Pontificia Universidad Javeriana; es el pri-
mero en Colombia en el que se utilizan peces como mode-
lo biológico y su propósito es determinar la actividad
enzimática de las isoenzimas de lactato deshidrogenasa por
métodos espectrofotométricos, obtenidas en cada una de
las etapas del desarrollo embrionario temprano.

Materiales y métodos

A partir de cuatro parejas de peces y dos hembras
sexualmente maduras de Betta splendens, obtenidas del
laboratorio de embriología de peces de la Pontificia Uni-
versidad Javeriana, donde se encontraban adaptadas a
condiciones de laboratorio; se tomaron 200 huevos en
cada estado de desarrollo, desde oocito fertilizado hasta
neurula; además, de oocito sin fertilizar. Dichos huevos y
embriones, se mantuvieron separados según la pareja de
origen. Se definió como fuente de variación, cada uno de
los estados de desarrollo embrionario y oocito sin fertili-
zar (seis en total) y se realizaron 3 repeticiones por fuente
de variación.

Introducción

Los órganos, tejidos y compartimentos celulares de
los diversos organismos pueden contener diferentes for-
mas moleculares de una enzima que catalizan la misma
reacción bioquímica. Estas múltiples formas moleculares
se denominan isoenzimas, las cuales, están codificadas
por genes diferentes y poseen propiedades físicas, quími-
cas y cinéticas específicas que facilitan su caracteriza-
ción (Dallos et al., 1994; Porras, 1996).

La expresión particular de las isoenzimas en etapas es-
pecíficas del desarrollo, reflejan los cambios bioquímicos
y metabólicos que se llevan a cabo durante el proceso de
embriogénesis. Además, la medición de su actividad
enzimática permite correlacionar los cambios bioquímicos,
con los estados de diferenciación morfológica propios de
la embriogénesis y organogénesis (Frankel, 1980; Frankel
& Wilson, 1984). La expresión, concentración  y actividad
enzimática de estas isoenzimas, cambia en forma progra-
mada durante el curso de la ontogenia en los distintos or-
ganismos, aspecto aún no determinado en la especie Betta
splendens. Por tal motivo, se considera importante identi-
ficar cuándo aparecen las isoenzimas, cuáles son sus con-
centraciones y actividad enzimática, en los diferentes
estados del desarrollo embrionario temprano de la mencio-
nada especie, para ampliar su conocimiento en el área
bioquímica y taxonómica.

La enzima lactato deshidrogenasa (L-Lactato: NAD+

oxido-reductasa, LDH; EC. 1.1.1.27), actúa al final de la
glicólisis (ruta metabólica inicial del catabolismo de los
monosacáridos), específicamente en la conversión de
lactato a piruvato de forma reversible, con la presencia de
NAD+ como molécula aceptor de hidrógenos.

Esta, fue la primera enzima en la cual se caracterizaron
las isoenzimas (Markert & Moller,  1959; Basaglia,
1989). La LDH, es una proteína tetramérica que en la ma-
yoría de los vertebrados se encuentra codificada por dos
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Determinación de los estados de desarrollo embrionario

Guevara (1997), elaboró la tabla de desarrollo para
Betta splendens. Esta se aplicó, para tomar los tiempos de
desarrollo y para separar los embriones en cada etapa de
desarrollo.

Procesamiento de las muestras

Se homogeneizaron 200 embriones en cada estado de
desarrollo embrionario. Este homogeneizado, se centri-
fugó a 10.000 rpm durante 15 minutos. Se retiró el
sobrenadante y se centrifugó nuevamente a 10.000 rpm
durante 5 minutos. Lo anterior, se realizó para eliminar la
capa de lípidos ubicada en la parte superior del sobrena-
dante, debido a la gran cantidad de vitelo que se encuen-
tra en los oocitos de la mayoría de peces teleósteos. Los
sobrenadantes obtenidos, para huevos no fertilizados y
etapas tempranas del desarrollo, se congelaron a -20°C,
hasta la realización de las electroforesis y medición de la
actividad enzimática total.

