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Resumen 

Las MCTP (Multiple C2 Domains and Transmembrane Protein) son proteínas con 

tres dominios C2 y dos segmentos transmembra, que son capaces de unir iones 

Ca2+ con gran afinidad. Pertenecen a la familia de proteínas con múltiples dominios 

C2 donde se encuentran las sinaptotagminas, que participan como sensores de 

calcio en la regulación de neurotransmisores, las ferlinas; que están involucradas 

en exocitosis y endocitosis, y las sinaptotagminas extendidas, que están 

involucradas en la síntesis de membrana. Sin embargo, de las MCTP se tiene muy 

poca información respecto a su función. En el pez cebra hay cuatro genes mctp 

(mctp1a, mctp1b, mctp2a, mctp2b), los cuales se expresan en peces adultos y en 

su estado embrionario. los cuales se expresan en peces en su estado adulto y 

embrionario. 

En el presente trabajo, se realizó la sobreexpresión del gen mctp2b en embriones 

de Danio rerio con el objetivo de determinar su efecto. Se realizaron evaluaciones 

de supervivencia, y de detección de la sobreexpresión mediante microscopía de 

fluorescencia en diferentes etapas del desarrollo embrionario. Se encontró que la 

sobreexpresión del gen mctp2b genera un aumento en la mortalidad en los 

embriones en fases tempranas de su desarrollo, así como la colocalización de la 

proteína con proteínas marcadoras de retículo endoplasmático, reforzando la 

hipótesis de la participación de Mctp2b en el tráfico vesicular.  

  



 
 

Abstract 

MCTP (Multiple C2 Domains and Transmembrane Protein) are proteins with three 

C2 domains and two transmembrane segments, which are capable of binding Ca2+ 

ions with high affinity. They belong to the family of proteins with multiple C2 domains 

where synaptotagmins are found, which participate as calcium sensors in the 

regulation of neurotransmitters, ferlins, which are involved in exocytosis and 

endocytosis, and extended synaptotagmins, which are involved in membrane 

synthesis. However, we have very little information about MCTPs regarding its 

function. Zebrafish have four mctp genes (mctp1a, mctp1b, mctp2a, mctp2b), which 

are expressed in fish in their adult and embryonic state. 

In the present work, the overexpression of the mctp2b gene in Danio rerio embryos 

was carried out to determine its effect in embryonic development. Survival 

assessments and overexpression detection by fluorescence microscopy were 

performed at different stages of embryonic development. It was found that the 

overexpression of the mctp2b gene generates an increase in mortality in embryos in 

early phases of their development, as well as the colocalization of the protein with 

endoplasmic reticulum marker proteins, this supports the hypothesis of the 

participation of Mctp2b in vesicular trafficking. 
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1. Introducción y antecedentes 

a. Proteínas MCTP 

Las proteínas MCTP (Multiple C2 domain and transmembrane region protein) 

forman una familia de proteínas con tres dominios C2, dos regiones transmembrana, 

una región N-variable, y una región C-terminal corta (figura 1). Se sabe que dos de 

sus tres dominios C2 (C2A y C2C) unen a Ca2+ con gran afinidad (Shin et al., 2005) 

y según la investigación de Joshi et al. (2021) se encontró que los dominios C2 de 

MCTP1 y MCTP2 se pueden unir a lípidos específicos: fosfatidilinositol-4-fosfato 

(PI4P), fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI4,5P2) y el fosfolípido mitocondrial 

cardiolipina (CL).  

Los iones Ca2+ son los segundos mensajeros intracelulares principales en las 

células eucariotas. La importancia de la regulación de este ion permite el 

funcionamiento adecuado de la célula, que de lo contrario generaría diversos 

problemas en la homeostasis como la activación irreversible de enzimas, 

acumulación excesiva de Ca2+ en mitocondria, muerte celular e hiperestimulación 

de respuestas celulares (Di Virgilio et al., 1996). Las células manejan el Ca2+ de tres 

formas: 1) sistemas de transporte de Ca2+ de la membrana, 2) almacenamiento de 

Ca2+ en orgánulos celulares y 3) proteínas de unión de Ca2+. La activación de 

receptores de señalización, como inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) rianodina y canales 

iónicos da como resultado la apertura de canales que permiten que el Ca2+ cruce la 

membrana plasmática o la membrana del retículo endoplásmico (Martens & 

McMahon, 2011). La presencia de Ca2+ en el citoplasma es detectada por proteínas 

que incluyen dominios de unión a este ion tal como EF hand, dominio C2 y el motif 

tipo 2 de las anexinas (Kramer, 2016).  

 



 
 

 

Figura 1. Estructura general de las proteínas MCTP. Adaptado de Shin et al 2005. Tres 

dominios C2 se encuentran hacia el espacio del citosol (C2A, C2B y C2C), dos segmentos 

trnsmembrana anclan la proteína a organelos (TM1 y TM2) y un bucle se encuentra hacia 

el lúmen. 

 

El dominio C2 está compuesto por aproximadamente 130 aminoácidos (Corbalán-

García y Gómez-Fernández, 2014; Elies et al., 2020). Éste se identificó por primera 

vez como un dominio conservado de las proteínas quinasas dependientes de calcio 

(PKC) (Coussens et al., 1986). Se ha encontrado que este dominio puede o no, unir 

al Ca2+ en enzimas de transducción de señales lipídicas y proteínas de tráfico de 

membrana. Al detectar los lípidos en la célula, los dominios C2, junto con otros 

efectores, como sinaptotagmina, Munc-13, Rim, entre otros, regulan segundos 

mensajeros de señales lipídicas y eventos de fusión de membrana (Leonard, 2013; 

Südhof 2012). La cantidad de proteínas con dominio C2 en vertebrados sugiere que 

este sea el segundo motif más común de unión a Ca2+, después de EF hand (Rizo 

y Südhof, 1998; Zhang y Aravind, 2010). La estructura de los dominios es un 

sándwich de dos láminas antiparalelas de cuatro filamentos (figura 2). 

Topológicamente estos dominios se clasifican en dos tipos; los que tienen la región 

N y C terminal orientados hacia la parte superior del dominio (tipo I) y los que los 

tienen orientados hacia la parte inferior (tipo II) (Leonard, 2013). 

 



 
 

 

Figura 2. Estructura del dominio C2. Tipo I, extremos amino y carboxilo orientados hacia la 

parte superior del dominio y tipo II, los extremos orientados hacia la parte inferior. En la 

parte inferior de la figura se muestran ejemplos de los dos tipos de dominio. Tomado de 

Leonard, 2013. 

