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RESUMEN  

Durante las primeras horas del desarrollo embrionario del pez cebra se forma un grupo 

de células a partir de divisiones sincrónicas en el polo animal del embrión. Estas células 

dan origen al blastodermo el cual posteriormente se extiende sobre el polo vegetal 

mediante un movimiento celular llamado epibolia. Después, el blastodermo inicia un 

proceso morfogénico llamado gastrulación, en el cual se forman las capas germinales 

por medio de movimientos celulares como la epibolia, ingresión y extensión 

convergente. Previamente en el grupo de investigación de la Dra. Hilda Lomelí se 

encontró que las células que participan en la epibolia producen especies reactivas de 

oxigeno (ERO). Las ERO son moléculas reactivas derivadas de la reducción parcial del 

oxígeno, pueden interactuar con macromoléculas produciendo cambios relevantes 

mediante la oxidación de lípidos, proteínas y ADN. Se ha observado que las ERO 

participan en la señalización celular en vías involucradas con la muerte celular, la 

migración, la diferenciación y la proliferación. Existe una familia de complejos 

enzimáticos involucrados en la producción de ERO llamados complejos Nox que están 

altamente conservados entre los organismos eucariotas. Existen siete complejos NOX 

en humanos: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 y DUOX2. En el pez cebra se 

han descrito los genes homólogos Nox1, Nox2, Nox4, Nox5 y Duox1. Los complejos 

Nox consisten en un componente catalítico y subunidades accesorias que pueden ser 

organizadoras o activadoras. Algunas Nox son activadas por subunidades y otras por 

calcio. Este proyecto se enfocó principalmente en caracterizar el patrón de expresión de 

los genes de las subunidades accesorias de los complejos Nox (las organizadoras: 

cyba, p47, noxo1a, noxo1b; y las activadoras p67 y noxa1) en pez cebra durante el 

desarrollo temprano con el fin de conocer la expresión de estos genes durante las 

etapas de movimientos morfogénicos. En este proyecto se realizaron ensayos de PCR, 

ISH e inmunotinción. En este trabajo se encontró que cyba, p47 y noxa1 se expresan de 

manera estable durante el desarrollo temprano, mientras que el resto de las 

subunidades accesorias de las Nox tienen un patrón de expresión dinámico. Los 

resultados de los patrones de expresión de las subunidades de este trabajo combinados 

con los antecedentes inmediatos sobre el patrón de expresión de los componentes 

catalíticos (Mendieta-Serrano, et al., 2018, Mendez-Cruz, resultados sin publicar), 

indican que los componentes de los complejos de Nox1 y Duox1 se expresan desde el 

inicio de la epibolia. Mientras que Nox5 se expresa durante el periodo de gastrulación. 

El componente catalítico de Nox2 se expresa durante el desarrollo temprano, sin 

embargo, la subunidad activadora se expresa al final de la gastrulación. En futuros 

proyectos se desea conocer cuales complejos están contribuyendo a la formación de 

ERO durante el desarrollo temprano y que papel tienen durante la epibolia y 

gastrulación.  
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INTRODUCCION 

Danio rerio: modelo del desarrollo embrionario 

Danio rerio, es un organismo que se ha establecido como modelo para estudiar la 

genética de los vertebrados. Los científicos Jane Marion Oppenheimer y George 

Streisinger fueron pioneros en el uso de D. rerio en las áreas de la biología del desarrollo 

y genética de vertebrados, sus trabajos ayudaron a establecer a esta especie como un 

modelo animal (Clark & Ekker, 2015). Entre los motivos por los cuales se adoptó a este 

organismo como modelo entre la comunidad científica se encuentra que el costo de 

mantenimiento de los peces es comparativamente menor al de otros organismos modelo, 

resulta fácil la crianza de peces, alcanzan la madurez sexual a los tres meses de vida 

(Fig. 1) y por cruza individual las hembras en óptimas condiciones logran ovopositar 

decenas de huevos (Nasiadka & Clark, 

2012). Otra característica conveniente es 

que la fertilización y desarrollo embrionario 

ocurren fuera de la hembra, eso permite la 

manipulación experimental desde el inicio 

del desarrollo. Hasta las primeras 24 h de 

desarrollo el embrión es casi transparente, 

por ello se puede visualizar la morfogénesis 

de sus diferentes estructuras bajo el 

microscopio. Por los motivos mencionados 

anteriormente el pez cebra es uno de los 

modelos preferidos para hacer tamizajes 

genéticos a gran escala (Zon & Patton, 

2001). Otra ventaja de este modelo es que 

su genoma está secuenciado, esa 

información sirve para agilizar el progreso 

de cualquier proyecto científico donde se 

involucre al pez cebra y la genética (Howe, 

et al., 2013). 

Figura 1. Ciclo de vida de D. rerio. El organismo 

comienza como una célula que se divide (0-2 hpf) 

para posteriormente gástrular (5.25-10 hpf), 

formar órganos (10-42 hpf), eclosionar (~2 días 

dpf) y madurar sexualmente a los 90 dpf. Dpf = 

días post fertilización; hpf = horas post 

fertilización. (Wolpert, et al., 2011) 
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Posterior a la fertilización, corrientes del citoplasma del vitelo forman a la primera célula 

en lo que se conoce como el polo animal (Fuentes & Fernández, 2010). Cuarenta minutos 

(min) después de la fertilización, inicia la división de la primera célula o blastómero que 

se formó. Posterior a la primera división los blastómeros se dividen cada 15 min aprox. 

de manera sincrónica para formar el blastodermo en el polo animal. Cuando el embrión 

alcanza 1000 células ocurre el proceso conocido como transición de la blástula media 

(TBM). Durante la TMB el genoma del embrión inicia la transcripción, las divisiones 

celulares pierden su sincronía, se alarga el ciclo de división, las células presentan los 

primeros signos de motilidad y algunas células del margen del blastodermo se fusionan 

con el vitelo liberando su citoplasma y núcleo para formar la capa sincicial del vitelo (YSL 

por sus siglas en inglés, yolk syncytial layer). A partir de esta etapa del desarrollo los 

embriones están constituidos por tres linajes de células, a) las células de la capa 

envolvente (EVL, enveloping layer) que es la capa de células más externa, b) las células 

de la capa profunda (DCL, deep cell layer) que están recubiertas por la EVL y c) la célula 

del vitelo. Aproximadamente una hora después de que ocurre la TBM inicia el movimiento 

morfogenético conocido como epibolia, donde las DCL se intercalan y el blastodermo se 

extiende sobre el vitelo en dirección al polo vegetal (Bruce, 2016). Cuando el embrión 

alcanza el 50% de epibolia inicia el periodo de gastrulación. Durante este proceso, la 

epibolia continúa y de forma simultánea, ocurren otros tipos de movimientos celulares, 

como la ingresión y la involución, en donde las células del margen del blastodermo se 

internalizan formando dos capas de células, la capa más externa se llama epiblasto y la 

interna el hipoblasto. Durante el movimiento morfogenético conocido como extensión 

convergente, las células del blastodermo se mueven hacia lo que será el futuro dorso del 

embrión donde convergen y se intercalan para extender el eje anteroposterior, al finalizar 

este periodo estarán definidas las capas embrionarias primarias, epiblasto e hipoblasto y 

se podrán distinguir los ejes embrionarios anterior-posterior, dorsal-ventral, izquierda-

derecha (Rodhe & Heisenberg, 2007). Después de la gastrulación comienzan a 

desarrollarse las somitas y los rudimentos de órganos, el embrión comienza a extender 

la cola; hacia las 24 h después de la fertilización (hpf), aparece pigmentación en la retina 

y la piel, se observa circulación sanguínea; a las 48 hpf la larva eclosiona del huevo y a 

las 72 hpf ésta ya puede nadar en busca de alimento (Kimmel, et al., 1995). 
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El desarrollo de cualquier organismo requiere de la interpretación de señales y ejecución 

de respuestas por parte de las células desde los primeros instantes de vida, las células 

deben dividirse, especializarse, morir o migrar. Las señales necesarias para el desarrollo 

de un organismo multicelular deben estar finamente reguladas en el tiempo y el espacio, 

ya que más adelante en el desarrollo, su interpretación fijará la identidad de células y 

tejidos (Gurdon & Bourillot, 2001). En este proyecto nos interesa conocer el papel que 

puedan jugar las especies reactivas de oxígeno (ERO) producidas por los complejos Nox 

durante el desarrollo temprano de D. rerio.  

Especies reactivas de oxígeno  

Las ERO son un grupo amplio de moléculas derivadas de la reducción parcial del oxígeno 

(Fig. 2). Estas moléculas son capaces de hacer modificaciones redox a proteínas, lípidos 

y ácidos nucleicos (Winterbourne, 2008; Halliwell & Gutteride, 1984). La producción de 

ERO puede ser endógena por medio de la actividad de diferentes enzimas como: los 

complejos mitocondriales I, II y III (Murphy, 2009; Venditti, et al., 2013), la citocromo p450, 

las ciclooxigenasas o las lipooxigenasas; así como también puede ser exógena y resultar 

a partir de insultos ambientales como la radiación ionizante (Leach, et al., 2001), luz 

ultravioleta (Heck, et al., 2003), y contaminantes químicos ambientales que promueven 

su formación. A este trabajo no le compete detallar los diversos orígenes metabólicos o 

ambientales de las ERO, para ello se refiere al lector a otras fuentes (Xu & Fisher, 2005; 

Leach, et al., 2001; Abdollahi, et al., 2004; Zangar, et al., 2004). 

 

Figura 2. Reducción del oxígeno. El superóxido, peróxido de hidrogeno y el ion 

hidroxilo son especies reactivas de oxigeno producidas por la reducción en 

secuencia del oxígeno, la reducción completa del oxígeno produce agua. 
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En el grupo de la Dra. Hilda Lomelí el objetivo global de este proyecto es hacer una 

relación entre las ERO y procesos biológicos normales. En un sistema biológico la 

cantidad de ERO es uno de los factores importantes para dictar el estado redox el cual 

puede encontrarse en niveles de homeostasis o de estrés oxidativo. Se considera que 

ocurre estrés oxidativo cuando la producción de compuestos oxidantes rebasa la 

capacidad del sistema antioxidante (Lushchak, 2014). Durante muchos años el estrés 

oxidativo fue el enfoque de los estudios de las ERO (Gladyshev, 2014), sin embargo, en 

años recientes se ha comenzado a estudiar el papel de las ERO en condiciones 

fisiológicas. Ahora se sabe que participan en procesos importantes tanto en la 

homeostasis como en la señalización celular (Ray, et al., 2012), o en la regulación de la 

expresión de genes (Al-Mehdi, et al., 2012); esto es porque las ERO son moléculas 

capaces de provocar modificaciones redox en residuos de aminoácidos oxidables de 

proteínas como las fosfatasas de tirosina (Denu & Tanner, 1998), cinasas de proteínas 

(Gopalakrishna & Jaken, 2000; Yong, et al., 2011) o factores de transcripción (Brigelius-

Flohé & Flohé, 2011). Esas modificaciones tienen un impacto en la regulación de distintos 

comportamientos celulares como: la diferenciación, la migración, la proliferación y la 

muerte celular, que son procesos fundamentales para el desarrollo embrionario 

(Covarrubias, et al., 2008; García-Hernandez, et al., 2010). Estudios in vitro e in vivo en 

distintos modelos biológicos demuestran la participación de las ERO en los procesos 

celulares mencionados (Moloney & Cotter, 2018; Diwanji & Bergmann, 2018; Fogarty, et 

al., 2016; Owusu-Ansah & Banerjee, 2009; Hurd, et al., 2012; Niethammer, et al., 2009; 

Salas-Vidal, et al., 1998; Wilson, et al., 2018; Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016). 

Existen complejos proteicos encargados de la producción de ERO llamados NADPH 

oxidasas, que se detallan a continuación.   

NADPH oxidasas 

Las NADPH oxidasas (NOX) son una familia de complejos proteicos dedicados a la 

producción de ERO. Los complejos consisten en un componente catalítico (usualmente 

llamado NOX) y subunidades accesorias, que pueden ser organizadoras o activadoras. 

El componente catalítico es una proteína que transporta electrones a través de una 

membrana para reducir oxígeno (Donkó, et al., 2005). Cuando el complejo proteico se 
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activa, se utilizan electrones donados por el dinucleótido nicotinamida adenina fosfato 

reducido (NADPH) para reducir parcialmente al oxígeno. Las distintas isoformas NOX 

pueden regularse por subunidades organizadoras y activadoras o por calcio (Tabla 1). 

En el humano se han descrito siete isoformas NOX: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, 

NOX5, DUOX1 Y DUOX2 (Bedard & Krauze, 2007), mientras que el pez cebra presenta 

cinco: Nox1, Nox2, Nox4, Nox5 y Duox1 (Fig. 3) (Weaver, et al., 2016). Las ERO 

producidas por estos complejos tienen diversas funciones. Se sabe que participan en la 

respuesta inmune (Segal, 1996), respuesta al daño físico (Niethammer, et al., 2009), 

reacciones biosintéticas (Dupuy, et al., 1999) y en transducción de señales (Mahadev, 

et al., 2004; Lassègue, et al., 2001) por mencionar algunos ejemplos. Estas proteínas 

están altamente conservadas entre los organismos (Kawahara, et al., 2007).  

