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Izoenzimi laktat dehidrogeneze u riba roda leuciscus

Ranija lstrazivanja, vreSena na nekim vrstama pi-
ba iz roda Leueiscns, ukazuju da ove vrste spadaju
u grupu diploidnih Ciprinida (Qhno et al. 1967.). Pre-
my podacima spomenutih autora, diploidni broj kro-
miozoma klena (Leueciscus cephalus) iznosi 50. Veli-
¢ina genoma, medutim, kod iste vrste iznosi 38 po-
sto cd genoma placentarnih sisavaca, dok je za niz
drugih diploidnih Ciprinida veli¢ina genoma znatno
mania, Velitinom genoma I. cepbalus je b}zl ne-
kim tetraploidnim ciprinidnim vrstama, nzpr. Bar-
bus barbus (Ohno, 1970.).

Obzirom na interesantno mjesto roda Leuciscus
na ljestvici genoma, od posebnog je znataja istrazi-
vanje broja lokusa koji kodiraju sintezu subjedini-
ca sloZenih enzimskih molekula. Namece se, naime,
pitanje u kojoj mjeri je povecana koli¢ina DNK po
jezgri (velitina genoma) posljedica regionalne du-
plikacije gena, bez porasta broja kromozoma. Dok
tetraplcidizacija podrazumijeva udvajanje svakog ge-
nskog lokusa u genomu, kod regionalnog udvajanja
dolazi do selektivnog poveéanja broja lokusa o0dgo-
vernih za kodiranje pojedinih polipeptidnih lanaca,
a ostzli lokusi ostaju neumnoZeni (Ohno, 1970., Niko-
1ié 1972.). Posljedica je toga da samo neki od ferme-
natla ili drugih proteina pokazuju povedani broj mo-
lekulskih varijacija. Tako u L. cephalus nije zapa-
Zen porast broja lokusa za sintezu laktat dehidroge-
naze (Ohno, 1970.),ali je primije¢eno udvajanje lo-
kusa za sintezu 6.folfoglukonat dehidrogenaze, slic-
no kao i kod linjaka (Bender i Ohno, 1968, Klose el
al. 1969.).

Ispitujuéi broj i pokretljivost dehidrogenaza iz
ekstrakta midiéa ¢ovjedije ribice (Proteus anguinus
Laur.) elektroforezom na gelu akrilamida, mogli smo
konstatirati da se malat dehidrogenaza (MDH) i giu-
kozo-G-fosfat dehidrogenaza (GPDH) manifestiraju
kao jedinstveni enzim!, dok laktat dehidrogenaza
(LDH) pokazuje pojavu izoenzima, a time i postoja-
nje najmanje dvaju tipova subjedinica (Winterhal-
ter et al. 1972.).

Osim podataka o izoenzimima LDH u L. cepha-
lus, koji su navedeni u istrazivanjima Ohno-a (1970.)
i potvrdeni u na$im ranijim ispitivanjima (Jandri¢
et al. 1972.), postoji jc§ samo mali broj podateka o
L.LDH kod drugih vrsta ovoga roda. U preliminarnim
ispilivanjima izoenzima LDH iz misica strugaca (L.
svallize) dobili smo po pet frakcija, sa pokretljivo-
§¢u pojedinih izoenzima koje odgovaraju onima kod
klena (Winterhalter et al. 1971.). Sli¢ne rezultate smo
debili i kod L. idus (Jadrié¢ et al. 1972.).

U ovom radu smo elektroforezom na gelu akrila-
mida ispitivali broj i pokretljivost izoenzima LDH iz
ekstrakta repnog misiéa kod cetiri vrste riba roda
Leuciscus.

MATERIJAL I METODE:

Analizirani su uzroci misiénog ekstrakta sljedecih
vrsta riba: L. cephalus cephalus i L. cephalus albus),
L. svalize, L. idus i T.. turskyi, Ukupno je ispitivano
40 jedinki, kako se vidi iz tabele 1.

Ekstrakti repnog mifi¢a su priredeni homogenizi-
ranjem oéi§éenog repnog misiéa uz dodatak 0,25 M
rastvora saharoze (1 ml na 1 gram tkiva) i centrifu-
girani 30 minuta na 7.000 obrtaja u minuti. Bistri su-
pernant je koriSten za analizu.