 

La mayoría de las proteínas con un dominio C2 son enzimas de transducción de 

señales, como la PKC, o proteínas de tráfico de membrana, como la sinaptotagmina 

1. Existen varias familias de proteínas con el dominio C2, sin embargo, se tienen 

identificadas cuatro familias con múltiples dominios C2 y regiones transmembrana: 

sinaptotagminas, ferlinas, sinaptotagminas extendidas y MCTP (DeBello et al., 

1993; O´Connor et al., 1994; Peulen et al., 2019; Saheki y de Camilli, 2017). Los 

tres primeros grupos ya han sido extensamente caracterizados y se sabe sus 

funciones, pero de la familia MCTP se tiene muy poca información. En mamíferos, 

se han identificado dos genes que codifican para proteína MCTP (MCTP1 y MCTP2) 

con diferentes isoformas. En invertebrados como Caenorhabditis elegans y 

Drosophila melanogaster solo se ha identificado un gen. Su distribución en tejido se 

ha estudiado en rata, donde se encuentra que MCTP1 se expresa en músculo 



 
 

cardiaco, músculo esquelético, testículos y en menor proporción en el cerebro. 

MCTP2 se encuentra en músculo cardiaco y testículos (Shin et al., 2005). 

 

Se han realizado varias investigaciones relacionadas con MCTP y su presencia en 

el sistema nervioso. Se ha visto en C. elegans que los promotores de mctp1 dirigen 

la expresión de un gen reportero fluorescente a las neuronas del nematodo (Tellez-

Arreola, 2014). En D. melanogaster se ubicó la proteína MCTP en botones 

sinápticos, así como somas y procesos neuronales (Genc et al., 2017).  

 

Se ha reportado que MCTP1 se localiza en el soma y en procesos de neuronas en 

hipocampo, giro dentado, núcleo habenular medial, amígdala y corteza. Por otro 

lado, la sobreexpresión de la variante MCTP1S de rata en células de 

feocromocitoma PC12 inhibe la endocitosis e induce un retraso en la recuperación 

de vesículas (Qiu et al., 2015). Estos datos sugieren que MCTP1 probablemente 

desempeña papeles esenciales en transporte vesicular y particularmente en 

endosomas. En este mismo estudio se analizaron otras posibles actividades 

biológicas de MCTP1S, entre ellos la regulación del estrés oxidativo neuronal. Se 

encontró que la sobrexpresión de MCTP1S y MCTP1L disminuye moderadamente 

el estrés oxidativo en las células PC12. Según los resultados, MCTP1 parece 

proteger a las neuronas de especies reactivas de oxígeno, especialmente bajo el 

estrés causado por la exposición a glutamato (Qiu et al., 2015).  

 

Se ha relacionado a las MCTP con varias enfermedades neuropsiquiátricas. Análisis 

genómicos mostraron asociación entre el SNP (Single Nucleotide Polyphormism) 

rs17418283 de MCTP1 y el desorden bipolar (Scott et al., 2009), mientras que otro 

estudio sugiere una relación entre un polimorfismo en el gen mctp2b y la 

susceptibilidad a esquizofrenia (Djurovic et al., 2009). Otro análisis genómico reveló 

una relación entre MCTP2 y otros ocho genes en la región cromosómica 15q25‐26 

con depresión mayor recurrente de inicio temprano (Verma et al., 2008). Se 

especula que el estrés oxidativo puede provocar daño neuronal y enfermedades 

neurodegenerativas, por lo que la función encontrada de MCTP1 en la protección 



 
 

del daño por especies reactivas de oxígeno (Qiu et al., 2015), adquiere cierta 

significancia funcional.  

  

b. MCTP en Danio rerio  

El análisis del genoma de D. rerio permitió identificar cuatro genes que codifican 

para la proteína Mctp: mctp1a, mctp1b, mctp2a y mctp2b. La secuencia primaria 

predicha de las proteínas guarda aproximadamente un 85% de similitud entre ellas. 

Se obtuvieron y analizaron los ADNc de cada uno de los genes, y se encontró que 

tres de estos presentan diferentes isoformas generadas por splicing alternativo 

(figura 3). Se identificó el ARN mensajero de cada uno de los genes mediante RT-

PCR desde el estadio embrionario, incluyendo gástrula,14-16 somita y prim-5, hasta 

el estado larvario. También se analizó la distribución del ARN mensajero de cada 

gen mediante hibridación in situ, el cual indicó una mayor abundancia del mensajero 

en el sistema nervioso central y sistema muscular en embriones de 24 horas post-

fertilización (hpf) (Espino-Saldaña et al., 2020). Al provocar mutaciones en mctp2b 

por medio de CRISPR/Cas9 se observó que estas afectan el desarrollo larvario del 

pez y provocan su muerte en la fase prim-5, exhibiendo falta de simetría y 

lateralidad, arritmia cardiaca, malformación de somita, malformación de cabeza y 

ojos (Espino-Saldaña et al., 2020). Este resultado destaca la importancia de Mctp2b 

en el desarrollo. 

  



 
 

 

Figura 3. MCTP en D. rerio. Se muestra una representación con las diferentes isoformas 

que tiene Mctp. Tomado de Patrón de expresión y evaluación de la función de los genes 

mctp del pez cebra Danio rerio, que codifican para proteínas transmembranales con 

múltiples dominios C2 tomado de Espino-Saldaña 2020 Tesis de Doctorado, Universidad 

Autónoma de Querétaro. 

 

Estudios de expresión heteróloga en células HEK293, muestran que las diferentes 

proteínas MCTP (1a, 1b, 2a, 2b) de D. rerio tienen una distribución similar en la 

célula. Utilizando proteínas fluorescentes fusionadas a Mctp1a y Mctp2b se 

localizaron en células HEK293 en varios organelos: endosomas de reciclaje, 

endosomas tardíos, lisosomas y retículo endoplásmico (Espino-Saldaña et al., 

2020; Olivares-Hernández, 2018); lo cual podría sugerir que estas proteínas tienen 

funciones similares. También se determinó que las Mctp, no se encuentran en 

aparato de Golgi o membrana plasmática (Espino-Saldaña et al., 2020; Olivares-

Hernández, 2018). 