Las subunidades accesorias de los complejos Nox sirven para organizar o activar al 

componente catalítico (Tabla 1). En la tabla 2 se muestra la nomenclatura, así como la 

función de las subunidades accesorias. Distintos autores utilizan los nombres alternativos 

de las subunidades, mientras que otros utilizan los nombres oficiales. En esta tesis se 

empleará el símbolo oficial de cyba, noxo1a, noxo1b y noxa1; y el alternativo de ncf1 y 

ncf2 (p47 y p67 respectivamente). Cuando se refiere a genes humanos se escribe en 

mayúsculas itálicas, las proteínas humanas se escriben en mayúsculas y en tipo normal. 

En cambio, los genes del pez cebra o de otros organismos se escriben en minúscula 

itálicas y para las proteínas se escribe la primera letra del símbolo en mayúscula y tipo 

normal. 
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TABLA 1. ORGANIZACIÓN DE LOS COMPLEJOS NADPH 
OXIDASA DEL PEZ CEBRA (Aguirre & Lamberth, 2010) 

ISOFORMA REGULADA POR 

NOX1 CYBA + NOXO1 + NOXA1 + Rac1 

NOX2 CYBA + p47 + p67 + Rac 

NOX3 CYBA + NOXO1 

NOX4 CYBA 

NOX5 Calcio + fosforilación 

DUOX1 Calcio 

Figura 3. NADPH oxidasas presentes en el pez cebra. Los complejos Nox1, Nox2 y Nox4 

requieren subunidades para su regulación y activación, en cambio Nox5 y Duox1 se regulan por 

calcio (Niethammer, et al., 2009). 
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Activación del complejo NOX2 

El complejo NOX2 es el miembro de la familia NOX humana mejor caracterizado, por 

ello en esta sección lo utilizaré para explicar el mecanismo de activación de las NOX.  

Tabla 2. Nomenclatura de las subunidades accesorias de los 

complejos Nox 

Nombre Símbolo 

oficial gen 

Símbolo 

alternativo 

tipo de 

subunidad 

cytochrome b-

245 alpha chain 

cyba p22 organizadora  

neutrophil 

cytosolic factor 

1 

ncf1 p47 

NADPH 

oxidase 

organizer 1a 

noxo1a   

NADPH 

oxidase 

organizer 1b 

noxo1b  

neutrophil 

cytosolic factor 

2 

ncf2 p67 activadora 

NADPH 

oxidase 

activator 1 

noxa1  
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El complejo NOX2 se compone de una subunidad catalítica (NOX2), dos subunidades 

organizadoras (CYBA y p47), una subunidad activadora (p67) y una Rac-GTPasa. NOX2 

y CYBA forman un heterodímero membranal inactivo. Para que NOX2 se active, necesita 

entrar en contacto con la subunidad activadora p67 (Dang, et al., 2002); para sostener la 

interacción NOX2-CYBA-p67, se necesita de la subunidad organizadora p47 (El-Benna, 

et al., 2009). p47 tiene dominios SH3 y sitios ricos en prolina (PRR) que le permiten 

interactuar con CYBA y p67; en condiciones de reposo p47 se encuentra en el citosol y 

tiene los dominios de interacción ocultos gracias a su región autoinhibitoria (AIR) (Fig.4A). 

Cuando inicia el proceso de activación, p47 es fosforilada y expone los dominios de 

interacción (Fig. 4B), la fosforilación puede llevarse a cabo por diferentes cinasas, 

dependiendo del tejido donde se encuentre NOX2. En el caso de NOX2 en neutrófilos, la 

fosforilación es debida a la acción de la cinasa K (Fontayne, et al., 2002). Después de la 

fosforilación, p47 se une a p67 y se trasladan hasta el heterodímero NOX2-CYBA para 

anclarse a la membrana con el dominio PX de p47 y formar el complejo NOX2-CYBA-

p47-p67. Además, es necesario que p67 interactúe con la GTPasa Rac. El papel de esta 

interacción de GTPasa Rac es controversial, sin embargo, su participación se asocia al 

reclutamiento de p67 hacia el heterodímero NOX2-p22 y la regulación de la actividad del 

complejo Nox (Werner, 2004) (Pick, 2014). Finalmente, la activación del complejo ocurre 

mediante la interacción del dominio de activación de la subunidad p67 con el sitio de 

activación de NOX2. (Fig. 4C) (Brandes, et al., 2014). Para formar superóxido, los 

electrones del NADPH se transfieren a través de una membrana mediante una cadena 

de cofactores con potencial de reducción ascendente donde el ultimo aceptor de 

electrones es el oxígeno. 
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Figura 4. Activación de NOX2. A) La subunidad organizadora p47 se encuentra 

en el citosol plegada con ayuda de su región autoinhibitoria (AIR) cuando el 

complejo NOX2 está en reposo. B) Cuando p47 se ancla a la membrana con su 

región PX, se une a CYBA y a p67 con sitios ricos en prolina y dominios SH3. p67 

se une con Rac GTPasa con su repetición de tetratricopeptidos. C) p67 activa a 

NOX2 al unirse establemente con la ayuda de las interacciones generadas en A) y 

B) (Brandes, et al., 2014). 
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Antecedentes inmediatos 

Los antecedentes que se muestran en esta sección fueron experimentos realizados para 

conocer el papel que las ERO tienen durante el desarrollo embrionario temprano, en 

particular las ERO producidas por los complejos Nox del pez cebra (Mendieta-Serrano, et 

al., 2018; Mendez-Cruz, resultados sin publicar).  

Dinámica de localización de las ERO durante la epibolia  

Se realizo microscopia de lapso de tiempo en conjunto con una tinción con 

diclorofluoresceína (DCF) para conocer el patrón de localización de ERO. La DCF es un 

compuesto que fluóresce al oxidarse, de esa manera se pueden visualizar de manera 

indirecta sitios donde las ERO son producidas durante la epibolia. Se observó que la 

epibolia va acompañada de la producción de ERO en el blastodermo, pero especialmente 

en el frente de migración donde se aprecia aparentemente una mayor acumulación (Fig. 

5 B,C) (Mendieta-Serrano, et al., 2018).  

 

 

Para conocer si las ERO observadas eran producidas por los complejos, se empleó un 

inhibidor farmacológico general de los complejos Nox llamado VAS2870 (Wingler, et al., 

2012) y se visualizó la producción de ERO usando DCF. Se observó que la señal 

fluorescente disminuyó en los embriones tratados con el fármaco de manera dosis 

Figura 5. Patrón de localización de ERO durante la epibolia. Se muestra al embrión en 

etapa de escudo en campo claro (A), señal producida por el colorante DCF (B), y la 

sobreposición (C) de las imágenes de campo claro y de la señal del DCF que permite 

visualizar el sitio donde se están acumulando las ERO en el blastodermo (Mendieta-Serrano, 

et al., 2018) 

B A C 
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dependiente (Fig. 6 v-vi), y que la disminución de la producción de ERO afecta la motilidad 

de las células de la capa profunda durante la epibolia (Fig. 7). 

 

 

Estos experimentos indican que hay una relación entre las ERO producidas por la 

actividad de las Nox durante la epibolia y el progreso del desarrollo embrionario, sin 

embargo, se desconocía el patrón de expresión de las unidades catalíticas Nox. 

Cualquiera de las cinco isoformas Nox que expresa el pez cebra podría ser la responsable 

de la respuesta. Por lo tanto, para determinar cuales están presentes durante la epibolia 

se analizó su patrón de expresión durante las etapas tempranas del desarrollo 

embrionario. 

Figura 6. Inhibición general de las Nox. Esquema de embrión mostrando en un marco negro 

el margen del blastodermo y en una gráfica la intensidad de fluorescencia del DCF con respecto 

al borde en embriones control (DMSO 1%), donde se encuentran enriquecidas las ERO; y en 

embriones tratados con 5 y 10 μM de VAS2870, donde se aprecia la disminución de la señal de 

DCF (Mendieta-Serrano, et al., 2018).  
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C 

Figura 7. Retraso de la capa de células profundas mediante inhibición general de las Nox. El 

desarrollo de los embriones control (DMSO 1%) es normal. La capa de células profundas se retrasa 

durante la epibolia en los embriones tratados con VAS2870. Las capas envolvente y profunda están 

señaladas con cabeza de flechas y flechas amarillas respectivamente (Mendieta-Serrano, et al., 2018).  
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Patrón de expresión de los componentes catalíticos de los complejos 

nox 

Mediante PCR se analizó la expresión de los RNAs mensajeros de las subunidades 

catalíticas nox desde etapa de esfera (por ser una etapa previa a la epibolia) hasta las 24 

hpf. Durante la etapa de esfera (Fig. 8 ESF) solo se expresa el mRNA de nox1 y duox1; 

posteriormente, desde la etapa escudo (Fig. 8 ESC) hasta las 24 hpf se observa la 

presencia del mRNA de nox1 (597 bp), nox2 (637 bp), nox5 (690bp) y duox1 (791 bp) 

(Fig. 8). La expresión de nox4 no se verificó porque la anotación del gen en la base de 

datos ZFIN no era de buena calidad al momento de desarrollar este experimento. 

Posterior a identificar los patrones de expresión de los componentes catalíticos de Nox 

se determinó cuál(es) Nox participan en la producción de ERO durante el desarrollo 

temprano mediante experimentos de pérdida de función (Fig. 9).  

Pérdida de función parcial de Nox.  

Con el fin de conocer el papel de la actividad de los complejos Nox durante la epibolia 

fueron utilizados morfolinos (MO), oligonucleótidos anti-sentido para regular a la baja la 

Figura 8. PCR para detectar la expresión de las distintas isoformas Nox en el 

pez cebra en distintas etapas del desarrollo. Esf: Esfera, Esc: Escudo, 75%: 75% 

de epibolia, PRIM: Primordio de la cola, 24H: 24 h de desarrollo. Crédito: Mendez-

Cruz y Schnabel-Peraza 
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expresión de Cyba y Duox1. Para inhibir la actividad de Nox1, Nox2 y Nox4 se eligió un 

MO contra el gen cyba que codifica una subunidad compartida por esas Nox. También se 

empleó un MO contra duox1. Los MO utilizados impiden el splicing de los mRNA del gen 

cyba y de duox1 (Niethamer et al., 2009). Al inyectar individualmente cada MO no se 

observaron efectos en el desarrollo (Fig. 9 A,B). Sin embargo, al realizar una inyección 

con ambos morfolinos se observó retraso de la migración celular durante la epibolia 

comparado con embriones control (Fig. 9 C,D) similar a lo observado en los experimentos 

con el uso del inhibidor farmacológico de las Nox (Mendieta-Serrano, et al., 2018).  

A partir de estos antecedentes inmediatos se piensa que principalmente Nox1 y Duox1 

contribuyen a la producción de especies reactivas de oxigeno durante la epibolia, sin 

embargo, se desconoce el patrón de expresión de las subunidades accesorias Nox1 las 

cuales son requeridas para su activación. Este proyecto se enfoca en caracterizar los 

patrones de expresión de las subunidades de las Nox. 
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HIPOTESIS 

 Las subunidades accesorias presentan patrones de expresión diferencial  

 que participan en la regulación de la conformación de los complejos Nox  

 requeridos para la formación de ERO en el desarrollo embrionario  

 temprano del pez cebra. 

OBJETIVO 

Obtener el patrón de expresión de las subunidades accesorias de los complejos Nox 

(cyba, noxa1, noxo1, ncf1, ncf2) durante el desarrollo temprano del pez cebra mediante: 

PCR, hibridación in situ e inmunofluorescencia. 

 

Figura 9 Knockdown de p22(cyba) y duox1. La regulación a la baja de p22(Cyba) 

y Duox1 (C,D) resulta en el retraso de la epibolia. La inyección de morfolinos 

estándar (A,B) no afecta el desarrollo embrionario (Mendieta-Serrano, et al., 2018). 

A 

B 

C 

D 
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METODOLOGÍA 

Análisis bioinformático  

Las secuencias de los genes de C. intestinalis (ascidia) se obtuvieron de la base de 

datos Echinobase (Cameron, et al., 2009), las secuencias de B. floridae (pez lanceta) 

(Putnam et al., 2008) se obtuvieron de JGI genome portal, las secuencias del resto de 

los organismos (D. rerio, pez cebra; H. sapiens, humano; M. musculus, ratón; X. 

tropicalis, rana; A. Carolinensis, lagartija y G. gallus, pollo) se obtuvieron de Ensembl 

(Aken, et al., 2016). Se realizaron alineamientos globales en Clustal Omega (Sievers, et 

al., 2011), la visualización de los alineamientos y la generación de la topología de los 

cladogramas se hizo en Jalview (Waterhouse, et al., 2009). Para generar los 

cladogramas se empleó el método de clustering conocido como neighbor joining sobre 

los alineamientos realizado en Clustal Omega. La visualización y edición de los 

cladogramas se hizo en Figtree (versión 1.4.3) (Rambaut, 2007). 