Electroforesis

Las isoenzimas de LDH, se separaron por electro-
foresis en una cámara modelo TITAN GEL CHAMBER,
marca Helena laboratory; una fuente de poder modelo
POWER STATION 300 PLUS, marca LABNET y utili-
zando un juego de reactivos TITAN GEL Isoenzyme (ca-
talogo No 3043, helena laboratory). Se utilizó gel de
agarosa tamponado a pH 8.3. Las electroforesis se co-
rrieron a 100 voltios, 17 amperios, durante 15 minutos;
una vez finalizadas, se incubaron los geles con un
sustrato específico para la enzima durante 25 minutos a
45ºC en cámara húmeda.

Concentración de isoenzimas de LDH

Los electroforegramas se cuantificaron en un densito-
métro marca Zeineh a 540 nm, con el fin de calcular la
concentración para cada banda.

Actividad enzimática de LDH

Control normal y elevado de actividad total de LDH

Para obtener datos confiables de la técnica de activi-
dad total de LDH en cada una de las muestras, se usó un
juego de reactivos normal y elevado (para humanos); se
trata de sueros control liofilizados, estables con concen-
traciones/actividades de los distintos componentes de
suero tanto para valores normales como elevados (Bayer,
catálogo Nº 6656).

Medición de actividad enzimática total de LDH, en etapas
tempranas del desarrollo embrionario de Betta splendens.

La actividad enzimática se midió en un espectro-
fotómetro marca Compur 2000, donde se siguió la des-
aparición de NADH a 340 nm. Se realizaron tres lecturas
cada 60 segundos a 37ºC (Bayer, catálogo BO1-4632-1).

Determinación de la actividad enzimática para cada
banda de LDH

Con los datos de actividad enzimática total y concen-
tración para cada una de las bandas de isoenzimas, se cal-
culó la actividad enzimática de las isoenzimas de LDH,
como porcentaje de la actividad enzimática total.

Análisis estadístico

Para el análisis estadístico de los datos, se utilizó un
ANOVA de un factor (Diseño completamente al azar), para
analizar si hay diferencias significativas en la actividad de
las isoenzimas en cada etapa del desarrollo embrionario
temprano. Los ANOVA, se complementaron con una prueba
Duncan y por último, se aplicó una prueba t para analizar
las diferencias en actividad de las isoenzimas entre parejas
de estadios. En todos los casos, el nivel de significancia se
estableció en 0.05. Los datos se procesaron con ayuda del
paquete estadístico SPSS.

Resultados

La tabla 1, muestra un resumen acerca de el número de
bandas, isoenzima correspondiente a cada banda y su con-
centración promedio, en cada etapa del desarrollo em-
brionario temprano. Los datos de actividad total de LDH
de suero control normal y elevado (para humanos), se
ubicaron dentro del rango en cada repetición; por lo tan-
to, se consideran confiables los datos de actividad total
de LDH en cada estadio del desarrollo embrionario estu-
diado. En las figuras 1 y 2, se observa el comportamiento
de la actividad total y específica de las isoenzimas de
lactato deshidrogenasa expresadas durante el desarrollo.

El análisis de varianza para la actividad enzimática de
la isoenzima LDH-3, muestra que hay diferencias signifi-
cativas (p = 8,32E-13; gl = 5; n = 5); específicamente para
los estadios de oocito sin fertilizar, oocito fertilizado,
gástrula y neurula. Del mismo modo el análisis de varianza
para la actividad de la isoenzima LDH-4, muestra que hay
diferencias significativas (p = 1,62E-12 ; gl = 5; n = 5);
específicamente para los estadios de oocito sin fertilizar,
oocito fertilizado y neurula. La prueba t, realizada para la
isoenzima LDH-2, muestra que hay diferencias significa-
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Estadio de desarrollo Número de bandas Isoenzimas Concentración 
bandas (%) 

LDH4 26,9 
Oocito sin fertilizar 2 

LDH3 73,1 
LDH4 24,4 

Oocito fertilizado 2 
LDH3 75,6 
LDH4 26,1 Clivajes 2 
LDH3 73,9 
LDH4 27,7 

Blástulas 2 
LDH3 72,3 
LDH4 18 
LDH3 76 Gástrula  3 
LDH2 6 
LDH4 18,3 
LDH3 74,2 Neurula 3 
LDH2 7,5 

 

Tabla 1. Isoenzimas y su concentración promedio en cada etapa del desarrollo embrionario temprano de Betta splendens.

tivas (t = 5.22; gl = 4; n = 3; p = 0.006) entre los estadios
de gástrula y neurula.