 

La electroporación in vivo de Mctp2b en fusión con la proteína verde fluorescente 

(GFP) en neuronas de D. rerio confirmaron su localización en retículo endoplásmico, 

endosomas tardíos, endosomas de reciclaje y lisosomas, por lo que se sugiere la 

participación de MCTP en procesos de tráfico vesicular en neuronas del sistema 

nervioso central del pez (Duran-Ríos, 2019; Espino Saldaña et al., 2020).  



 
 

c. Danio rerio 

El pez cebra es un modelo biológico ampliamente utilizado para el estudio del 

desarrollo y del sistema nervioso (de Abreu et al., 2020; Holder y Xu, 1999; Key and 

Devine, 2003). Crece rápidamente a 26 °C y completa su ciclo de vida en tres 

meses. La especie es de fácil obtención, económica y en condiciones apropiadas, 

produce una gran cantidad de huevos transparentes (Laale, 1977). Debido a la 

transparencia de los embriones es posible seguir fácilmente el desarrollo; en la 

figura 4 se observan diferentes fases identificables en el embrión. En la figura 5 

podemos observar diferentes órganos del pez cebra en su desarrollo, esto ilustra 

una de las ventajas del modelo donde es posible identificar cambios anatómicos 

durante el desarrollo del embrión. 

 

 

Figura 4. Fases selectas del desarrollo de D. rerio. a) fase de cuatro células (1h). b) fase 

de 16 células (1.3 h). c) fase de 64 células (1.8 h). d) separación de cola (17.5 h). Tomado 

de Fish embryo toxicity assays, por T. Braunbeck y E. Lammer, 2006. 



 
 

 

 

Figura 5. Desarrollo normal de larvas de pez cebra (D. rerio). Desarrollo normal de larvas 

de pez cebra (D. rerio) IV: (1) 48 h; (2) 72 h; (3) 144 h; (4) 144 h. A-anlage del ojo; Bf-aleta 

pectoral; Bz-células sanguíneas; C-cuerda; Ch-corion D-saco vitelino; E-intestino; F-aleta; 

Ge-cerebro; H-corazón; K-branquias; L-lente ocular; M-melanóforos; Ms-hendidura de la 

boca; O-oreja; P-pericardio; Pi-capa de pigmento ocular; S-somitas (segmentos 

musculares); Sb-vejiga natatoria; Sh-cola. Tomado de Fish embryo toxicity assays, por T. 

Braunbeck y E. Lammer, 2006. 

  



 
 

2. Justificación 

Estudios previos han mostrado que las proteínas MCTP posiblemente participan en 

procesos de tráfico vesicular y su sobreexpresión in vitro reduce el estrés oxidativo 

en neuronas, sin embargo, aún no ha sido posible determinar precisamente su 

función. D. rerio tiene cuatro genes diferentes que codifican para las proteínas 

MCTP: mctp1a, mctp1b, mctp2a y mctp2b. El ARNm de mctp2b se encuentra en 

mayor abundancia en embriones de 24 hpf. La deleción de mctp2b provoca defectos 

en el desarrollo y la muerte del embrión, sugiriendo la relevancia de esta proteína 

para el desarrollo temprano del pez cebra. Cambios en los niveles de expresión, y 

en particular la sobreexpresión, del gen mctp2b en D. rerio podría permitir elucidar 

las funciones de esta familia de proteínas. 

3. Hipótesis 

La sobreexpresión del gen que codifica la proteína Mctp2b de Danio rerio altera el 

desarrollo embrionario y afectan el desarrollo de su sistema nervioso central.  

4. Objetivo 

a. General 

▪ Sobreexpresar el gen mctp2b de Danio rerio para determinar su función. 

b. Particular 

▪ Generar un vector de sobreexpresión que porte mctp2b fusionado a una 

proteína fluorescente bajo el control de un promotor fuerte constitutivo. 

▪ Generar las larvas que sobreexpresen mctp2b en las primeras etapas de su 

desarrollo y determinar su efecto en el desarrollo embrionario. 

  



 
 

5. Materiales y métodos 

a. Plásmidos 

En la tabla 1 se muestran los plásmidos utilizados en este trabajo. 

Tabla 1. Plásmidos utilizados. 

 

 

b. Amplificación de ADN por PCR 

A partir de los plásmidos que portan las MCTP fusionadas a un marcador 

fluorescente (GFP o mCherry) bajo el control del promotor CMV, se diseñaron seis 

oligonucleótidos que permitieran amplificar la secuencia de interés y que tuvieran 

secuencias reconocidas por las enzimas SalI y EcoRI en los extremos. Los diseños 

de los oligonucleótidos LR86 y LR91 fueron utilizados para obtener la secuencia de 

ADN con el promotor CMV, el gen mctp2b y el marcador fluorescente GFP. 

  



 
 

 

 

Figura 6. Estrategia con oligonucleótidos. Esquema que muestra el arreglo de genes en el 

plásmido pCDNA3-mctp2b-GFP-LIC, junto con la posición de los oligonucleótidos 

diseñados para amplificar estos segmentos. 

 

Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de fragmentos que 

codifican para las proteínas MCTP, marcadores de organelo y marcadores 

fluorescentes, utilizados en este proyecto. 

 

La amplificación de los fragmentos se realizó con la enzima Taq ADN polimerasa y 

los componentes de reacción mostrados en la tabla 3, utilizando ADN de los 

plásmidos de la tabla 1 (pCDNA3-mctp2b-GFP-LIC) Las condiciones de tiempo y 

temperatura para las reacciones se muestran en la tabla 4.  



 
 

 

Tabla 3. Componentes para la reacción de PCR. 

 

 

 

Tabla 4. Condiciones de la reacción de PCR para la obtención de los fragmentos 

que contienen los genes que codifican MCTP. 

 

 

c. Reacciones de digestión enzimática de ADN, ligación y transformación de 

células competentes 

El ADN del plásmido pDestTol2pA2 se utilizó en una reacción con enzimas de 

restricción EcoRI (GAATTC) y SalI (GTCGAC), este plásmido tienes secuencias 

únicas para cada enzima, lo cual permitiría escindir el fragmento del plásmido con 

la secuencia ccdB y así obtener el vector para insertar el fragmento de la secuencia 

que contiene el gen mctp.  



 
 

 

Figura 7. Mapa de plásmidos. a) Mapa del vector de clonación pDestTol2pA2. b) Mapa del 

plásmido pCDNA3-mctp2b-GFP-LIC, del cual se amplificó la secuencia por PCR para 

generar el fragmento con el promotor CMV y los genes mctp2b y GFP. 