Mantenimiento de cepas de D. rerio 

La colonia de peces se encuentra en un sistema de acuacultura recirculante donde se 

realizaron cambios de agua al sistema de peceras de una tercera parte al día (agua 

desionizada por osmosis inversa mezclada con sales NaHCO3 0.1 g/l, e instant ocean® 

0.1 g/l), se mantuvieron con un fotoperiodo de 14 h de luz con 10 de oscuridad y se 

alimentaron cuatro veces al día con una mezcla de alimento vivo y en polvo. Las 

conductividad del agua se mantuvo en un rango de 400 a 600 µS (ideal 500 µS) y pH 

entre 7 y 7.8 (pH ideal 7.6) (Westerfield, 2007). 

Obtención y cultivo in vitro de embriones de D. rerio 

Los embriones utilizados se obtuvieron por cruzas entre peces de cepa silvestre AB o 

cruzas de una cepa silvestre generada en el laboratorio a partir de peces de un acuario 

local. Los peces adultos se colocaron en una relación de dos hembras por cada macho 

en una caja de 1.5 L con una rendija en el fondo, ambos sexos separados por una 

barrera transparente. La mañana siguiente al inicio del fotoperiodo se retiró el separador 

para permitir el cortejo. Los huevos fertilizados cayeron al fondo. Los embriones se 
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colectaron mediante filtrado del agua de la caja y se lavaron con agua limpia. Los 

embriones se incubaron en cajas Petri de 100 mm con agua del sistema a 28 ºC 

(Westerfield, 2007), a una densidad máxima de 10 embriones por mililitro de medio, 

permitiendo el desarrollo embrionario hasta las etapas deseadas según la descripción 

hecha por Kimmel (1995). 

PCR de punto final 

RNA total fue aislado con Trizol (invitrogen) siguiendo el protocolo del producto. Se 

obtuvo cDNA utilizando la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) siguiendo el 

protocolo del producto. Se utilizaron los oligos: Cyba 5’- GCG AAG ATT GAG TGG 

GCG ATG TGG GC, 3’- TTA TTC GTT GAT GGT GAC AGA CAT AGG ATT GTC; p47 

5’- GAG TCC AGG AGA GGA TGG GT, 3’- AGT GGG ATG CTT CAG TCA GC; p67 5’- 

ATG TGT TCA CTG CTC ACC GT, 3’- CCT TTT CTC CAG CTC TGC CA; Noxo1a 5’- 

AAC AGC GCA ACA ACA CAA CA, 3’- CCA CCA ACC TTT CTG GTC CT; Noxo1b 5’-

GTG CTG TTG TGG AGC TGT TG, 3’- TTT ACG GGT GTA GGT GGT GC; Noxa1 5’- 

GAG TCC AGG AGA GGA TGG GT, 3’- AGT GGG ATG CTT CAG TCA GC. 

Hibridaciones in situ e inmunotinciónes de los embriones  

El amplicón de las PCR de cada gen fue clonado en plasmidos pCR™II-TOPO 

siguiendo el protocolo anexo en TOPO®TA cloning® kit (Cat. 452640) para generar las 

sondas. Hibridación in situ y montados para visualización de los embriones fue 

realizada como descritas (Thisse & Thisse, 2008) con modificaciones principalmente en 

el método de purificación de la sonda de RNA y durante la deshidratación de los 

embriones fijados. El protocolo de la hibridación in situ se encuentra descrito con detalle 

en el apéndice B, los pasos modificados se encuentran resaltados en esa sección. Los 

experimentos de inmunofluorescencia fueron realizados como descrito (Mendieta-

Serrano, et al., 2013; Mendieta-Serrano, et al., 2015). Se utilizo DAPI (D3571, 

Invitrogen) para detectar los núcleos. Alexa Fluor® 488 faloidina (A12379, Molecular 

Probes) para marcar filamentos de actina. Anticuerpo primario igG de conejo p22-phox 

(sc-20781, Santa Cruz Biotechnology). Anticuerpo secundario (A-21244, Molecular 

Probes).   
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Adquisición de imágenes 

Los embriones marcados en la inmunofluorescencia fueron excitados simultáneamente 

a 488 nm (faloidina) y 633 nm (anticuerpo secundario) y posteriormente excitados con 

luz de 405 nm (DAPI) para evitar el sangrado entre canales. Los embriones fueron 

visualizados en el microscopio confocal FluoView FV1000. La apertura del diafragma se 

mantuvo en 200. Las sensibilidad del fotomultiplicador se mantuvo igual en la mayoría 

de los embriones a excepción de los que se encontraban en etapa de 24 hpf en el canal 

de actina. Fue necesario reducir la sensibilidad ya que la imagen se satura con la señal 

que proviene de los precursores musculares. Los cortes ópticos seriales en el plano Z 

fueron obtenidos cada 1 u 8 μM. Los embriones teñidos en las hibridaciones in situ 

fueron fotografiados con una cámara Zeiss Axiocam mrc5 en un estereoscopio Leica 

mz125 con objetivo planapo 1.0x. 

RESULTADOS 

Análisis bioinformático 

Alineamiento de las secuencias de Cyba de D. rerio y H. sapiens 

Se realizaron análisis bioinformáticos para cada gen con la intención de confirmar que 

los genes identificados en el pez cebra corresponden a los homólogos en el humano. 

Para verificar que la secuencia de las subunidades accesorias de los complejos Nox en 

pez cebra que se encuentran reportadas en NCBI correspondiera a la de humano, y 

además conocer el nivel de conservación, se realizó un alineamiento de las secuencias 

proteicas entre ambas especies (Fig. 10). Para cada gen se buscó la secuencia en 

humano reportada en la base de datos NCBI. Al hallarse los genes de interés CYBA, 

P47, P67, NOXO1 y NOXA1 se realizó un blast en el genoma del pez cebra para hallar 

a los genes homólogos y se realizó un alineamiento global para cada proteína. 

Es apropiado mostrar los resultados de cyba como ejemplo ya que los antecedentes 

(resultados no publicados) se han enfocado a provocar el KD del gen. Además de ello, 

este proyecto inicialmente estaba enfocado a Cyba y en el futuro se planea realizar un 

KO de este gen. La información del análisis del resto de los genes se encuentra en el 

apéndice A . 
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La figura 10 muestra el alineamiento de las proteínas Cyba entre humano y pez cebra, 

los aminoácidos indicados en tonos azul son idénticos. El alto nivel de conservación 

entre la proteína de pez cebra y humana puede ser un indicador de que tienen el mismo 

papel en ambos organismos. El alineamiento del resto de las proteínas se encuentra en 

el apéndice 1. 

 

Esquema de la organización genómica de los genes cyba 

Se comparó la organización genómica del gen de CYBA de H. sapiens y D. rerio para 

brindar información adicional sobre el grado de conservación (Fig. 11). Para el esquema 

que se presenta, se consideró la longitud de los exónes, pero no la de los intrones 

manteniéndolos como una longitud fija debido a que las secuencias intrónicas son más 

variables por estar sujetos a presiones selectivas evolutivas menores. La comparación 

se realizó usando datos reportados en Ensembl de las isoformas codificantes 

principales. Se observa que todos los exones mantienen regiones codificantes con el 

mismo número de pares de bases a excepción del último, la similitud de la organización 

sugiere que ambas secuencias son homologas. Los esquemas de organización 

genómica del resto de los genes se encuentran en el apéndice A (Fig. 21). 

 

Figura 10. Alineamiento global Cyba. Se muestra el alineamiento de la secuencia de la 

proteína de Cyba de Danio rerio (Drer) y CYBA de Homo sapiens (Hsap). Las columnas 

del alineamiento están resaltadas en color azul donde los aminoácidos de ambas 

secuencias son idénticos. Identidad: 57.3%. 
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Alineamiento múltiple y cladograma de las secuencias de Cyba de 

diferentes especies de animales representativas 

Para visualizar la cantidad de cambios entre las proteínas Cyba de diferentes especies 

se realizó un cladograma generado a partir del alineamiento global de las secuencias 

proteicas de organismos modelo (Fig. 12). Se eligieron especies representativas de 

distintos grupos de animales incluyendo a H. sapiens y D. rerio, M. musculus, G. gallus y 

X. tropicalis por ser organismos modelo bien establecidos. Adicionalmente se incluyeron: 

A. carolinensis, como representante de reptiles; C. intestinales y B. floridae por 

considerarse organismos más primitivos en el filum de los cordados. Los alineamientos 

múltiple de las secuencias globales y los cladogramas generados de los genes Cyba, 

p47, p67, Noxa1, Noxo1a y Noxo1b se encuentran anexos en el apéndice A (Fig. 22 – 

34). 

 

 

Figura 11. Representación esquemática de la organización intrón-exón del gen cyba 

(p22) de humano y pez cebra. Región no traducida (UTR) en gris, secuencia codificante 

(CDS) en amarillo y regiones intrónicas como líneas negras onduladas. Las UTR y CDS 

están representadas a escala como un píxel por cada par de bases. Las CDS son 

equivalentes a excepción del ultimo exón.  
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Patrón de expresión temporal de las subunidades accesorias de los 

complejos Nox mediante PCR 

Las PCR de punto final para todos los genes se realizaron al menos por duplicado. El 

RNA que se usó en cada experimento se extrajo de grupos distintos de embriones con el 

fin de verificar que los resultados fuesen reproducibles tanto en la presencia de las 

bandas como en la intensidad de estas. Se analizaron los patrones de expresión de los 

genes de las subunidades organizadoras: cyba (p22) (555 bp), p47 (ncf1) (644 bp), 

noxo1a (654 bp) y noxo1b (566 bp); y de las subunidades activadoras: p67 (ncf2) (602 

bp) y noxa1(662 bp) (Fig. 13). La amplificación del gen de actina se usó como control 

positivo en todos los experimentos. Las etapas elegidas para las PCR fueron: 8-16 

células, esfera, escudo, 75% epibolia, primordio y 24 hpf. Eso con el fin de abarcar 

distintos momentos del desarrollo temprano: etapas de herencia materna (8-16 células), 

Figura 12. Cladograma de Cyba. Cladograma generado con el método de clustering “neighbor 

joining”, las ramas indican la cantidad de cambios entre las secuencias de las proteínas Cyba 

de los organismos H. sapiens (Hsap), M. musculus (Mmus), D. rerio (Drer), B. floridae (Bflo), C. 

intestinalis (Cint), X. tropicalis (Xtro), G. gallus (Ggal) y A. carolinensis (Acar). 
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previo a la epibolia (esfera), durante la epibolia y gastrulación (escudo y 75%), al final de 

la epibolia y gastrulación (primordio) y etapas de desarrollo avanzado (24 h). Todos los 

genes amplificados en las reacciones de PCR fueron clonados en la etapa de 24 hpf y 

secuenciados confirmando la identidad de los productos. El mRNA de cyba se pudo 

detectar en todas las etapas analizadas. En el patrón de expresión del gen cyba aparecen 

dos bandas menores a 555 bp en las etapas de escudo, 75% epibolia y primordio cuya 

secuencia no fue posible clonar debido a que se dificultó aislar las bandas a partir del gel. 

El mRNA de p47 se detectó en casi todas las etapas a excepción a la etapa de 24 hpf. 

noxo1a se detectó en todas las etapas, pero la intensidad de la banda aumentó hacia las 

últimas etapas. La intensidad variante de las bandas se repitió de la misma manera en 

ambos experimentos con distintos juegos de RNA. En el caso de noxo1b ocurrió lo 

contrario, la intensidad de la banda fue mayor en las primeras etapas y luego disminuyó 

la señal. p67 (ncf2) se detectó hasta las 24 hpf. El mRNA de noxa1 se detectó en todas 

las etapas analizadas, en las etapas escudo, 75% epibolia y primordio aparecieron 

bandas adicionales de alrededor de 600 bp que debido a complicaciones metodológicas 

no fue posible clonar. La intensidad variante de las bandas podría estar relacionado con 

la cantidad de mRNA que existe de los genes en las etapas estudiadas. Para confirmar 

esta observación sería necesaria realizar una PCR cuantitativa. 