Elektroforetska separacija izoenzima je vrSena na
gelu akrilamida po vertikalnoj »disk« metodi Bloe-
mendala (1963.) u aparatu frme »Pleuger«, Vijnegem.

Vizualizacija izoenzima je vrena po vlastitoj me-
todi (Winterhalter 1972., Winterhalter et al. 1972.-a)
uz upottebu test-kompleta »Lac Dehystrate« (War-
ner-Lambert Co, Morris Plains, N. J.) Mjesta aktiv-
nosti izoenzima se manifestiraju na gelu u obliku
jarkocrvenih linija koje potjeCu od formazana stvo-
renocg u toku inkubacije.

REZULTATI I DISKUSIJA:

Na slici 1 je prikazan originalni enzimcgram LDH
midi¢a klena (L. cephalus).

Slika 1.

Tipitni enzimogrami, dobiveni u toku istrazivanja,

su Sematski prikazani na slici 2. Polozaj frakcija na
gemi odgovara poloZzaju na akrilamidnom gelu du-
sine 8 em. U uzorcima misiéa L. cephalus (sl 1, sl
2-a), L. idus (sl. 2-¢) i L, svallize (sl. 2-1) dobili smo
u veéini slutajeva po pet frakcija LDH. Istu sliku
smo u L. cephalus i L. svallize dobili ranije i u se-
rumu (Winterhalter 1972., Jadrié¢ et al. 1972.).

1) — 8ef laboratorija Vojne bolnice, Acddis Abeba,
Etiopija, stipendist Zavoda za tehni¢ku surad-
nju SR BiH.
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Slika 2.
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Pokretljivost frakeija LDH prema anodi u svim is-
pitivanim uzorcima je bila veéa nego u ekstraktima
misita vecine tetraploidnih i nekih diploidnih- Cipri-
nida, kao i Salmonida (Winterhalter et al. 1971.,
1972-c¢), a izoenzimi su odvojeni razmijerno Zirokim
meduprostorima.

Navedene karakteristike enzimograma pokazuju da
se radl o izoenzimima koji su rezultat spajanja dviju
vrsta subjedinica u formi tetramera, odnosno da su u
sintezu izoenzima LDH kod ovih riba ukljucena dva
genska lokusa (Markert, 1963).

Subjedinice »A« i »B«, kodirane od posebnih Ilo-
kusa, prema tumactenju Markerta, stvaraju slijedece
tetramere: A,, AsB, A,B,, AB, i B4, pri ¢emu je ho-
motetnamer A, najsporija (LDH-5), a homotetramer
Bs najbrza (LDH-1) frakcija prema anodi, kada se
elektroforeza izvodi u pH podrudju izmedu 8,0 i 9,0.

Postojanje pet klasi¢nih izoenzima LDH je karak-
teristika diploidnih vrsta. Rezultati koje smo dobili
u ovom radu su u skladu s postojeéim podacima o
kariotipovima riba roda Leuciscus. Prema Berbero-
viéu (1967.) diploidni kromozomski broj u L. cepha-
lus iznosi 46, dok Ohno (1970.) navodi brojku od 50
kromozoma u diploidnoj garnituri ove vrste. Istu
brojku (50 kromozoma) je na$ao Berberovié (1967.)
v epitelijalnom tkivu $krga L. turskyi iz livanjsko-
-poljskih voda.

Nismo na8li podataka o kromozomskoj garnituri
L. idus i L. svallize, ali se na temelju dobivene elek-
troforetske sl’ke LDH moze pretpostaviti da se i kod
ove dvije vrste radi o diploidnim kromozomskim gar-
niturama.

Slika sa pet jasno separiranih izoenzima LDH bi,
prema tome, bila normalan nalaz kod ribe roda Leu-
ciscus, $to znadi da u ovih riba nije dodlo do udva-
janja gena koji kodiraju sintezu subjedinica »A« i
»B«.

U toku rada smo kod nekih jedinki dobili po Sest,
umjesto pet izoenzima LDH.

Utestalost ovih nalaza kod pojedinih vrsta riba je
prikazana u tabeli 1.
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Tabela 1.