Los productos obtenidos de la amplificación con enzima Taq ADN polimerasa se 

ligaron al vector pDestTol2pA2 (figura 7a), digerido con las enzimas de restricción 

EcoRI y SalI. La reacción de ligación contenía 2 µl de buffer T4 ligasa, 1 µl (10U) de 

enzima T4-ADN ligasa, con una proporción de 1:3 entre vector e inserto. La reacción 

de ligación se llevó a cabo a una temperatura de 4°C durante toda la noche. 

Posteriormente se llevó a cabo la transformación de la cepa XL1-Blue con 30 µl de 

la mezcla de ligación en un volumen de 100 µl de células competentes en frio 

durante 30 minutos y posterior choque térmico a 42oC durante 90 segundos. A la 

mezcla de transformación se agregaron 800 µl de medio LB y se incubó durante una 

hora a 37oC para posteriormente sembrarse en condiciones selectivas.  

Se sembraron las células en medio LB con ampicilina (100 µg/ml), y se incubaron a 

37°C por 16 horas. Los plásmidos extraídos de las colonias crecidas en el medio de 

selección se verifican mediante digestión enzimática con las enzimas SacI o BamHI. 

  



 
 

d. Sistema Tol2 

Para poder realizar la inserción de material genético en D. rerio, se utilizó el sistema 

Tol2. En este método se microinyecta en óvulos fertilizados una combinación del 

plásmido donador que incluye el casete que se quiere integrar al genoma 

flanqueado por los sitios de reconocimiento de la transposasa Tol2 (Ambion, 2012; 

Thermo Scientific, 2012) y el ARNm sintético que codifica la transposasa Tol2. La 

transposasa cataliza la escisión del casete de interés en el plásmido donador y su 

integración al azar en el ADN genómico (Kawakami, 2005, 2007). Para este 

proyecto se generó un plásmido con sitios reconocidos por la proteína transposasa, 

que flanquean la secuencia de interés (promotor CMV, gen mctp2b y marcador 

verde fluorescente GFP) para insertarlo en el genoma de D. rerio y generar 

sobreproducción de la proteína Mctp2b. 

 

e. Microinyección de embriones de pez cebra 

Se realizó el procedimiento microinyección de embriones de D. rerio (Rosen et al., 

2009) que consiste en; (1) Producción y recolección de huevos. Una noche antes 

se colocaron dos hembras y un macho separados por una barrera física en peceras 

de apareamiento. En la mañana, se retira la división de las peceras y se deja 

aproximadamente 20 minutos de apareamiento. Se recolectaron los huevos de las 

peceras. Se vierten los huevos en una caja Petri con medio blue E3 (NaCl, KCl, 

CaCl2·2H2O, MgCl2·6H2O y 1% azul de metileno) y se comprueba su fertilización. 

Con ayuda de una pipeta de transferencia se transfieren los embriones a una placa 

Petri con canales de agarosa. (2) Preparación de agujas. Con un puller de 

micropipetas, se obtiene un capilar de vidrio de 1.0 mm de diámetro externo. Se 

cargó la aguja con 3 μl de la mezcla de inyección. Se insertó la aguja en el 

microinyector y asegurando un sello hermético dentro de este. (3) Inyección. Se 

identifica que los embriones estén en la etapa de una célula. Se inyecta el contenido 

de la mezcla de microinyección (plásmido donador y ARNm de Tol2). Para 

establecer un control se apartan embriones que no serán microinyectados del 



 
 

mismo grupo obtenido. Se realizan observaciones a diferentes tiempos para 

detectar embriones muertos y se cuantifica el total de embriones. 

Las mezclas de microinyección contienen; pPC1 a diferentes concentraciones 

(25ng/µl, 50ng/µl y 100ng/µl), ARN Tol2 transposasa a 25ng/µl, rojo fenol a 0.05% 

y H20.  

 

f. Sobreexpresión por ARNm 

Una de las herramientas utilizadas para el estudio de la sobreproducción de 

proteínas in vivo, es la microinyección de ARNm en un embrión en desarrollo de D. 

rerio, el cual provee una rápida exploración de la función del gen en el embrión (Lin 

et al., 2016; Rosen et al., 2009). Se generarán ARNm de las proteínas Mctp2b-GFP, 

Dsred-Rab7 (marcador de endosoma, Wang et al., 2011) y mCherry-Sec61beta 

(marcador de retículo endoplásmico, Kalies et al., 1998) para estudiar su efecto en 

el desarrollo del embrión y su localización celular. Para la generación de los ARNm 

se realiza una reacción de PCR donde se utiliza como molde a los plásmidos: 

pCDNA3-mctp2b-GFP-LIC, DsRed-rab7 WT y mCh-Sec61 beta. Se diseñaron 

juegos de primers que contienen los promotores reconocidos por la enzima ARN 

polimerasa T3 y T7 (tabla 2), para el primero de estos plásmidos se utilizó los 

primers LRIV y LR091, para el segundo y tercero la combinación de primers LRII, 

LRIV y LRV para obtener fragmentos de 3770pb, 2616pb y 2255pb 

respectivamente, según las condiciones de la tabla 7. A partir de estos fragmentos 

que contienen el promotor T3 se realizó la transcripción in vitro (TIV) (Ambion, 2012; 

Thermo Scientific, 2012) para la obtención de ARNm que posteriormente será 

utilizado para microinyección a una concentración de 200 ng/µl. 



 
 

Tabla 5. Condiciones de la reacción de PCR para la obtención de los fragmentos 

que contienen los genes que codifican para DsRed-Rab7, mCherry-Sec61b y el 

promotor T3. 

 

g. Análisis de viabilidad de embriones control. 