En resumen, los resultados de los patrones de expresión de las subunidades de los 

complejos Nox indican que durante el desarrollo temprano del pez cebra (8-16 células 

hasta 24 hpf) se expresan todas las subunidades organizadoras (cyba, p47, noxo1a y 

noxo1b) y también se expresa una de las subunidades activadoras (noxa1) que 

corresponde al componente catalítico Nox1. 
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Figura 13. Patrón de expresión de las subunidades de los complejos Nox. El mRNA de embriones 

en las etapas de 8-16 células, esfera, escudo, 75% epibolia, primordio y 24 hpf fue extraído para realizar 

PCR de punto final de los genes cyba, p47, noxo1a, noxo1b, p67 y noxa1. las subunidades 

organizadoras (cyba, p47, noxo1a y noxo1b) se encuentran presente desde las 8-16 células hasta las 24 

hpf. La subunidad activadora noxa1 se expresa desde las 8-16 células hasta las 24 hpf. El mRNA de la 

subunidad activadora p67 se expresa a las 24 hpf. Se usó actina como control positivo.  

*A las 24 hpf p47 aparece como una banda tenue. La banda no se percibe en la imagen, sin embargo, 

se clonó el gen a partir de cDNA de esa etapa. 

* 
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Patrón de expresión espacial de las subunidades accesorias de los 

complejos Nox mediante hibridación in situ (ISH) 

Para conocer la ubicación de los mRNA se realizaron ensayos de ISH. Nos interesaba 

conocer en qué región del embrión se expresaba el mRNA correspondiente a cada una 

de las subunidades accesorias de los complejos Nox, así que se clonaron los productos 

de PCR de las subunidades accesorias a las 24 hpf, pero por cuestión de tiempo solo fue 

posible realizar las ISH de cyba, p47 y noxo1a. Para cada gen se generó una sonda anti-

sentido que sirvió para detectar el mRNA, como control negativo se sintetizo una sonda 

sentido que no hibrida con el gen. Para reducir el volumen de muestras y aun estudiar la 

epibolia y gastrulación, se eligieron tres etapas del desarrollo temprano, momentos antes 

(esfera), durante (escudo) y al final (primordio) de la epibolia y gastrulación. En cada 

experimento se tomaron diez embriones para marcar con la sonda anti-sentido y otro 

grupo de diez para incubar con la sonda sentido. Adicionalmente, como control positivo 

se tomaron diez embriones para marcar con una sonda anti-sentido para el gen no tail 

(ntl) cuyo patrón esta reportado. La expresión de ntl durante las etapas tempranas ocurre 

en el margen del blastodermo y en el sitio donde surgirá la notocorda (el mesodermo 

axial) (Schulte-Merker, et al., 1994). El patrón obtenido en los embriones marcados con 

la sonda anti-sentido del gen ntl (Fig. 14) coincidió con el patrón reportado en la literatura 

indicando que la metodología fue realizada de manera adecuada.  

Se realizaron dos experimentos con la sonda de cyba. Los embriones marcados con la 

sonda anti-sentido mostraron señal ubicua sobre el blastodermo (Fig. 15). Los embriones 

de etapa de esfera mostraron señal ubicua de baja intensidad sobre el blastodermo. Los 

embriones en etapa de escudo mostraron señal ubicua de intensidad media a alta sobre 

el blastodermo. En uno de los experimentos, la mitad de los embriones de etapa de 

escudo y primordio mostraron enriquecimientos de la señal en forma de puntos o círculos 

sobre el blastodermo. La localización del enriquecimiento es heterogéneo entre los 

embriones, es decir que el patrón de círculos se aprecia distinto entre los embriones del 

mismo experimento. Para verificar si la señal corresponde a regiones subcelulares es 

necesario realizar ISH sobre cortes del embrión. Los embriones control negativo de cyba 
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en etapa de esfera y escudo (Fig. 15, sentido, esfera y escudo) no mostraron señal. En 

etapa de primordio (Fig. 15, sentido, primordio) muestran una ligera señal.   

Se realizó un experimento con la sonda de p47. Los embriones marcados con la sonda 

anti-sentido en etapa de esfera, escudo y primordio mostraron fuerte señal ubicua sobre 

el blastodermo. Los embriones control marcados con la sonda sentido en etapa de esfera, 

escudo y primordio mostraron señal ubicua (Fig. 16). La señal en embriones control puede 

ser debido a excesivo tiempo de revelado o hibridación inespecífica. Reducir el tiempo de 

revelado o generar sondas a partir de una región distinta del mRNA de p47 podría resolver 

este problema. 

Se realizó un experimento con la sonda noxa1. Los embriones marcados con la sonda 

anti-sentido (Fig. 17) en etapa de esfera, escudo y primordio mostraron señal de 

intensidad media a alta, distribuida de manera ubicua en el blastodermo. Los embriones 

control marcados con la sonda sentido no mostraron señal en etapa de esfera, escudo y 

primordio. 

En general todos los experimentos muestran señal de manera ubicua sobre el 

blastodermo, lo cual indica la presencia del transcrito de los genes cyba, p47 y noxo1a. 

Los resultados de las hibridaciones in situ se consideran preliminares, por cuestión de 

tiempo no fue posible realizar al menos tres experimentos de cada gen. Para evaluar la 

reproducibilidad experimental también es necesario generar sondas para los mismos 

genes con secuencias distintas a las utilizadas en estos experimentos.  
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Figura 14. Gen no tail (ntl) como control positivo. Marcaje mediante hibridaciones in situ de 

embriones completos de pez cebra para detectar RNA de ntl. Embriones de pez cebra en etapa 

de esfera, escudo y primordio. La expresión de este gen ocurre en el margen del blastodermo y 

en sitios donde surgirá la notocorda (mesodermo axial). El vitelo de los embriones en etapa de 

esfera se desprendió parcialmente durante el experimento. Vista lateral de embriones 

orientados con el polo animal hacia arriba y con el dorso hacia la derecha. 
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Figura 15. Marcaje mediante hibridación in situ de embriones completos de pez cebra para detectar RNA de 

cyba. Embriones en etapa de esfera, escudo y primordio. Se aprecia señal de manera ubicua en el 

blastodermo de todas las etapas (anti-sentido). En etapa de escudo y primordio (anti-sentido) existe 

enriquecimiento de la señal en forma de círculos o puntos en el blastodermo. Los embriones marcados con la 

sonda de control negativo (sentido) muestran ligera señal (primordio) o no muestran señal (esfera, escudo). El 

vitelo de los embriones anti-sentido en etapa de esfera se desprendió parcialmente durante el experimento. 

Vista lateral de embriones orientados con el polo animal hacia arriba y con el dorso hacia la derecha. 
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Figura 16. Marcaje mediante hibridación in situ de embriones completos de pez cebra para detectar RNA 

de p47. Embriones en etapa de esfera, escudo y primordio. Se aprecia señal de manera ubicua en el 

blastodermo en embriones de todas las etapas marcados con sonda anti-sentido y también en embriones 

marcados con la sonda de control negativo (sentido). Vista lateral de embriones orientados con el polo 

animal hacia arriba y con el dorso hacia la derecha.  
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Figura 17. Marcaje mediante hibridación in situ de embriones completos de pez cebra para 

detectar RNA de noxo1a. Marcaje mediante hibridación in situ de embriones completos de pez 

cebra para detectar RNA de noxo1a. Embriones en etapa de esfera, escudo y primordio. Se 

aprecia señal de manera ubicua en el blastodermo (anti-sentido) en todas las etapas.  Los 

embriones marcados con la sonda de control negativo no muestran señal en ninguna etapa. El 

vitelo de los embriones marcados con la sonda anti-sentido y sentido en etapa de esfera se 

desprendió parcialmente durante el experimento. Vista lateral de embriones orientados con el 

polo animal hacia arriba y con el dorso hacia la derecha. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patrón de expresión de la proteína Cyba 

Al proyecto se le agregaron experimentos del patrón de expresión de la proteína Cyba 

mediante inmunofluorescencia ya que el laboratorio disponía de un anticuerpo anti-

Cyba. La motivación principal para conocer la ubicación de Cyba, es que la localización 

de una proteína puede estar relacionada con su actividad. En el futuro se desean hacer 

experimentos similares para conocer el patrón de expresión de las subunidades p47, 

p67, Noxa1, Noxo1a y Noxo1b. 

Se realizó un experimento donde se fijaron veinte embriones por cada etapa del 

desarrollo, diez embriones de cada etapa se usaron como control negativo (embriones 

sin anticuerpo primario, apéndice A, Fig. 35). Las etapas elegidas abarcaron las 
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primeras horas post fertilización, incluyendo las primeras células, la epibolia, la 

gastrulación y el desarrollo tardío.  Los embriones que se muestran en los resultados 

(Fig. 18a, 18b y Fig. 19) se encuentran dentro de los mismos periodos del desarrollo 

que las etapas elegidas en el experimento de patrón de expresión de PCR, sin 

embargo, se muestran algunas etapas distintas a las de las PCR porque las diferencias 

de señal se aprecian con facilidad en esas imágenes (Fig. 18a, 18b y Fig. 19). Se 

realizó una triple inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-Cyba, tinción para núcleos 

con DAPI y tinción para detectar los filamentos de actina con faloidina. La triple tinción 

nos permite observar con mayor claridad la ubicación celular de Cyba en las diferentes 

etapas del desarrollo de los embriones. Se muestra únicamente la sobreposición de los 

canales de actina y Cyba para apreciar con mayor facilidad la ubicación de la señal en 

los embriones (Fig. 18a y 18b). En el caso de la fig. 19 se muestra la sobreposición de 

los canales de Cyba/núcleos y Cyba/actina para localizar el enriquecimiento de Cyba 

que se observa en núcleos.     

 

En los embriones de 4 células los filamentos de actina se encuentran principalmente en 

los surcos de división. En la misma etapa la señal de Cyba se encuentra distribuida en 

todas las células de manera homogénea, en los surcos de división no se aprecia señal 

de Cyba.  En etapas menores a 1000 células (4 células – 128 - 256 células, Fig. 18a) se 

observa que la señal está distribuida de manera homogénea en las células del polo 

animal. Alrededor de las 1000 células los embriones (Fig. 19) muestran un 

enriquecimiento de la señal de Cyba en las células más superficiales del polo animal, 

que corresponden a la capa envolvente (Fig. 19, EVL Cyba). La señal de Cyba en los 

núcleos de la capa envolvente se disminuye en las células que se encuentran en 

mitosis (Fig. 19, EVL Cyba). Estudios de colocalización son necesarios para determinar 

si la señal de la proteína se encuentra enriquecida en los núcleos de las células de la 

capa envolvente. A simple vista se considera que el enriquecimiento de Cyba es nuclear 

ya que la señal de la proteína presenta tamaño y forma similar a la señal de DAPI (Fig. 

19, EVL núcleos). En la misma etapa, las células en los cortes ópticos más profundos, 

que corresponden a la capa de células profundas (Fig. 19, DCL), muestran una 

distribución homogénea de la señal de Cyba.  
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El enriquecimiento de la señal de Cyba en la capa de células envolventes (EVL) se 

mantiene durante la epibolia y gastrulación (Fig. 18, 75% epibolia). La señal se vuelve a 

homogenizar en el embrión hacia el final de la gastrulación y el desarrollo avanzado 

(Fig. 18, Primordio y 24 hpf). 

En la etapa de 75% las células del blastodermo envuelven la mayor parte del vitelo (Fig. 

18b 75% epibolia). En esa etapa la actina que se observa en el vitelo corresponde a la 

banda marginal de actina y a la actina cortical del vitelo, redes que están involucradas 

en progresión de la epibolia (Bruce, 2016).  

Durante la gastrulación el blastodermo envuelve al vitelo mediante la epibolia y las 

células se reorganizan hacia el futuro dorso del embrión (movimiento llamado extensión 

convergente), por ello en la etapa de primordio el vitelo no se aprecia, y además, se 

genera una zona donde disminuye la densidad de las células de la capa profunda 

(conocida como zona de evacuación) (Fig. 18b, primordio, núcleos). En la misma etapa 

la señal de Cyba en el vitelo se enriquece a manera de gránulos distribuidos de manera 

heterogénea, es probable que sean artefactos. Lo mismo ocurre en el vitelo de los 

embriones de 24 hpf.  

A las 24 hpf la señal de Cyba es ubicua, sin embargo, se enriquece la señal a manera 

de gránulos en algunas estructuras del sistema nervioso. Para verificar la ubicación de 

la señal es necesario realizar inmunotinciónes en cortes histológicos.  