Discusión

Según los resultados, la enzima lactato deshidrogenasa
se encuentra metabólicamente activa y sufre importantes
cambios en su actividad durante el desarrollo embriona-

rio temprano como se puede comprobar al analizar la fi-
gura 1, donde se aprecian tres patrones básicos en la acti-
vidad total de LDH: Incremento en la actividad enzimática
de LDH entre oocito sin fertilizar y oocito fertilizado.
Disminución y relativa uniformidad, en la actividad
enzimática de LDH durante los estadios de clivajes y
blástula. Incremento en la actividad enzimática de LDH
durante los estadios de gástrula y neurula.

Figura 1. Actividad total de LDH, en cada etapa del desarrollo
embrionario temprano de Betta splendens.
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 Figura 2. Actividad específica para cada una de las isoenzimas de
LDH expresadas en las etapas del desarrollo embrionario temprano

de Betta splendens.
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Según Boulekbache (1981), la glicólisis y el ciclo del
ácido tricarboxílico son las rutas metabólicas generadoras
de ATP y sustratos intermedios, requeridos para la
biosíntesis y mantenimiento de la morfología embrionaria
durante las primeras etapas del desarrollo. Esta idea so-
porta, la explicación biológica de los patrones obtenidos
en la enzima LDH.  Estos patrones, en la actividad total
de  LDH concuerdan con e l  es tudio  real izado por
Boulekbache (1981),  sobre la ontogenia de enzimas
glicolíticas incluida la LDH en embriones de trucha, an-
tes de la fertilización y durante los primeros estados del
desarrol lo (cl ivajes ,  blástula ,  gástrula ,  neurula y
organogénesis temprana).

El comportamiento de la actividad total de LDH entre
oocito sin fertilizar y oocito fertilizado, probablemente se
debe a que durante la oogénesis, los oocitos sintetizan y
acumulan en su citoplasma macromoléculas como RNAm,
enzimas activas e inactivas, entre otras, que posteriormen-
te le van a permitir obtener la energía suficiente para ser
fertilizados y llevar a cabo diversas actividades biosinté-
ticas esenciales durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario (clivaje y blástula) (Gueimundi,  1989;
Gilbert, 1997). El descenso notorio en la actividad total de
LDH, observado en el segundo patrón se explica, dado  que
después de la fertilización, la demanda energética del em-
brión se incrementa ya que sufre intensas y rápidas divisio-
nes celulares (clivajes y blástula) que no le permiten la
síntesis de nuevas macromoléculas, sino que por el contra-
rio se consumen las sintetizadas y acumuladas durante la
oogénesis (Boulekbache, 1981). Es importante aclarar que
durante los estadios de clivaje, la enzima se distribuye al
azar; mientras que en la etapa de blástula se inicia la forma-
ción de zonas presuntivas para las capas germinativas de
ectodermo y endodermo. Aquí el embrión inicia una mayor
diferenciación, lo que conlleva a que las isoenzimas de
LDH ya no se distribuyan al azar, sino que lo haga de acuer-
do con las características metabólicas propias de las célu-
las que conforman cada zona presuntiva.

El incremento en la actividad total de LDH durante las
etapas de gástrula y neurula, posiblemente se debe a que
en estas etapas del desarrollo, se llevan a cabo movimien-
tos celulares (epibolía, invaginación, involución) para
generar los primordios de los futuros tejidos, entre otros
procesos biológicos que requieren grandes cantidades de
energía en moléculas como ATP (Gueimundi, 1989;
Gilbert, 1997).