Se obtuvieron grupos control para cada prueba. Se realizaron dos grupos diferentes 

de controles:  (1) controles no microinyectados (control); estos se separan del grupo 

experimental y se comparan en las diferentes observaciones realizadas a los grupos 

experimentales, permiten observar la viabilidad de los embriones obtenidos en la 

puesta de una pareja de peces. (2) controles microinyectados (controlMI); estos 

controles son microinyectados con el material genético del experimento realizado 

en la misma concentración (pPC1) y en el caso de los experimentos con RNAm se 

microinyecta agua. Estos controles permiten descartar el estrés mecánico de la 

microinyección, así como la toxicidad del material genético, como causa del efecto 

en el desarrollo del embrión. Los controlesMI no se realizaron en cada prueba, sin 

embargo, se realiza una prueba estadística para determinar diferencias entre el 

control y el controlMI. 

h. Análisis de viabilidad de los embriones microinyectados 

Una vez obtenidos los grupos microinyectados y de control, se cuantifica el total de 

embriones de cada grupo. Se realizaron observaciones para determinar la 

mortalidad del embrión a las 6, 8, 24, 36 y 48 hpf. Al identificar un embrión no viable, 

se retira de la caja Petri de su grupo y se desecha. Para determinar que un embrión 

no es viable se evalúa el color del embrión y su morfología. Los embriones que 



 
 

presentan alteraciones morfológicas no fueron retirados ya que representan un 

grupo de interés para el experimento. La mortalidad es calculada dividiendo el 

número de embriones muertos entre el número total de embriones del grupo. Se 

compararon las observaciones realizadas a las 24 hpf, al representar las diferencias 

de los diferentes embriones obtenidos.  

i. Análisis de la sobreexpresión de mctp2b por fluorescencia 

Se realizaron observaciones con el microscopio de epifluorescencia, Olympus 

CKX41 con el filtro de luz para GFP y el LED EXFO X-Cite 120 para determinar la 

presencia de fluorescencia en el embrión a las 6, 8, 24, 36 y 48 hpf. Se identificaron 

los embriones en el campo claro y posteriormente con el filtro de luz para GFP. Para 

descartar fluorescencia basal propia de los embriones de D. rerio, se realizan 

observaciones del grupo control. Los embriones con fluorescencia se seleccionan y 

se colocan en otra caja Petri para facilitar su seguimiento. La captura de imágenes 

se realiza en campo claro y con el filtro de luz para GFP, con aumentos de 4x, 10x 

y 20x. Se cuantifica el número de embriones que presentaron fluorescencia dentro 

de cada grupo.  

j. Fijación de embriones con PFA (4%) 

Se colocaron embriones de 24, 36, 48 y 60 hpf durante diez min en PFA 4%. Lavado 

con PBS-1x por 5 min 3 veces. Se realizan lavados durante 20 min con PBS con 

glicerol al 20%, 50% y 75%. Colocar la muestra en un tubo de microcentrífuga con 

glicerol 100%. Mantener en congelación a -20°C hasta montar embriones para 

captura de imágenes y análisis de fluorescencia (Baker, 2019). Para montar los 

embriones se utilizaron porta objetos con cinco capas de cinta de aislar perforada, 

generando cavidades de aproximadamente 0.5 cm de diámetro (figura 8). Con 

ayuda del microscopio estereoscópico Olympus SZX7, y utilizando una micropipeta 

de 1000 µl se recuperarán los embriones permitiendo montar cada uno en los 

portaobjetos con PBS con glicerol al 75%. 

  



 
 

k. Lapso de tiempo 

Se observaron los embriones microinyectados con pPC1 a diferentes tiempos (6, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 27, 30, 32, 48 hpf). A partir de las 22 hpf los embriones que 

presentaban sobreproducción de la proteína Mctp2b se fijaron en agarosa de bajo 

punto de fusión al 1%, se realizó la captura de imagen en campo claro y filtro de luz 

de los embriones cada hora, durante diez horas con el microscopio de 

epifluorescencia Olympus CKX41y el filtro de luz para observar GFP, EXFO X-Cite 

120. 

 

Figura 8. Esquema de montaje. Montaje de embriones de D. rerio para realizar 

observaciones. 

 

 

Figura 9. Lapso de tiempo. Resumen gráfico del experimento de lapso de tiempo con 

embriones microinyectados con pPC1. 

  



 
 

l. Análisis de co-localización 

Los embriones de 24 y 48 hpf microinyectados con pPC1 (100 ng/µl) y ARNm 

Sec61b (200 ng/µl) se fijaron con PFA a 4% para capturar imágenes en el 

microscopio Confocal Zeiss LSM 780. Las imágenes obtenidas se analizaron 

mediante el plugin JACoP (Just Another Colocalization Plugin) en el programa 

ImageJ. Esta herramienta puede utilizar indicadores comunes de co-localización; 

coeficiente de Pearson's, coeficiente de superposición y coeficiente de Manders 

(Bolte & Cordelieres, 2006).  

  



 
 

6. Resultados 

De acuerdo con las condiciones descritas previamente en la tabla 4, se logró 

obtener fragmentos específicos de ADN amplificados de los plásmidos con el gen 

mctp2b-GFP, utilizando los oligonucleótidos de la tabla 2, se obtuvo el tamaño de 

banda esperada 4561 pb (figura 10).  

 

 

Figura 10. Productos de la amplificación de fragmentos de plásmido con la secuencia que 

codifica para proteínas Mctp2b. Carril 1: M.P.M.; carril 2: Mctp2b-GFP-8691, tamaño de 

banda esperado: 4561 pb. 

 

a. Plásmido pPC1 

Este plásmido contiene el promotor CMV que regula la expresión de la fusión 

Mctp2b-GFP. Se comprobó la identidad del plásmido por medio de una reacción con 

enzimas de restricción (BglII, figura 11a).  

 



 
 

 

 

Figura 11. Caracterización del plásmido pPC1, resultado obtenido de la reacción con la 

enzima de restricción BglII. Bandas esperadas de 6600 y 2500 pb. a) Carril 1: M.P.M.; carril 

2: pPC1; carril 3: pPC1 digerido con BglII; carril 4: pPC1; carril 5: pPC1 digerido con BglII 

b) Mapa del vector de clonación. Indica Bgl II en el mapa construido; pPC1. 

 

b. Análisis de la viabilidad de los embriones post-inyección 

Se analizaron cinco grupos diferentes. Control no microinyectado, control 

microinyectados (controlMI), microinyectados con pPC1 a 25 ng/µl, microinyectados 

con pPC1 a 50 ng/µl y microinyectados con pPC1 a 100 ng/µl. La media de estos 

grupos fue obtenida de eventos independientes de microinyección. Para comparar 

los datos entre los diferentes grupos se calculó el porcentaje de mortalidad a partir 

del número de embriones muertos entre el total de embriones microinyectados.  