 

Estos resultados son observaciones preliminares ya que el anticuerpo primario (anti-

Cyba) no ha sido validado. 
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Cyba/F-actina Cyba F-actina Núcleos 

4-Células 

128-Células 

-256 Células 

1000 Células 

-Esfera 

Figura 18a. Localización de Cyba durante el desarrollo temprano del de pez cebra. Embriones teñidos para 

visualizar núcleos, filamentos de actina y Cyba en etapa de: 4 células, 128 – 256 células, 1000 celulas - esfera. La 

sobreposición del canal de actina y Cyba permite observar la localización intracelular de la señal. La señal se 

encuentra distribuida de manera homogénea en el polo animal (4-células, 128-células). Previo a la epibolia (1000 

células - esfera) se observan puntos de enriquecimiento de la señal de Cyba en los núcleos. Embriones de 4 

células, 128 células y esfera se muestran con el polo animal hacia el frente. Embriones de 75% epibolia y primordio 

se muestran con el polo animal hacia arriba y el dorso a la derecha. Los embriones de 24 hpf se muestran 

incompletos con la cabeza hacia arriba con el dorso a la izquierda. Como control negativo (no mostrado) se usaron 

embriones sin anticuerpo primario anti-Cyba. Las condiciones de adquisición de imagen se modificaron en los 

embriones de 24 hpf en el canal de f-actina para permitir la observación de las estructuras de actina. 
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Cyba/F-actina Cyba F-actina Núcleos 

75% Epibolia 

Primordio 

24 hpf 

Figura 18b. Localización de Cyba durante el desarrollo temprano del de pez cebra. Embriones teñidos para 

visualizar núcleos, filamentos de actina y Cyba en etapa de: 75% de epibolia, primordio, 24h de desarrollo. La 

sobreposición del canal de actina y Cyba permite observar la localización intracelular de la señal. Durante la 

epibolia (75% epibolia) la señal de Cyba continúa enriquecida en algunos de los núcleos y se homogeniza hacia el 

final de la gastrulación (primordio) y el desarrollo tardío (24 hpf). Embriones de 75% epibolia y primordio se 

muestran con el polo animal hacia arriba y el dorso a la derecha. Los embriones de 24 hpf se muestran 

incompletos con la cabeza hacia arriba con el dorso a la izquierda. Se redujo la sensibilidad del fotomultiplicador en 

los embriones de 24 hpf en el canal de actina para evitar la saturación de la imagen con la señal que proviene de 

los precursores musculares.  
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Figura 19. Inmunotinción de Cyba en etapa de 1000 células - esfera. Embriones 

teñidos para visualizar núcleos, filamentos de actina y Cyba en 1000 células - esfera. 

La sobreposición del canal de núcleos, actina y Cyba permite observar la localización 

intracelular de la señal. Se muestra en la columna izquierda las células de la DCL, las 

células más profundas del embrión, donde la señal está distribuida de manera 

homogénea entre las células. En la columna derecha se muestra un corte óptico 

superficial (EVL) donde se observan las células de la capa envolvente. Ahí la señal se 

encuentra enriquecida en los núcleos. La señal de Cyba nuclear disminuye en las 

células que se encuentran en mitosis. Los embriones se encuentran orientados con el 

polo animal orientado hacia el frente.  
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DISCUSIÓN 

De manera breve, la hipótesis de trabajo era que las subunidades accesorias de los 

complejos Nox se expresan durante el desarrollo temprano del pez cebra. La evidencia 

obtenida en este trabajo muestra que la mayoría de las subunidades accesorias de los 

complejos Nox se expresan durante el desarrollo temprano.  

Este trabajo extiende los resultados del proyecto (no publicado) sobre el patrón de 

expresión de los componentes catalíticos de los complejos Nox. Otros grupos de trabajo 

previamente han reportado el patrón de expresión de las Nox en el pez cebra (Weaver, 

et al., 2016), sin embargo, reportan los patrones a partir de las 12 hpf y no incluyen el 

patrón de las subunidades accesorias de los complejos. En la tabla 3 y la fig. 20 se 

muestra el resumen de los resultados de los patrones de expresión mediante PCR de 

los componentes catalíticos y las subunidades accesorias de los complejos Nox. En la 

tabla 3 se da detalle de la dinámica de la expresión temporal de los componentes de los 

complejos. Mientras que en la fig. 20 se muestra el resumen de los complejos 

ensamblados por completo. Aun es necesario realizar el análisis de todos los 

componentes catalíticos en la etapa de 8-16 y el análisis de Nox4 en todas las etapas. 

Sin embargo, es evidente que el complejo Nox1 y Duox1 se encuentran presentes 

desde etapas de herencia materna (8-16 células), hasta el desarrollo tardío.  

Previo a realizar los experimentos de este proyecto se esperaba que los patrones de 

expresión de todas las subunidades accesorias coincidiesen exactamente con los 

patrones de los componentes catalíticos. Sin embargo, no fue el caso para todos los 

complejos Nox. En el caso del componente catalítico Nox2 su mRNA comienza a ser 

expresado desde la etapa de escudo, mientras que su subunidad activadora p67, se 

expresa hacia el final de la gastrulación en la etapa de primordio. Aun en la ausencia de 

su activador canónico, se ha demostrado en un sistema reconstituido libre de células 

que Nox2 tiene actividad moderada con la subunidad activadora Noxa1 (Kawano, et al., 

2012). Además, es posible que la activación de Nox2 por Noxa1 ocurra en condiciones 

fisiológicas ya que se ha observado en células vasculares de musculo liso de ratón que 

Nox2 es coexpresada con Noxa1, y además, que la atenuación de la expresión de la 
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proteína Noxa1 disminuye la producción de ERO en esas células (Ambasta, et al., 

2006). 

Es posible que las dos bandas menores a 555 bp observadas en las PCR de cyba en 

las etapas de escudo, 75% epibolia y primordio correspondan a transcritos de mRNA 

alternativos ya que los oligos se posicionan en el exón 1 y 6; y la resta de uno o dos de 

los exones intermedios daría como resultado a secuencias con una longitud similar a la 

que se observa en las PCR de cyba. Lo mismo es posible para la banda de alrededor 

de 600 bp que aparece en los PCR de noxa1 en las etapas de escudo, 75% epibolia y 

primordio, donde el sitio de hibridación del oligo forward de noxa1 está sobre el exón 2 y 

el oligo reverse se encuentra en el exón 6, los exones intermedios 3, 4 y 5 tienen una 

longitud entre 83, 109 y 135 bp. La resta de alguno de los exones intermedios resultaría 

en una secuencia con longitud similar a la que se observa en las PCR de noxa1. Es 

necesario clonar y secuenciar las bandas para confirmar si son formas alternativas de 

maduración de los mRNA. La demanda de formas alternativas de cyba o noxa1 en esas 

etapas, que coinciden con las  etapas de gastrulación, puede ser relevante para cumplir 

funciones importantes en distintos compartimentos celulares, como es el caso de la 

subunidad organizadora noxo1 cuyas formas alternativas de maduración de los mRNA 

muestran preferencia por distintos compartimentos celulares en líneas celulares 

HEK293 y COS-7 (Ueyama, et al., 2007). En otros organismos se ha visto que durante 

el desarrollo embrionario aumenta la transcripción de formas alternativas de la 

maduración de los mRNAs de genes relacionados con procesos del desarrollo (Revil, et 

al., 2010). 

En cuanto a los genes duplicados de la subunidad organizadora, noxo1a y noxo1b, es 

posible que cumplan la misma función. Por lo tanto, los cambios en la intensidad de las 

bandas en los patrones de expresión podrían significar que la mayor expresión de 

noxo1a compensa por la baja expresión de noxo1b. Otra posibilidad es que el recambio 

entre noxo1b por noxo1a sea debido a que cumplen funciones especializadas en 

distintos compartimentos celulares, o incluso podrían cumplir una función en regular la 

cantidad de ERO producidas por los complejos Nox. De manera alternativa, estas 

proteínas podrían estar teniendo funciones no relacionadas con los complejos Nox que 

aún se desconocen. Se sabe que la duplicación de genes sirve para crear nuevo 
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material genético que ayuda a regular la cantidad de un producto, a subespecializar 

funciones de una proteína o incluso es posible que función de la secuencia duplicada se 

aleje de la función de la secuencia original  (Zhang, 2003). Para verificar cual es el 

motivo del cambio en la expresión de noxo1b y noxo1a en el futuro serán necesarios 

estudios de colocalización y función en complejo con Nox1. 

Previo a realizar las ISH se consideró conveniente iniciar con genes para los cuales ya 

se hubiesen realizado patrones de expresión. Existe en la base de datos ZFIN un 

antecedente no publicado (Thisse & Thisse, 2004) (Thisse, et al., 2001) sobre el patrón 

de expresión de los genes cyba, p47 y noxo1a en embrión completo de pez cebra de la 

cepa AB/TU. En el caso de los genes p67, noxo1b y noxa1 no existen ISH o los 

embriones no muestran señal.  

Los resultados obtenidos aquí sobre el patrón de expresión de cyba mediante ISH 

coinciden con los presentados por (Thisse & Thisse, 2004), el cual es un patrón sin 

restricción espacial en todas las etapas analizadas. No es posible hacer una 

comparación directa con la señal de p47 de este proyecto y la presentada en ZFIN ya 

que los embriones presentados ahí son de etapas más avanzadas, 14-19 somitas (16 

hpf), donde la señal parece restringida a los macrófagos.   Mientras que el presunto 

patrón de noxo1a presentado en ZFIN no coincide con lo obtenido en este proyecto, ahí 

la señal en los embriones en etapas de epibolia y primordio aparece como anillos. 

En los experimentos de inmunofluorescencia (Fig. 18a, 18b y 19)  se observa señal del 

anticuerpo en todas las etapas del desarrollo estudiadas, desde los primeros minutos de 

fertilización hasta las 24 hpf, la señal de Cyba es ubicua. Existen reportes de 

experimentos de inmunofluorescencia donde se observa señal de Cyba con localización 

nuclear (Weyemi, et al., 2012), eso sugiere que la señal enriquecida que fue observada 

experimentos de este proyecto en las etapas de 1000 células – esfera y hasta el final de 

la epibolia es verdadera. Sin embargo, aún es necesario realizar la validación del 

anticuerpo. Además, se ha reportado que una de las isoformas de la subunidad Noxo1 

tiene localización nuclear (Ueyama, et al., 2007). De manera similar, se sabe de 

algunos componentes catalíticos de los complejos Nox que han sido reportados cerca 

del núcleo (Gordillo, et al., 2010). Creemos que la señal enriquecida de Cyba en la EVL 

durante la etapa de 1000 células – esfera está relacionada con la transición de la 
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blástula media, cuando el embrión inicia la transcripción de su genoma, genera recursos 

para los procesos que ocurren en los siguientes periodos del desarrollo, entre ellos la 

epibolia y la gastrulación. 

En general, con los estudios realizados en este proyecto se puede concluir que durante 

el desarrollo temprano del pez cebra se expresa la mayoría de las subunidades de los 

complejos Nox. Los resultados de este trabajo junto con los antecedentes de nuestro 

laboratorio (experimentos realizados por Mendez-Cruz y Mendieta-Serrano) implican 

que previo a la gastrulación se expresan los componentes suficientes para formar el 

complejo Nox1 y el complejo Duox1. También implican que durante la gastrulación se 

expresan los componentes para formar el complejo Nox2 y Nox5. En teoría, la 

expresión de los genes de varios integrantes de la familia NADPH oxidasa, desde 

etapas de herencia materna hasta etapas adultas, sugiere que tienen una función 

relevante en el organismo. La expresión de los genes indica que es posible que ocurra 

la traducción a proteína. A largo plazo se desea conocer si efectivamente están 

presentes las proteínas de los componentes de los complejos. En su caso, conocer si 

se están formando los complejos de las Nox, cuales son, en donde se ubican y conocer 

si son funcionales durante los movimientos morfogénicos de la gastrulación y 

posteriormente investigar qué papel tienen las ERO durante el desarrollo. 

Entre los pasos específicos a seguir en esta línea de investigación se encuentran: 

validar el anticuerpo anti-Cyba mediante western blot o embriones KO. Realizar ISH 

para conocer el patrón de expresión del mRNA de p67, noxo1b y noxa1. Realizar 

inmunofluorescencias para conocer la expresión de las proteínas de p47, p67, Noxoa1, 

Noxo1b y Noxa1.  

 

 

Familia NADPH 

oxidasa del pez cebra 

Componentes 

de los 

complejos 

Etapas del desarrollo embrionario 

8-16 

células 
Esfera Escudo 

75% 

epibolia 
Primordio 

24 

hpf 

Tabla 3. Resumen de los patrones de expresión de los componentes de los complejos Nox en el 

pez cebra durante el desarrollo temprano. 
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NADPH 

oxidasa 

1 

Componente 

catalítico 
Nox1 AP + + + + + 

Subunidades 

organizadoras 

Cyba + + + + + + 

Noxo1a + + + + + + 

Noxo1b + + + + + + 

Subunidad 

activadora 
Noxa1 + + + + + + 

NADPH 

oxidasa 

2 

Componente 

catalítico 
Nox2 AP - + + + + 

Subunidades 

organizadoras 

Cyba + + + + + + 

p47 + + + + + + 

Subunidad 

activadora 
p67 - - - - + + 

NADPH 

oxidasa 

4 

Componente 

catalítico 
Nox4 AP AP AP AP AP AP 

Subunidad 

organizadora 
Cyba + + + + + + 

NADPH 

oxidasa 

5 

Componente 

catalítico 
Nox5 AP - + + + + 

Oxidasa 

dual 1 

Componente 

catalítico 
Duox1 AP + + + + + 

La tabla fue realizada tomando en cuenta los antecedentes no publicados de Mendieta-Serrano y Mendez-Cruz 

del patrón de expresión de los componentes catalíticos. Análisis pendiente (AP), gen amplificado mediante PCR 

de punto final (+), gen no detectado mediante amplificación con PCR de punto final (-). 
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Figura 20. Resumen de los complejos Nox expresados durante el desarrollo 

embrionario. Duox1 y el componente catalítico Nox1 y sus subunidades se expresan 

desde las 8-16 hasta las 24 hpf. El complejo Nox2 se completa con sus subunidades 

canónicas a las 24 hpf. Se desconoce el patrón de expresión completo de Nox4. Nox5 

comienza a ser expresado durante la gastrulación (Escudo). La figura toma en cuenta 

los antecedentes no publicados de Mendieta-Serrano y Mendez-Cruz del patrón de 

expresión de los componentes catalíticos. 