Broj Broj jedinki
Vrsta ispitanih  sa 6 frakcija
jedinki LDH
L. cephalus:
L. ceph. cephalus 15 3
L. ceph. albus 7 5
L. idus: 5 -
L. svallize: 12 2
L. turskyi: 1 1

1z tabele se vidi da je pojava »prekobrojne« frak-
cije LDH bila na ispitivanom materijalu relativno
testa (bliz1 30%). Udestalost je bila najveéa kod ri-
ba lovljenih u slivu Neretve (L. cephalus albus, L.
svallize). Zanimljivo je da je u pet od sedam ‘spitanih
jedinki L. cephalus albus nadena pojava gestot izo-
enzima LDH, dok takva pojava nije nadena niti u
jednom od pet mifiéa L. idus. Ove razlike sugeriraju
da je potrebno izvriiti opseZnija ‘populacijska ispi-
tivanja, da se ispita da 1i se ne radi o slu¢ajnim raz-
likama, uvjetovanim razmjerno malim brojem ispi-
tanih jedinki

Pokretljivost »prekobrojne« frakcije je bila raz-
li¢ita, a takoder i njena aktivnost. U veéini slucaje-
va, kod L. cephalus (sl. 2-b) i u jedinom primjerku
L. turskyi (slika 2-f) ova frakcija ima manju po-
kretljivost prema anodi nego frakcija LDH-5. U ne-
kim slufajevima, kako kod L. cephalus, tako i kod
L. svallize (sl. 2-e), prekobrojna frakcija se javlja
izmedu izoenzima LDH-24 i LDH-5. Pozicija »preko-
brojne« frakcije se moZe nazmjerno lako utvrditi na
osnovu pokretljivosti izoenzima pod standardnim uv-
jetima elektroforeze.

Aktivnost »prekobrojne« frakeije je u nekim slu-
¢ajevima bila mala, a u nekih jedinki (sl. 2-b, sl
2-f) je bila pribli#no jednaka, ili éak veda od akliv-
nosti frakcije LDH, koja je u mi8iéu redovno najjaca
LDH frakcija.

Objadnjenje pojave Seste frakcije LDH u riba ro-
da Leuciscus nije jednostavno.

Ne moZe se isklju¢iti moguénost da se radi o arti-
ficijelnoj frakeiji (»Nothing dehydrogenase«-Wilkin-
son, 1970.), ¢ija je pojava zapaZena od viSe istraziva-
¢a (Markert i Faulhaber, 1965, Hochachka 1966.), ali
je vjerojatnost da se radi o laZnoj frakciji smanjena
¢injenicom da se prekobrojne frakcije javljaju sa-
moe kod nekih jedinki, i to takoder u opetovanim nna-
lizama, iako su svi uzorci analizirani pod istim uvje-
tima obzirom na pH, jonsku jadinu, napon struje i
vrijeme elektroforeze. Moguée je da u toku elektro-
foreze na pH iznad 8,0 dolazi u nekim sluctajev'ma do
disocijacije LDH-5, s pojavom vi§e aktivnih sub-
frakeija. Slitnu pojavu su zapazili Stepan i Vederek
(1969) kod jetre stakora u LDH-5 nakon elekirofore-
ze na agarnom gelu, U pokusima ovih autora, me-
dutim, dodatne frakcije su pokazivale veéu elektro-
foretsku pokretljivost.

Ne mozZe se, nadalje, zanemariti ni moguénost da
je pojava prekobrojnih frakcija posliedica patolos-
kih promjena, prvenstveno uslijed trovanja, jer je
zapazeno da kod $takora dolazi ne samo do porasta
aktivnosti serumske LDH-5, nego i do pojave sub-



frakcija nakon eksperimentalnog trovanja tetraklor-
metanom (Schneiderka et al. 1970., Vecerek et al.
1971.), iako ne raspolazemo nikakvim podacima da se
u ovim pokusima radi o odteéenoj ribi. Cini e naj-
vierojatnijim da bi pojava sprekobrojne«  frakeije
mecgla biti rezultat interspecijske hibridizaclje. Ruani-
ja istraZivanja slatkovodnih i morskih riba, kao i ne-
kih drugih ni%ih ki¢menjaka, su pokazala da se kod
hibridnih jedinki javija poveéani broj izoenzima LDH
(Goldber et al. 1969, Whitt el al. 1971.), koji su re-
zultat pojave razlititih alala za kodiranje jedne vrste
subjedinice LDH, bez promjene broja kromozoma.
Pojava prekobrojnih frakeija je zapaZena I kod infra-
specijskih hibrida, ako delazi do ukrilanja jedinki od
kojil barem jedna ima mutantni gen za LDIL (Oden-
se et al. 1966., Hodgins et al. 1068, Wright et al.
1970., Morrison 1970., etc.).