Para descartar la posibilidad de que los datos obtenidos fueran un falso positivo 

ocasionado por la microinyección, se incluyó un control microinyectado. Se realizó 

una prueba de χ² entre el control y el controlMI, obteniendo un p-value de 0.7871, 

un valor de z de 0.2701, esto nos indica, con un margen de confianza del 95%, que 

no hay diferencia significativa entre el control y control microinyectado. En la figura 

12 se puede ver la representación gráfica de la comparación de porcentajes. 
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Figura 12. Diferencia entre controles. Gráfica de diferencia entre control y controlMI. Se 

muestra la diferencia de la media del porcentaje de mortalidad de cada grupo. Se realizó 

una prueba χ² entre el control y el controlMI, obteniendo un p-value de 0.7871, un valor de 

z de 0.2701. No hay una diferencia significativa. 

Para determinar si la mortalidad es debida a la expresión de mctp2b-GFP se realizó 

un prueba ANOVA entre los grupos control contra los grupos microinyectados con 

pPC1, se obtuvo una p-value de 0.00197, esto nos muestra que hay una diferencia 

significativa entre estos dos grupos. 

Para identificar la concentración de pPC1 que genera un efecto significativo en la 

mortalidad comparado con el control, se realizaron pruebas t Student 

independientes entre cada concentracion contra el control. Se obtuvo de control vs 

25ng/µl; p-value de 0.0252, control vs 50ng/µl; p-value de 0.0490, control vs 

100ng/µl; p-value de 0.0068. Podemos interpretar que las tres concentraciones 

tienen un efecto significativo en la mortalidad de los embriones. La concentración 

que tiene una diferencia mayor con respecto al control es pPC1 100ng/µl. 
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Figura 13. Mortalidad de embriones a 24 hpf. Gráfica del porcentaje de mortalidad de 

embriones a 24 hpf. Se muestra la diferencia de la media del porcentaje de mortalidad de 

cada grupo.   

 

Con la concentración de pPC1 100 ng/µl, identificada como óptima, se microinyectó 

un mayor número de embriones para observar el efecto provocado por la 

sobreproducción de la proteína Mctp2b-GFP. Se adicionó un grupo control 

microinyectado con el plásmido pPC1 a 100 ng/µl sin ARNm transposasa.  Se 

realizó una prueba ANOVA entre los grupos microinyectados y un control no 

microinyectado. Se obtuvo una p-value de 0.0311, mostrando una diferencia 

significativa entre los grupos. Se realizó una prueba t Student independiente entre 

el grupo control microinyectado vs grupo pPC1 100 ng/µl, encontrado un p-value de 

0.0281, diferencia significativa. Este valor muestra que el efecto de mortalidad 

presente en los embriones no es consecuencia del estrés de la microinyección, ni 



 
 

de la presencia del plásmido. También demuestra que la sobre producción de la 

proteína Mctp2b-GFP genera un aumento en la mortalidad. 
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Figura 14. Mortalidad de embriones a 24 hpf. Gráfica del porcentaje de mortalidad de 

embriones a 24 hpf. Se muestra la diferencia de la media del porcentaje de mortalidad de 

cada grupo.   

c. Expresión de mctp2b-GFP  

El plásmido pPC1 contiene el promotor CMV que permitirá la sobreexpresión del 

gen de mctp2b y un gen reportero GFP. Para poder determinar que la 

sobreexpresión de mctp2b se lleva a cabo en los embriones microinyectados, se 

identifica la presencia de fluorescencia correspondiente a GFP. Para identificar la 

fluorescencia basal de D. rerio previo a las evaluaciones de los grupos 

microinyectados, se observaron los embriones control en campo claro y con el filtro 

de luz para GFP (figura 15). 

 

 



 
 

 

Figura 15. Controles de D. rerio a 30 hpf. a) Se observa embriones en campo claro, en las 

imágenes b) se observa la autofluorescencia de los embriones. 

 

Se realizaron observaciones a diferentes tiempos post inyección, donde se 

encontraron embriones que presentan puntos fluorescentes. La presencia de 

mctp2b se detecta mediante la señal verde fluorescente a las 24 hpf, sin embargo, 

en ocasiones se llegó a observar esta señal verde desde las 8 hpf. En la figura 16 

se muestran embriones que presentan señal de la proteína verde fluorescente en 

diferentes tiempos de evaluación. Estos embriones presentan características 

morfológicas atípicas para su fase de desarrollo.  

 

 



 
 

 

Figura 16. Evaluación preliminar de la expresión de Mctp2b-GFP. Del lado izquierdo de las 

imágenes se muestran embriones en campo claro, y del derecho la fluorescencia de GFP. 

a) Evaluación a las 8 hpf. b) Evaluación a las 24 hpf. c) Evaluación a las 36 hpf. d) 

Evaluación a las 48 hpf. Se observa la presencia de fluorescencia y deformidad en los 

embriones. 

 

La sobreexpresión de mctp2b se localizó en diversas regiones anatómicas en los 

embriones (figuras 17, 18 y 19). De forma cualitativa se aprecian diferentes 

intensidades en la señal verde fluorescente de los embriones. Por ejemplo, se 

identificó señal verde fluorescente en el saco vitelino, aleta dorsal e intestinos. 

Para las diferentes concentraciones de pPC1 microinyectadas (25 ng/µl, 50 ng/µl y 

100 ng/µl) se encontraron embriones con sobreexpresión de mctp2b. Para 

determinar la diferencia del efecto de las concentraciones, se realizó una prueba 

ANOVA con los tres grupos. Se considero el número de embriones que presentan 

fluorescencia, a partir de este se calculó el porcentaje de embriones que presentan 

fluorescencia con respecto al total de embriones microinyectados de cada grupo. La 

prueba estadística obtuvo un p-value 0.0104, lo que indica que hay diferencia 

significativa entre los grupos. Con la prueba múltiple de Tukey se calculó las t´s 



 
 

individuales entre todos los grupos. Con respecto al control se obtuvo: 25 ng/µl t= 

1.699, 50 ng/µl t= 3.422, 100 ng/µl t= 6.098, obteniendo que la concentración de 

pPC1 a 100 ng/µl tiene una mayor diferencia con respecto al control. El gráfico 

generado por esta prueba se observa en la figura 20. 

 

Figura 17. Evaluación de fluorescencia de embriones microinyectados con pPC1-100 ng/µl 

a 48 hpf. Evaluación de fluorescencia de embriones microinyectados con pPC1-100 ng/µl a 

48 hpf. Las imágenes de la izquierda se muestran en campo claro, las de la derecha con el 

filtro verde. Se puede observar la presencia de puntos fluorescentes en el embrión. 