Esfera Escudo 

75% 

epibolia Primordio 24 hpf 
8-16 

Células 
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CONCLUSIONES 

• Las subunidades accesorias de los complejos Nox (cyba, p47, p67, noxo1a, 

noxo1b y noxa1) se expresan durante el desarrollo temprano del pez cebra (8-16 

células hasta las 24 hpf).  

• Considerando los antecedentes inmediatos (Fig. 8), los complejos Nox1 y Duox1 

podrían estar participando en la producción de ERO desde etapas de herencia 

materna y es posible que Nox2 y Nox5 contribuyan para aumentar el ambiente 

oxidativo a partir de la gastrulación (etapa escudo) (Fig. 20).  
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APENDICE A 

 

Tabla 4.  Número de referencia en NCBI de las secuencias de los genes de las 

subunidades de los complejos Nox para cada organismo considerado en los 

alineamientos.  

p47 (ncf1) D. rerio NP_001025242.1 

H. sapiens NP_000256.4 

X. tropicalis NP_001106375.1 

M. musculus NP_001272966.1 

B. floridae XP_002605875.1 

G. gallus NP_001025880.1 

A. carolinensis XP_003230801.2 

C. intestinalis NP_001029000.1 

p67(ncf2) D. rerio NP_001103932.1 

H. sapiens NP_000424.2 

X. tropicalis NP_001029119.1 

M. musculus NP_035007.1 

B. floridae XP_002600343.1 

G. gallus XP_004943334.1 

A. carolinensis XP_008112920.1 

C. intestinalis XP_002123694.2 

cyba(p22) D. rerio NP_956873.1 

H. sapiens NP_000092.2 

X. tropicalis NP_001016480.1 

M. musculus NP_031832.2 

B. floridae XP_002604933.1 

G. gallus XP_015148149.1 

A. carolinensis XP_016853551.1 

C. intestinalis XP_002119312.1 

noxo1 D. rerio noxo1a  NP_001071052.1 

D. rerio noxo1b NP_001313627.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001025242.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000256.4?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001106375.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=17&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001106375.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=17&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001272966.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001272966.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_002605875.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=28&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_002605875.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=28&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001025880.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001025880.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=V7BBPMG4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001103932.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000424.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001029119.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001029119.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_035007.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_035007.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_002600343.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_002600343.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_004943334.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_004943334.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=V7KBZ1GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_002123694.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=60&RID=V7KBZ1GF01R
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G. gallus XP_004945813.2 

A. carolinensis XP_008112920.1 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001242996.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=V7XW0X8F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_004945813.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=V7XW0X8F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_004945813.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=V7XW0X8F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_008112920.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=13&RID=V7XW0X8F015
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Figura 21. Representación esquemática de la organización intrón-exón de los genes de las subunidades accesorias de 

Nox de humano y pez cebra.  Región no traducida (UTR) en gris, secuencia codificante (CDS) en amarillo y regiones 

intrónicas como líneas negras. Las UTR y CDS están representadas a escala como un píxel por cada par de bases. Se 

muestra las secuencias de los transcritos principales de D. rerio y H. sapiens. noxo1 en pez cebra es un gen duplicado, 

noxo1a y noxo1b así que se incluyeron las isoformas a, b, c y d de H. sapiens. 
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Figura 22. Alineamiento múltiple de la secuencia global de Cyba. Se muestra el alineamiento de la 

secuencia de la proteína de Cyba de Danio rerio (Drer), Homo sapiens (Hsap), Branchiostoma floridae 

(Bflo), Mus musculus (Mmus), Anolis carolinensis (Acar), Gallus gallus (Ggal), Xenopus tropicalis (Xtro) 

y Ciona intestinalis (Cint). Las columnas del alineamiento están resaltadas en color azul fuerte donde 

el 100% de las secuencias son idénticas. En azul claro se encuentran resaltadas las columnas donde al 

menos el 50% de las secuencias son idénticas.  
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Figura 24. Alineamiento global de p47. Se muestra el alineamiento de la secuencia de la 

proteína de p47 de Danio rerio (Drer) y Homo sapiens (Hsap). Las columnas del alineamiento 

están resaltadas en color azul donde los aminoácidos de ambas secuencias son idénticos. 

Identidad: 55.38%.  

 

Figura 23. Alineamiento múltiple de la secuencia global de p47. Se muestra el alineamiento de 

la secuencia de la proteína de p47 de Danio rerio (Drer), Homo sapiens (Hsap), Branchiostoma 

floridae (Bflo), Mus musculus (Mmus), Anolis carolinensis (Acar), Gallus gallus (Ggal), Xenopus 

tropicalis (Xtro) y Ciona intestinalis (Cint). Las columnas del alineamiento están resaltadas en 

color azul fuerte donde el 100% de las secuencias son idénticas. En azul claro se encuentran 

resaltadas las columnas donde al menos el 50% de las secuencias son idénticas. Se truncó la 

secuencia de Branchiostoma floridae a partir del aminoácido número 523 ya que no ocurre 

alineamiento en el resto de la proteína. 
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Figura 25. Cladograma de p47 (Ncf1). Cladograma generado con el método de clustering “neighbor joining” 

muestra la cantidad de cambios entre las secuencias de la proteína Ncf1 de los organismos H. sapiens (Hsap), M. 

musculus (Mmus), D. rerio (Drer), B. floridae (Bflo), C. intestinalis (Cint), X. tropicalis (Xtro), G. gallus (Ggal) y A. 

carolinensis (Acar). 
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Figura 27. Alineamiento p67. Se muestra el alineamiento de la secuencia de la proteína de 

p67(ncf2) de Danio rerio (Drer) y Homo sapiens (Hsap). Las columnas del alineamiento están 

resaltadas donde los aminoácidos de ambas secuencias son idénticos. Identidad: 47.09%. 

 

Figura 26. Alineamiento múltiple de la secuencia global de p67. Se muestra el alineamiento de 

la secuencia de la proteína de p67 de Danio rerio (Drer), Homo sapiens (Hsap), Branchiostoma 

floridae (Bflo), Mus musculus (Mmus), Anolis carolinensis (Acar), Gallus gallus (Ggal), Xenopus 

tropicalis (Xtro) y Ciona intestinalis (Cint). Las columnas del alineamiento están resaltadas en 

color azul fuerte donde el 100% de las secuencias son idénticas. En azul claro se encuentran 

resaltadas las columnas donde al menos el 50% de las secuencias son idénticas.  
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Figura 28. Cladograma de p67(Ncf2). Cladograma generado con el método de clustering “neighbor 

joining” muestra la cantidad de cambios entre las secuencias de la proteína p67(Ncf2) de los organismos 

H. sapiens (Hsap), M. musculus (Mmus), D. rerio (Drer), B. floridae (Bflo), C. intestinalis (Cint), X. tropicalis 

(Xtro), G. gallus (Ggal) y A. carolinensis (Acar). 
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Figura 30. Alineamiento Noxa1. Se muestra el alineamiento de la secuencia de la proteína de Noxa1 

de Danio rerio (Drer) y Homo sapiens (Hsap). Las columnas del alineamiento están resaltadas donde 

los aminoácidos de ambas secuencias son idénticos. Identidad: 33.59%. 

 

Figura 29. Alineamiento múltiple de la secuencia global de Noxa1. Se muestra el alineamiento 

de la secuencia de la proteína de Noxa1 de Danio rerio (Drer), Homo sapiens (Hsap), 

Branchiostoma floridae (Bflo), Mus musculus (Mmus), Anolis carolinensis (Acar), Gallus gallus 

(Ggal), Xenopus tropicalis (Xtro) y Ciona intestinalis (Cint). Las columnas del alineamiento están 

resaltadas en color azul fuerte donde el 100% de las secuencias son idénticas. En azul claro se 

encuentran resaltadas las columnas donde al menos el 50% de las secuencias son idénticas.  
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Figura 31. Cladograma de Noxa1. Cladograma generado con el método de clustering “neighbor joining” 

muestra la cantidad de cambios entre las secuencias de la proteína Noxa1 de los organismos H. sapiens 

(Hsap), M. musculus (Mmus), D. rerio (Drer), B. floridae (Bflo), C. intestinalis (Cint), X. tropicalis (Xtro), G. 

gallus (Ggal) y A. carolinensis (Acar). 
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Figura 32. Alineamiento múltiple de la secuencia global de Noxo1. Se muestra el alineamiento 

de la secuencia de la proteína de Noxo1 de Danio rerio (Drer), Homo sapiens (Hsap), 

Branchiostoma floridae (Bflo), Mus musculus (Mmus), Anolis carolinensis (Acar), Gallus gallus 

(Ggal), Xenopus tropicalis (Xtro) y Ciona intestinalis (Cint). Las columnas del alineamiento están 

resaltadas en color azul fuerte donde el 100% de las secuencias son idénticas. En azul claro se 

encuentran resaltadas las columnas donde al menos el 50% de las secuencias son idénticas. Se 

incluyeron todas las secuencias reportadas de Homo sapiens para compararlas con las secuencias 

proteicas de los genes duplicados Noxo1a y Noxo1b de Danio rerio. 
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Figura 34. Cladograma de Noxo1. Cladograma generado con el método de clustering “neighbor joining” 

muestra la cantidad de cambios entre las secuencias de la proteína Noxo1 de los organismos H. sapiens 

(Hsap), M. musculus (Mmus), D. rerio (Drer), B. floridae (Bflo), C. intestinalis (Cint), X. tropicalis (Xtro), G. 

gallus (Ggal) y A. carolinensis (Acar). 

Figura 33. Alineamiento noxo1. Se muestra el alineamiento de la secuencia de las proteínas Noxo1a y 

Noxo1b de Danio rerio (Drer) y las isoformas reportadas en NCBI de NOXO1 de Homo sapiens (Hsap). Las 

columnas del alineamiento están resaltadas donde los aminoácidos son idénticos. Se muestran el 

alineamiento secuencias de cuatro isoformas reportadas de H. sapiens (isofa, isofb, isofc, isofd) y los dos 

genes duplicados de Noxo1 de D. rerio (Noxo1a y Noxo1b).   
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Figura 35. Control negativo de inmunotinción en etapa de escudo. Se muestran embriones con 

triple tinción, para observar núcleos, filamentos de actina (f-actina) y Cyba. El embrión de la línea 

superior fue incubado con anticuerpo primario (anti-Cyba) y anticuerpo secundario. Se observa señal en 

los tres canales. El embrión control negativo de la línea inferior fue incubado únicamente con el 

anticuerpo secundario. Se observa señal en el canal de núcleos y filamentos de actina. No se observó 

señal del anticuerpo secundario.  
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APENDICE B 
 

Recetas 

 

Buffer Salino fosfatos – PBS 2x 

Cuando esta diluido 1:1 con agua destilada, las concentraciones finales son: 0.8% NaCl, 

0.02% KCl and 0.02 M PO4. 

 

• 8.0 g NaCl 

• 0.2 g KCl 

• 200 ml 0.1 M PO4 Buffer, pH 7.3 

• 300 ml dH2O 

Primero ajustar el pH a 7.3 y después aforar a 500 ml. 

 

 PO4 buffer (0.1 M, pH 7.3): 

• 77 ml 0.1 M NaH2PO4 (13.8 g NaH2PO4xH2O/liter dH2O) 

• 23 ml 0.1 M Na2HPO4 (14.2 g Na2HPO4/liter dH2O) 

(Westerfield 2007) 

 

Medio para huevos 

Sales stock: 40 g sal “Instant Ocean” en 1 L de agua destilada 

Agua de huevos = 1.5 ml de sales stock a 1 L de agua destilada = 60 µg/ml concentración 

final. (Westerfield, 2007). 

 

Extracción de RNA 

 

Este protocolo es modificado de Lan et al., (2009).  
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1. Sesenta embriones seleccionados en la etapa deseada se colocan en un tubo 

eppendorf, se les retira el agua de acuario y se utiliza una solución de 

estabilización de RNA siguiendo el protocolo indicado por el proveedor 

(RNAlater™ Life Technologies, AM7020).  

2. Al tubo se agregan 1000 µl de TRIzol® (Cat. 15596026). Se disgregan y 

homogenizan los embriones con una jeringa. 