En la etapa de gástrula, por medio de los movimientos
de epibolía e involución principalmente, se forman propia-
mente las tres capas germinativas (ectodermo, mesodermo
y endodermo), que originarán los diferentes  tejidos y ór-

ganos en el adulto. Durante la etapa de neurula, unos de los
procesos biológicos característicos es la inducción
embrionaria que se lleva a cabo, cuando el cordomesodermo
que originará la notocorda, induce al ectodermo para la
formación de la placa neural y posteriormente el tubo
neural, los cuales generan el sistema nervioso central en el
organismo en desarrollo (Gueimundi, 1989; Gilbert, 1997;
Guevara, 1997).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la activi-
dad específica de isoenzimas de LDH, se puede decir que
estas sufren importantes cambios en su actividad durante
las etapas estudiadas (Figura 2). La isoenzima LDH-3, se
caracterizó por presentar la mayor actividad enzimática,
seguido de LDH-4 durante todo el periodo embrionario
estudiado. Los estadios de gástrula y neurula, presentan
el mismo patrón, aunque la isoenzima LDH-2 se ubica
con la menor actividad enzimática (Figura 2).

Según Boulekbache (1981), durante la oogénesis los
oocitos de teleósteos acumulan glicógeno que va a ser fuen-
te de glucosa para la glicólisis. Esta ruta metabólica genera
energía para las divisiones celulares que se llevan a cabo
durante las primeras etapas del desarrollo temprano (clivaje
y blástula). Por lo tanto, es posible considerar que la
isoenzima LDH-4 relativamente anaerobia, actúa en la
glicólisis en la conversión de piruvato a lactato, con el fin
de reciclar moléculas de NAD+ y obtener nuevas moléculas
de glucosa a partir del lactato producido. La isoenzima
LDH-3 cuya composición de subunidades es de 2M y 2H,
tiene el equilibrio de reacción desplazado hacia la conver-
sión de piruvato a lactato para complementar la función de
la isoenzima LDH-4, durante dichas etapas.

Boulekbache (1981), afirma que las etapas tardías
(gástrula y neurula), se caracterizan por triplicar y
quintuplicar el consumo de oxígeno; lo cual puede estar
relacionado con la activación del ciclo de Krebs, ya que
la energía generada por la glicólisis no es suficiente y
requiere el aporte energético de esta ruta metabólica. Du-
rante dicho periodo, se inicia aunque con poca actividad
la expresión de la isoenzima LDH-2, relativamente aerobia
ya que actúa en la glicólisis en la conversión de lactato a
piruvato. Este último genera acetil coenzima A, sustrato
del ciclo de krebs. Durante 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.

De acuerdo con la estadística aplicada, las isoenzimas
expresadas muestran diferencias significativas en su acti-
vidad; por lo tanto, se puede decir que la función que cum-
plen es importante en la generación de energía para que se
lleven a cabo la fertilización y otros procesos biológicos
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durante gástrula y neurula, como proliferación celular, di-
ferenciación,  morfogénesis, e inducción embrionaria.

Según Whitt (1981), el tiempo de aparición 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 asociada 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. Aquí, dicha
isoenzima mostró baja actividad y se incrementó modera-
damente durante el estadio de neurula; lo que puede estar
relacionado, con la especialización de la capa germinativa
en mesodermo epimérico, mesodermo intermedio y
mesodermo hipomérico característicos de la neurulación.

Conclusiones

La enzima lactato deshidrogenasa, se encuentra
metabólicamente activa y sufre importantes cambios en
su actividad total, durante el desarrollo embrionario tem-
prano de Betta splendens. Las isoenzimas LDH-4, LDH-3 y
LDH-2, sufren importante cambios en su actividad, durante
las diferentes etapas. La isoenzima LDH-3, se caracterizó
por presentar la mayor actividad enzimática, seguida de
la isoenzima LDH-4 durante todo el periodo. La isoenzima
LDH-2 se expresó durante las etapas de gástrula y neurula,
mostrando un constante  aumento en su  act iv idad
enzimática; lo cual puede estar relacionado, con un posi-
ble incremento en los requerimientos energéticos para lle-
var a cabo la diferenciación y posterior especialización
del mesodermo en estas etapas del desarrollo.
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