 



 
 

 

 

Figura 18. Evaluación de fluorescencia de embriones microinyectados con pPC1-100ng/µl 

a 48 hpf. Las imágenes de la izquierda se muestran en campo claro, las de la derecha con 

el filtro verde. Se puede observar la presencia de puntos fluorescentes en el embrión. El 

embrión presenta una evidente deformación de la región caudal. 

 

Figura 19. Evaluación de fluorescencia de embriones microinyectados con pPC1-100 ng/µl 

a 48 hpf. Las imágenes de la izquierda se muestran en campo claro, las de la derecha con 

el filtro verde. Se puede observar la presencia de puntos fluorescentes en el embrión. El 

embrión no presenta un desarrollo óptimo, al punto que no se puede reconocer el vitelo y 

se presenta una clara deformidad. 
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Figura 20. Gráfica de porcentaje de fluorescencia de los embriones microinyectados con 

diferentes concentraciones de pPC1. Se calculó el porcentaje de embriones que muestran 

fluorescencia a las 24 hpf con respecto a embriones vivos de cada grupo. Se realizó una 

prueba ANOVA para determinar si la diferencia de embriones fluorescentes entre los grupos 

era significativa. Se encontró que la concentración de pPC1 100 ng/µl es significativa con 

respecto al control. 

Con la concentración de pPC1 100 ng/µl, identificada como óptima, se microinyectó 

un mayor número de embriones para observar el efecto provocado por la 

sobreproducción de la proteína Mctp2b-GFP. Del total de embriones 

microinyectados con el plásmido pPC1 a 100 ng/µl, n= 712, se obtiene que 19.2% 

presenta sobreproducción de la proteína Mctp2b-GFP. 

d. Caracterización fenotípica. 

De los embriones que presentan la sobreproducción de la proteína Mctp2b-GFP, se 

identificaron morfologías diferentes, obteniendo así tres fenotipos distintos: 1) 

potato-like; los embriones presentan deformidad en la forma del vitelo, así como un 

desarrollo interrumpido en la formación del cuerpo de la larva, se puede observar 



 
 

vestigios de la cabeza y la cola, la larva no puede sobrevivir después de 72 hpf, se 

encuentran diferentes puntos de la señal verde fluorescente en la región del vitelo. 

2) v-like; el cuerpo de la larva se desarrolla completamente, sin embargo, el embrión 

se dobla en la parte dorsal, la larva no puede sobrevivir después de 5 días post 

fertilización (dpf), la señal verde fluorescente se localiza en la región dorsal donde 

la larva se dobla, con diferentes puntos fluorescentes. 3) wildtype-like; el embrión 

se desarrolla de forma normal, la presencia de la señal verde fluorescente se 

aprecia en diferentes partes del cuerpo de la larva, principalmente en el vitelo, las 

larvas pueden sobrevivir después de 5 dpf. En la figura 21 se muestran estos 

fenotipos.  

 

Figura 21. Evaluación de morfología de embriones con sobreproducción de la proteína 

Mctp2b-GFP. a) Fenotipo wild-type (control). b) Fenotipo potato-like c) Fenotipo v-like. d) 

Fenotipo wildtype-like. Se observan tres morfologías diferentes a causa de la 

sobreproducción de la proteína Mctp2b-GFP. 

 

La supervivencia de los embriones que presentan la señal verde fluorescente a las 

48hpf es del 66%. Los embriones con fenotipo potato-like y v-like al tener 

malformaciones severas en su desarrollo no logran sobrevivir después de 120 hpf. 



 
 

Las larvas wildtype-like que presentan sobreproducción de la proteína Mctp2b 

pueden mantener su desarrollo después de las 120 hpf. Las larvas que sobreviven 

pierden la señal verde fluorescente. 

 

 

Figura 22. Evaluación de morfología y fluorescencia de embriones con expresión de la 

proteína Mctp2b-GFP. 

  



 
 

e. Lapso de tiempo 

Se observó la morfología y la presencia de puntos fluorescentes de embriones 

microinyectados con pPC1 (100 ng/µl) a diferentes horas post-fertilización. Con las 

observaciones de dos días diferentes se cuantificó el número de embriones 

fluorescentes que obtienen con el paso del tiempo. Se encontró que entre las 22 y 

25 hpf se tiene el mayor número de embriones con señal verde fluorescente 

resultantes de la sobreexpresión de mctp2b.  
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Figura 23. Grafica que muestra el número de embriones fluorescentes obtenidos en 

diferentes hpf. Se muestra el resultado de dos experimentos, con una n total de 154 y 100 

respectivamente. Se observa que entre las 22 y 25 hpf hay un aumento de los embriones 

que presentan la sobreexpresión, y este se mantiene constante en horas posteriores. 

 

Del total de embriones observados (n= 38) se seleccionaron las imágenes que 

permitían observar el desarrollo del embrión y la sobreexpresión de mctp2b 

mediante la presencia de la señal verde fluorescente. Las imágenes de cada 

embrión se recopilaron en una animación GIF (Carpeta drive) y en las imágenes 

asociadas a los fenotipos previamente descritos (figuras 25, 26, y 27). 

https://drive.google.com/drive/folders/1pvX6f-Lie


 
 

La preparación de los embriones montados con agarosa de bajo punto de fusión al 

1% en portaobjetos no afecta el desarrollo embrionario. Se observó que la detección 

de señal verde fluorescente en el embrión se dio de forma súbita entre las 22 y 24 

hpf, y no de forma gradual durante diferentes tiempos. La localización de la señal 

verde fluorescente en los embriones, puede asociarse al fenotipo, como se describió 

previamente. La fluorescencia encontrada en el vitelo no afecta, aparentemente, el 

desarrollo del embrión a diferencia de los embriones que presentan la señal verde 

fluorescente en partes del cuerpo diferentes al vitelo que producen diferentes 

fenotipos (potato-like, v-like).  

Además, el seguimiento de los embriones durante diez horas nos permitió observar 

que la distribución de la señal fluorescente aumenta su intensidad y comienza a 

distribuirse por el cuerpo del embrión cuando comienza su proceso de muerte 

(Carpeta drive). 