3. Incubar a temperatura ambiente 5 min. 

4. Se agregan 200 μl de cloroformo, se agita en vortex en intensidad media-alta 15 

segundos, debe alcanzar un color rosado crema. Se permite reposar 3 min a 

temperatura ambiente. 

5. Centrifugar a 10,000 g durante 15 min a 4°C 

6. Transferir 550 µL de la fase acuosa a un tubo limpio de 1.5 o 2.0 mL 

7. Agregar 550 µL de isopropanol. Incubar 10 mina temperatura ambiente. 

8. Centrifugar 10 min a 12,000 g a 4°C (centrifugar 10 min adicionales si no se forma 

un pellet). 

9. Retirar el sobrenadante. Agregar 1000 µL de etanol al 70% para lavar el pellet.  

10. Centrifugar a 10,000 g por 5 min a 4°C. 

11. Decantar el sobrenadante en tubos limpios. 

12. Centrifugar el pellet a 10,000 g durante 5 min a 4°C 

13. Retirar el pequeño volumen sobrenadante utilizando una punta de 20 µL. 

14. Resuspender el pellet en 55 µL de agua DEPC. Dividir 10 µL entre cinco tubos 

(eppendorf de 0.6 mL) y usar los 5 µL restantes para cuantificar y verificar la calidad 

de la extracción.  

 

Síntesis de cDNA 

 

Se usó la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen Ref. 28025-13) y se siguió el protocolo 

del fabricante. 

1) En un tubo se mezclan los reactivos de la tabla 5: 
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Tabla 5. Reactivos para síntesis de cDNA. 

Oligo (dT) (500 µg/mL) 0.5 µL 

Random primers  0.5 µL  

Mezcla de dNTP (10 mM de cada uno: 

dATP, dGTP, dCTP y dTTP) 

1 µL  

 

RNA total  2000 ng 

Agua estéril destilada Suficiente para alcanzar 12 µL total 

 

 

 

 

2) Se calienta la mezcla a 65°C durante 5 min y después de ello rápidamente se pasó 

a hielo por dos min adicionales. Se adicionó a la mezcla indicada en la tabla 6: 

 

Tabla 6. Reactivos para síntesis de cDNA. 

Buffer first strand 5X 4 µl 

DTT 0.1 M 2 µl 

RNaseOUT inhibidor recombinante de 

ribonucleasa (40 unidades/µl) 

1 µl 

 

3) Se incuba a 37°C durante 2 min 

4) Se agrega 1 µl (200 unidades) de M-MLV RT y se mezcla cuidadosamente. Se 

incuba a 25°C durante 10 min. 

5) Se incuba 50 min a 37°C 

6) Se inactiva la reacción calentándola a 70°C durante 15 min. 
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Patrón de expresión temporal mediante PCR 

 

Los oligonucleótidos para las subunidades (Tabla 7) se diseñaron con la herramienta 

“primer blast” de NCBI para cada uno de los genes. 

 

Tabla 7. Oligonucleótidos diseñados en NCBI para amplificar los genes de las subunidades 

de los complejos Nox. 

Nombre de 

subunidad 

Oligo Forward Oligo reverse Tm 

°C 

Tamaño 

de 

amplicón 

Referencia de 

secuencia NCBI 

cyba/p22phox/ 

cytochrome b-245, 

alpha polypeptide 

GCG AAG ATT GAG 

TGG GCG ATG TGG 

GCC 

TTA TTC GTT GAT GGT 

GAC AGA CAT AGG 

ATT GTC 

68.4 

°C 

555 bp NM_200579.1 

P47/NCF1/ 

neutrophil cytosolic 

factor 1 

GAG TCC AGG AGA 

GGA TGG GT 

AGT GGG ATG CTT 

CAG TCA GC 

64.8 

°C 

644 bp NM_001030071.2 

Noxo1a/NADPH 

oxidase organizer 1a 

AAC AGC GCA ACA 

ACA CAA CA 

CCA CCA ACC TTT 

CTG GTC CT 

60.8 

°C 

654 bp NM_001077584.1 

Noxo1b/NADPH 

oxidase organizer 1b 

GTG CTG TTG TGG 

AGC TGT TG 

TTT ACG GGT GTA 

GGT GGT GC 

64.8 

°C 

566 bp NM_001326698.1 

P67/NCF2/neutrophil 

cytosolic factor 2 

ATG TGT TCA CTG 

CTC ACC GT 

CCT TTT CTC CAG CTC 

TGC CA 

60.8 

°C 

621 bp NM_001110462.1 

Noxa1/NADPH 

oxidase activator 1 

GTT TGT GGT TGC 

GTC CAC TC 

AAG TGC AGA GAG 

CTG AAG GG 

60.8 

°C 

662 bp NM_001030100.2 

 

 

Se utilizan las enzimas: Taq DNA polymerase (life technologies™) y Amplificasa® 

(BioTecMol), realizando modificaciones a los protocolos de los fabricantes como se indica 

en la tabla 8: 

 

Tabla 8. Reactivos para reacción de PCR para 

enzima de BioTecMol y Life Technologies.  
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 Amplificasa 

(BioTecMol) x1 

Taq DNA 

polymerase (life 

technologies™) 

X1 

Amortiguador 10X 2 μl 2 μl 

MgCl2  20X (1.5 mM 

final) 

1 μl 1 μl 

Deoxinucleotidos 

10X (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP 2mM 

c/u) 

1 μl 1 μl 

cDNA templado 

250 ng/μl 

3 μl 3 μl 

Iniciadores 10X (10 

μl c/u) 

0.8 μl 2 μl 

H2O 12 μl 10.8 μl 

Enzima 0.2 μl 0.2 μl 

 

El cDNA de cada etapa del desarrollo se llevó a 250 ng/μl 

En el caso de los genes Ncf4 y Noxa1 no pudieron amplificarse con la enzima 

Amplificasa® (BioTecMol), por lo que se amplificaron con la enzima Taq polymerase 

(Invitrogen). 

En el caso del gen Noxa1 no pudo amplificarse con un programa convencional de PCR, 

fue necesario usar un touchdown PCR (Korbie & Mattick, 2008). 

 

 Programa convencional de PCR 

• 1 ciclo a 94°C durante 3:00 min 

• 39 ciclos a 94°C durante 0:32, Tm durante 0:30, 72°C durante 01:00 min. 

• 1 ciclo a 72°C durante 10:00 min 

• 1 ciclo a 12°C durante 5:00 
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Programa de PCR touchdown 

• 1 ciclo a 94°C durante 3:00 

• 15 ciclos a 94°C durante 0:32, 72 (-1 en cada ciclo) durante 0:30, 72 durante 1:10 

• 24 ciclos a 94°C durante 0:32, Tm durante 0:30, 72 durante 1:10 

• 1 ciclo a 72°C durante 10:00 

• 1 ciclo a 12°C durante 5:00 

 

Inmunotinción en embriones completos  

 

(Mendieta-Serrano, et al., 2015). 

 

1. Recolectar los embriones por la mañana y colocar en una incubadora a 28°C hasta 

que alcancen la etapa deseada.  

2. Se eligen 20 embriones en buen estado de la etapa deseada y se colocan en un 

tubo eppendorf de 2 mL, se les retira toda el agua posible. Se agrega 1-1.5 mL de 

paraformaldehído (PFA) al 4% y se dejan los embriones a 4 °C durante la noche. 

Los tubos deben quedar horizontales para poder distribuir los embriones a lo largo 

del tubo. Si los embriones han extendido la cola hacia el corion de manera que se 

dobla, es necesario retirar el corion antes de fijarlos con PFA. 

3. Al día siguiente: Retirar el PFA y lavar 3 veces con 1 mL de buffer de bloqueo (PBS 

1x, BSA 0.1 %, Tritón X-100 1%).  

4. Se transfieren los embriones de una sola etapa a una caja Petri de 100 mm con 

suficiente buffer de bloqueo para que queden cubiertos. Retirar el corion con 

pinzas de punta fina. Una vez decorionados los embriones siempre deben estar 

cubiertos en líquido para no secarse. 

5. Los embriones se transfieren con una pipeta pasteur de vidrio (cuya punta fue 

curada con calor) a una caja de 48 pozos con 200 μl de buffer de bloqueo por pozo, 

con máximo 10 embriones por pozo.  

6. Lavar los embriones tres veces con 200 μl de buffer de bloqueo por pozo. 
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7. Agregar 200 μl de buffer de bloqueo y dejar en incubación a temperatura ambiente 

durante un mínimo de 3 h. 

8. Remover la mayor cantidad de buffer de bloqueo. Agregar al anticuerpo primario 

anti p22-phox diluido 1:200 en buffer de bloqueo (p22-phox sc-20781, Santa Cruz 

Biotechnology) 

9. Incubar al anticuerpo primario a 4 °C durante la noche (8 a 12 h) en agitación ligera. 

10. Al día siguiente: Se retira la solución con el anticuerpo primario y se lava 3 veces 

con 200 μl de buffer de bloqueo para retirar el anticuerpo no unido.  

11. Se retira la mayor cantidad del buffer de bloqueo y se agrega una dilución de 200 

μl de anticuerpo secundario (etiquetado con Alexa Fluor® 647 1:100, Molecular 

Probes, A2135), se deja incubando envuelta la caja en papel aluminio para impedir 

el paso de la luz a 4 °C con agitación ligera durante todo el día (8 h o 2 h si es para 

ver al microscopio de fluorescencia) 

12. Retirar la mayor cantidad de la solución con el anticuerpo secundario y agregar 

200 μl de faloidina Alexa 488 (Molecular Probes, A12379) diluida en buffer de 

bloqueo 1:100. Incubar durante todo el día a 4 °C con agitación ligera. 

13. Al día siguiente: retirar la mayor cantidad de la solución de faloidina y se lava 3 

veces con 200 μl de buffer de bloqueo. Agregar 200 μl de una dilución 1:3000 de 

DAPI (Invitrogen, D3571) por pozo.  

14. Incubar a temperatura ambiente durante una hora y lavar 3 veces con 200 μl de 

buffer de bloqueo. 

Los embriones se montaron en cassettes (Tissue-Tek® Process/Embedding Cassette No. 

Catalogo: 62520-W) para visualización de tejidos con un cubreobjetos adherido a la parte 

inferior. Los embriones son embebidos en los pozos con agarosa de bajo punto de fusión 

al 1% y orientados apropiadamente para su visualización al microscopio (Mendieta-

Serrano, et al., 2018). 

Es posible conservar los embriones ya montados a 4°C para su visualización posterior 

cubriendo los pozos con glicerol (aproximadamente 2 mL de glicerol por cassette). Los 

cassettes se deben de guardar protegidos de la luz en cajas Petri envueltas en aluminio. 

 

*Recetas para soluciones en apéndice B 
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Hibridación in situ (ISH) 

 

Las sondas para los genes: cyba, p47, p67, noxo1a y noxo1b, fueron sintetizadas 

utilizando el TOPO®TA cloning® kit (Cat. 452640) que contiene al plásmido pCR™II-

TOPO® en el cual se insertó el producto de PCR de cada gen. El plásmido cuenta con 

dos promotores distintos para la transcripción del gen insertado, se aprovechó para 

generar una sonda sentido (sonda control) y otra antisentido. 

La sonda para el gen noxa1 se clonó en el plásmido pJET 1.2 que solo lleva un promotor 

para la transcripción.  

 

Los pasos que se modificaron de (Thisse & Thisse, 2008) se encuentran se encuentran 

resaltados en amarillo.  

  

1. Clonación de producto de PCR. Se utilizó el kit TOPO® TA Cloning® Kit (Cat. 45-

2640, Invitrogen Life Technologies) y el kit CloneJET PCR Cloning Kit (#K1232 

Thermo Scientific), se siguió la metodología anexa con cada kit. Se verificó que las 

secuencias clonadas correspondieran a los genes de D. rerio mediante 

secuenciación realizada en la unidad de secuenciación del Instituto de 

Biotecnología (IBt-UNAM). 

 

2. Transformación de bacterias E. coli cepa DH5-Alpha ultracompetentes por el 

método Inoue para la preparación y transformación de bacterias E. coli (Sambrook 

& Russell, 2001)  

 

3. Purificación de plásmido fue mediante GeneJET plasmid midiprep kit (Thermo 

Scientific Cat. K0481). 
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4. Linearización de plásmidos se realizó con EcoRV (New England Biolabs #R0195S) 

para transcribir con el promotor Sp6. BamHI (Thermo Scientific #ER0051) para 

transcribir con el promotor T7.  