Ovu pojavu smo zapazili i od izoenzima LDH iz
migiéa dviju podvrsta A. alburnus (A. alburnus al-
burnus i A. alburnus albarella) pri ¢emu su karak-
teristike mutantnih subjedinica kod jedne i druge
podvrste bile razli¢ite, iako standardna slika izoenzi-
ma LDH dviju podvrsta ne pokazuje vidijivih razli-
ka (Winterhalter et al. 1973.).

Jako se na osnovu dosadadnjih ispitivanja ne mo-
%o sa sigurno$éu izvesti zakljuéak da se kod riba
roda Leuciscus zaista radi o posljedici inter- i intra-
specijske hibridizacije, ovi podaci sugeriraju potre-
bu poduzimanja &irih i kombiniranih istraZivanja na
razlit¢itim populacijama pojedinih vrsta riba roda
Leuciscus, u kojima bi bili angazirani morfolozi, ka-
r'olozi i biokemitari. Tek ovakva ispitivanja, prove-
dena na veéem broju jedinki, mogu dati definitivno
chjesnjenje pojave i porijekla »prekobrojnih« frak-
cija LDH, zapaZenih u ovom radu.

ZARLIJUCAK:

Elekiroforezom na akrilamidnom gelu su razdvo-
jeni izoenzimi laktat dehidrogenaze (LDH) iz eks-
trakta skeletnog misiéa Leuciscus cephalus, L. idus,
L. svallize i L. turskyi.

Istrazivanja su pokazala da se kod riba roda Leu-
ciscus nalazi pet izoenzima LDH, koji su rezultat
kombiniranja dviju subjedinica, kodiranih od poseb-
nih genskih lokusa.

Kod nekih jedinki je zapaZena pojava Seste frak-
cije LDH. Diskutirana su moguc¢a objaSnjenja ove po-
jave. Kao najvjerojatnije objaSnjenje iznesena Je
pretpostavka, zasnovana na podacima iz literature i
vlastitim opazanjima, da je poveéani broj izoenzima
LDH rezultat intra- i interspecijske hibridizacije unu-
tar roda Leuciscus.

SUMMARY:

The isoenzymes of lactate dehydrogenase (LDH)
from the extract of sceletal muscle of Leuciscus ce-
phalus, L. idus, L. svallize and L. turskyi have been
separated by acrylamide gel electrophoresis.

The resulls showed that in the fishes of the ge-
nus Leuciscus normally exist five LDH isoenzymes,
as the result of tetrameric assenmbly of two different
kinds of sub-units, codded by two separate genes.

In some specimens, the apperance of the sixth
1.DH fraction was observed. Possible explanations of

this fact were discussed. It seems to be the most li-
kely that the inecrease of the number of LDH isoen-
zymes in these fishes urose as the resull of inter- and
intraspecies hybridization in the genus Leueiseus,
This explanation should be in the accordance hoth
with the literature data, and with author’s previous
experiences.
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IZ RIBARSKE
PRAKSE

Izgradnja novih ribnjackih kapaciteta u podunavlju (SAP Vojvodina
i SR Srbija) gledana u svetlu ekonomskih problema slatkovodnog
ribarstva u SR Hrvatskoj

PRILOG ZA DISKUSLJU

U broju 2. lista »Ribarstvo Jugoslavije« od mar-
la — aprila 1973. godine, publikovan je rad Dr K.
PaZura, pod naslovom: »Ekonomski problemi slatko-
vodnog ribarstva u SR Hrvatskoj«. Kako ovaj rad
svojim opsegom i zahvatom prelazi okvire ekonomi-
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ke ribarstva i ribnjatarstva Hrvatske i zalazi u do-
men problematike i razvoja ribnjatarstva i u Repub-
lici Srbiji i SAP Vojvodini, te otuda prerasta | n op-
§te jugoslovenski problem ekonomike § pazvoja rib-
njatarstva, to, da bi se ovi problemi mogli sagle-
dati svestranije i objekfivnije 1 sa &isto tehnlfko-teh-
noloskog, hidropedoloikog, hidrobioloskog kao i hi-