 

5. Purificación de plásmido linearizado con butanol 

Protocolo modificado de Green y Sambrook (2017) 

a. Transferir todo el DNA linearizado a un tubo eppendorf de 2 mL y llenar 

completamente con butanol. Agitar vigorosamente hasta ver ambas fases 

homogenizarse.  

b. Centrifugar 7 min a máxima velocidad. La fase inferior debe reducir su 

volumen. Retirar la mayor parte de la fase superior de butanol.  

c. Llenar el tubo con butanol fresco. Centrifugar nuevamente. Repetir hasta 

ver un pellet bien formado. Decantar el líquido.  

d. Lavar pellet con etanol absoluto, centrifugar 10 min a máxima velocidad, se 

desecha el sobrenadante. 

e. Lavar pellet con etanol al 70% en agua DEPC, centrifugar 10 min a máxima 

velocidad, se desecha el sobrenadante y se deja evaporar. 

f. Resuspender el pellet en agua DEPC 

 

6. Síntesis de sondas marcadas con digoxigenina (DIG) 

Se utilizaron las RNA polimersasas T7(Roche #10881775001) y Sp6 (Roche 

#10810274001) siguiendo el protocolo indicado por los fabricantes, se mezclan los 

reactivos indicados en la tabla 9: 
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7. Purificación del transcrito con LiCl 

Protocolo modificado de Walker y Lorsch (2013), (Nielsen, 2011).  

a. El volumen de la reacción anterior (20 μL de la sonda marcada con DIG) se 

afora hasta 100 μL con agua DEPC, 10 μL de LiCl a 7.5 M, 300 μL de etanol 

absoluto 

b. Se deja a -20°C durante 30 min y se centrifuga a 13,000 rpm durante 10 

min hasta formar pellet. 

c. Se retira el sobrenadante y el pellet se deja secar brevemente a temperatura 

ambiente 

d. Se disuelve el pellet en 100 μL de agua DEPC 

 

8. Gel de RNA 

a. Preparar un gel de agarosa al 1.5% en 10 mL de MOPS (0.2M MOPS, 50 

mM Acetato de sodio, 10mM EDTA, 7.0 pH) y 87 mL de agua DEPC.  

b. Disolver agarosa calentando en microondas y enfriar hasta 50-60 ºC, 

agregar 5.1 mL de formaldehido al 37% y mezclar. Verter en molde con 

peine.  

c. Preparar buffer de corrida con MOPS 1X (1 mL de MOPS 10X por cada 9 

mL de agua DEPC). 

d. Preparar las muestras: 2 µl de RNA + 17 µl de buffer de muestra para RNA 

(para una muestra: 2 µl MOPS 10X, 10 µl formamida (invitrogen), 4 µl 

formaldehido al 37%, 1 µl bromuro de etidio*).  

Tabla 9. Reactivos para síntesis de sonda para ISH 

Agua DEPC Aforar a 20  

Buffer 10x de polimerasa 2 μL 

Plásmido linearizado 500-1 μg 

Enzima polimerasa 1 μL 

dNTP-DIG (Roche, 

11277073910)  

2 μL 
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e. Calentar a 80 ºC por 15 min. Pasar inmediatamente a hielo durante 10 min. 

Agregar 3 µl de buffer de carga 10X**, cargar y correr.  

 

*200 µg/mL bromuro de etidio en agua DEPC 

**50% de glicerol diluido en agua DEPC, 10 mM EDTA (pH 8.0), 0.25% 

(peso sobre volumen) azul de bromofenol. 

 

9. Transferencia del gel de RNA y comprobación de sonda marcada 

a. Transferir durante la noche el RNA del gel a una membrana de nitrocelulosa 

en una cámara de transferencia con SSC 20X (175.3 g NaCl y 88.2 g ácido 

cítrico sal trisódica, disueltos en 1 L de agua DEPC. 

b. Fijar por crosslinking (stratalinker 2400® UV crosslinker) en modo 

autocrosslink por ambos lados de la membrana. 

c. Colocar la membrana en DIG1 (100 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl) durante 

15 min en agitación.  

d. Colocar membrana en DIG1 al 0.5% de blocking reagent (Roche®) durante 

30 min en agitación. Calentar la solución DIG1 previo a disolver el blocking 

reagent. 

e. Colocar anticuerpo anti-DIG 1:5,000 durante 30 min 

f. Lavar dos veces con DIG1 10 min cada lavado 

g. Colocar DIG3 (100 mM Tris pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2) durante 

5 min. 

h. Revelar la membrana con BCIP/NBT en DIG3 (3.5 µl BCIP, 3.5 NBT, 1 mL 

DIG3) cubriendo de la luz y en agitación.   

 

 

Recolección de embriones e hibridación 

Se siguió el protocolo de Thisse y Thisse (2008). Los pasos se modificaron se 

encuentran resaltados en amarillo. 

Soluciones 

• Agua DEPC: 1000 mL de agua  
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• Paraformaldehído 4% (PFA 4%):  450 mL agua DEPC se calientan a 60°C en una 

campana de flujo. Se le agregan 20 g de paraformaldehido (Sigma-Aldrich, P6148-

500G), se mantiene en agitación y a temperatura constante, el paraformaldehido 

se degrada a una temperatura superior a los 70°C. Se agregan 5 gotas de NaOH 

(1 gota por cada 100 mL). La solución debe volverse clara en unos min (algunas 

partículas finas permanecen). Retirar de la fuente de calor y agregar 50 mL de PBS 

10x. Ajustar el pH a 7.2 en caso de ser necesario. Filtrar y almacenar en alícuotas 

de 1 a 2 mL a -20°C. 

• PBS 10x (pH 5.5): Disolver 10.8 g Na2HPO4, 65 g NaH2PO4, 80 g NaCl y  2 g KCl 

en 1 L de agua DEPC. 

• PBST: PBS 1X, 0.1% Tween ® 20 (vol/vol) (Sigma-Aldrich, P7949). 

• Mezcla de hibridación (MH): 50% formamida, SSC 5X, 0.1% Tween ® 20, 50 µg/mL 

heparina, 50 µg/mL de tRNA libre de RNAsas (Sigma, R8508) 10 mM de ácido 

cítrico pH 6.0. 

• SSC 20X: Disolver en 1 L de agua DEPC, 175.3 g de NaCl y 88.2 g ácido cítrico 

sal trisódica.  

• Buffer de bloqueo: PBST 1X, 2% suero de oveja (vol/vol), 2 mg/mL BSA, 0.2% 

blocking reagent (Roche 11096176001). 

• AP-: 100 mM Tris HCl pH 9.5, 100 mM NaCl, 0.1% Tween ® 20. 

• AP+: 50 mM MgCl2 disuelto en AP- 

• Solución de tinción: 225 µg NBT (nitro blue tetrazolium chloride, Roche, 

11383213001) y 175 µg BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, Roche, 

11383221001) en 50 mL de AP+ 

• Solución stop: PBS 1X, 1 mM EDTA, 0.1% Tween ® 20 

 

1. Colecta de embriones 

De 20 a 50 embriones del mismo estadio se colectan en un tubo eppendorf, si los 

embriones extendieron la cola hacia el corion (24 hpf) se debe retirar el corion antes de 

fijar para evitar que la cola se quede en posición enroscada.  

Al tubo eppendorf se le retira toda el agua posible y se le agrega 1 mL de PFA 4% 

(preparado con agua tratada con DEPC). El tubo se guarda una noche a 4 °C. 
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2. Deshidratación y decorionado de embriones 

▪ Se retira por completo el PFA 4% 

▪ Se lava con 1 mL de PBST por 10 min, tres lavados a temperatura ambiente 

(TA) 

▪ Se decorionan los embriones con pinzas estériles 

▪ Se deshidratan los embriones con diluciones de metanol en PBST: 

(1) 1 mL de metanol 25% durante 10 min a TA 

(2) 1 mL de metanol 50% durante 10 min a TA 

(3) 1 mL de metanol 75% durante 10 min a TA 

(4) 1 mL de metanol 100% durante 10 min a TA, cuatro lavados. 

▪ Los embriones deshidratados se pueden guardar en metanol durante varias 

semanas a -20 °C. 

3. Día 1 de hibridación 

▪ Se rehidratan los embriones con diluciones de metanol en PBST: 

(1) 1 mL de metanol 75% durante 5 min a TA  

(2) 1 mL de metanol 50% durante 5 min a TA 

(3) 1 mL de metanol 25% durante 5 min a TA 

(4) 1 mL de PBST durante 5 min, cuatro lavados. 

▪ Permeabilizar los embriones con una solución de proteinasa K 10 ug/mL 

(Invitrogen, 25530015), el tiempo de incubación depende de la etapa de 

desarrollo de los embriones y de la actividad enzimática de cada lote de 

proteinasa K. Se consideraron los tiempos de permeabilización de la tabla 10: 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Tiempo de incubación con proteinasa K de 

acuerdo al estadio de desarrollo.  
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ESTADIO DEL DESARROLLO DURACIÓN DEL 

TRATAMIENTO CON 

PROTEINASA K 

1 CELULA – 1 SOMITA  30 seg 

1 – 8 SOMITAS  1 min 

9 – 18 SOMITAS 3 min 

18 SOMITAS – 24 H  10 min 

36 H – 5 DÍAS 30 min 

 

▪ Se detiene la digestión incubando los embriones con 1 mL de PFA 4% durante 

20 min a TA 

▪ Se retira el PFA 4% y se lava con 1 mL de PBST durante 5 min, se hacen cuatro 

lavados. Se separan en tubos distintos los embriones que serán usados con la 

sonda sense de los que serán usados con la sonda anti-sense. 

▪ Prehibridar los embriones con 1 mL de solución MH (previamente incubada a 

70°C) de 2 a 5 h en un horno a 70°C. 

▪ Retirar la solución MH y agregar 500 ng de la sonda marcada con DIG. 

▪ Hibridar toda la noche a 70°C. 

4. Día 2 de hibridación 

▪ Se precalientan las soluciones que se usarán a 70°C. 

▪ Reemplazar la solución MH con sonda por 1 mL de solución MH sin sonda, sin 

tRNA y sin heparina, durante 10 min a 70°C. 

▪ Se reemplaza gradualmente la solución MH a SSC 2X por medio de lavados. 

Se lava con soluciones MH diluidas con SSC 2X: 

(1) 1 mL de MH 75% durante 10 min a 70°C 

(2) 1 mL de MH 50% durante 10 min a 70°C 

(3) 1 mL de MH 25% durante 10 min a 70°C 

(4) 1 mL de SSC 2X 100% durante 10 min a 70°C 

▪ Lavar con 1 mL de SSC 0.2X durante 30 min a 70°C, dos lavados. 

▪ Se reemplaza gradualmente el SSC 0.2X con PBST por medio de lavados. Se 

lava con soluciones SSC 0.2X diluidas con PBST: 
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(1) 1 mL de SSC 0.2X al 75% durante 10 min a TA 

(2) 1 mL de SSC 0.2X al 50% durante 10 min a TA 

(3) 1 mL de SSC 0.2X al 25% durante 10 min a TA 

(4) 1 mL de PBST al 100% durante 10 min a TA 

▪ Incubar los embriones en 1 mL de buffer de bloqueo de 3 a 4 h a TA 

▪ Incubar los embriones en 0.5 mL de buffer de bloqueo con anticuerpo anti-DIG 

diluido 1/2,000 durante toda la noche a 4°C con agitación suave. 

5. Día 3 de hibridación  

▪ Desechar la solución con anticuerpo y lavar los embriones en 1 mL de PBST 

durante 15 min a TA, seis lavados con agitación suave. 

▪ Lavar con 1 mL de solución AP- durante 5 min a TA, dos lavados. 

▪ Lavar con 1 mL de solución AP+ durante 5 min a TA, tres lavados. 

▪ Reemplazar con 0.5 mL de solución de tinción recién preparada y cubrir los 

embriones de la luz. 

▪ Monitorear la reacción periódicamente exponiendo el menor tiempo posible los 

embriones a la luz. 

▪ Al alcanzar el color deseado se retira la solución de tinción y se reemplaza con 

1 mL de solución stop durante 15 min a TA, tres lavados con agitación suave. 

▪ Los embriones en etapas tempranas, de 1 a 1000 células, se incuban en 1 mL 

de PBST pH 3.0 para prevenir la reacción fotosensible del vitelo. 

▪ Los embriones lavados pueden guardarse en la oscuridad en solución stop 

durante varios meses a 4°C. 

6. Aclarado de embriones 

▪ Se retira la solución en la que están suspendidos los embriones y se lavan con 

con soluciones de metanol diluido con PBST en distintas concentraciones 

(1) 1 mL de 25% metanol durante 5 min a TA 

(2) 1 mL de 50% metanol durante 5 min a TA 

(3) 1 mL de 75% metanol durante 5 min a TA 

(4) 1 mL de 100% metanol durante 5 min a TA 

(5) 1 mL de 75% metanol durante 5 min a TA 

(6) 1 mL de 50% metanol durante 5 min a TA 
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(7) 1 mL de 25% metanol durante 5 min a TA 

(8) 1 mL de 100% PBST durante 5 min a TA 

7. Montaje de embriones 

▪ Se reemplaza la solución stop de los embriones por glicerol. 

▪ Se transfieren los embriones a una placa petri con glicerol.  

▪ Los embriones se orientan en el glicerol usando pequeñas varillas de vidrio 

curadas en los extremos. 
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