 

Figura 24. Experimento lapso de tiempo, embrión control. Se observa el desarrollo y 

fluorescencia del embrión a las 24 y 32 hpf. 

https://drive.google.com/drive/folders/1pvX6f-Lie


 
 

 

Figura 25. Experimento lapso de tiempo, fenotipo potato-like. Se observa el desarrollo y 

fluorescencia del embrión a las 24 y 32 hpf. Se observa malformación en el desarrollo, así 

como el aumento de la sobreexpresión de mctp2b. 

  



 
 

 

Figura 26. Experimento lapso de tiempo, fenotipo v-like. Se observa el desarrollo y 

fluorescencia del embrión a las 24 y 32 hpf. Se observa fluorescencia localizada fuera del 

vitelo. 

  



 
 

 

Figura 27. Experimento lapso de tiempo, fenotipo wildtype-like. Se observa el desarrollo y 

fluorescencia del embrión a las 24 y 32 hpf. Se observa fluorescencia localizada en vitelo, 

así como aumento en la intensidad de la sobreproducción de Mctp2b.  



 
 

f. Sobreexpresión con ARNm 

Se realizaron reacciones de PCR para la obtención de fragmentos de ADN que 

codifiquen para las proteínas Mctp2b-GFP, DsRed-Rab7 y mCherry-Sec61b según 

las condiciones de la tabla 8 para poder generar ARNm in vitro y utilizarlo para 

generar la sobreproducción de las proteínas en embriones de D. rerio. Se logró 

obtener por PCR el ADN molde para la transcripción in vitro: 3754 pb, 2616 pb y 

2255 pb para Mctp2b-GFP, DsRed-Rab7 y mCherry-Sec61b respectivamente. 

 

Figura 28. ADN-PCR y ARNm-TIV. Productos de la amplificación de fragmentos de 

plásmidos (a-c) y el producto de ARNm de la transcripción in vitro (d-f), con la secuencia 

que codifica para proteínas Mctp2b-GFP, DsRed-Rab7 y mCherry-Sec61b. a) Carril 1: 

M.P.M.; carril 2: Mctp2b-GFP. b) Carril 1: M.P.M, Carril 2 DsRed-Rab7. c) Carril 1: M.P.M.; 

Carril 2: mCherry-Sec61b. d) Carril 1: M.P.M.; Carril 2: ARNm Mctp2b-GFP. e) Carril 1: 

M.P.M.; carril 2: ARNm DsRed-Rab7. f) Carril 1: M.P.M.; Carril 2: mCherry-Sec61b. 

 

Se realizaron microinyecciones de embriones unicelulares de pez cebra con los 

ARNm de Mctp2b-GFP, DsRed-Rab7 y mCherry-Sec61b. Con el ARNm de Mctp2b-

GFP a 200 ng/µl y con el ARNm de DsRed-Rab7 a 200 ng/µl en 180 y 192 

embriones, respectivamente, no se obtuvo la expresión de la proteína, no se 

observó fluorescencia, ni cambios de morfología de las larvas. No hubo diferencias 

en el porcentaje de supervivencia de los embriones microinyectados y control. Con 

el ARNm de mCherry-Sec61b a 200 ng/µl en 178 embriones se observó la expresión 



 
 

de la proteína, se observó fluorescencia en rojo (mCherry), no se observaron 

cambios en la morfología de las larvas. Realizando una prueba estadística t-Student 

se encontró que no había diferencias significativas en el porcentaje de supervivencia 

del grupo control y el grupo microinyectado con ARNm de mCherry-Sec61b a 200 

ng/µl, obteniendo un p-value de 0.1663. La florescencia observada se muestra en 

la figura 29 donde se aprecia la distribución uniforme de la fluorescencia en los 

embriones, la localización de esta se presenta en el cuerpo de la larva, en las células 

que proliferan, diferentes al vitelo. El porcentaje de embriones que expresan la 

proteína mCherry-Sec61b es del 41.5%. 

 

Figura 29. Evaluación de fluorescencia de embriones microinyectados con ARNm sec61b 

200 ng/µl. Las imágenes de la izquierda se muestran en campo claro, las de la derecha el 

filtro rojo. Se puede observar la presencia de fluorescencia de forma uniforme en el embrión. 



 
 

g. Co-inyección pPC1 y ARNm Sec61b 

Se realizó una microinyección con el plásmido pPC1 100 ng/µl y el ARNm de 

mCherry-Sec61b a 200 ng/µl con el objetivo de observar la posible co-localización 

de las proteínas fluorescentes. Se microinyectaron 223 embriones. Se analizó la 

supervivencia de estos embriones comparada con los datos obtenidos de las 

microinyecciones de ARNm Sec61b y pPC1. Se realizó una prueba ANOVA entre 

los grupos, se obtuvo una p-value de 0.0025, lo que muestra una diferencia 

significativa entre los grupos. También se realizó una prueba t-Student contra el 

control obteniendo un valor de 0.0004, mostrando una diferencia significativa mayor 

que en los grupos previamente analizados. La mortalidad de los embriones se ve 

incrementada por la co-inyección de los sistemas de sobreexpresión.  
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Figura 30. Mortalidad de embriones a 24 hpf. Gráfica del porcentaje de mortalidad de 

embriones a 24 hpf. Se muestra la diferencia de la media del porcentaje de mortalidad de 

cada grupo.   



 
 

El porcentaje de embriones que presentan señal fluorescente ya sea verde para 

GFP o roja para mCherry es del 10.28%, y de estos embriones solo el 1.34% 

presenta ambas señales. La fluorescencia observada no es congruente con los 

experimentos previos, ya que la distribución de la fluorescencia roja no es uniforme 

por el cuerpo de la larva, sino que se encontró localizada en diferentes puntos del 

vitelo. La fluorescencia en verde se puede observar también en la región del vitelo 

en la larva.  

 

Figura 31. Evaluación de fluorescencia de embriones microinyectados con ARNm sec61b 

200 ng/µl y pPC1 100ng/µl. Se muestra la imagen en campo claro, filtro verde y rojo. Se 

puede observar la presencia de fluorescencia en el mismo punto del embrión. 

h. Análisis de localización 

De las imágenes obtenidas con el microscopio confocal LSM 780 (Zeiss) de los 

embriones microinyectados con pPC1 (100 ng/µl) y ARNm Sec61b (200 ng/µl) a 24 

hpf, se realizó el análisis de co-localización, obteniendo valores de; coeficiente de 

Pearson's: r=0.885, coeficiente de superposición: ICQ= 0.46345283406877613, y 

coeficiente de Manders M1=0.924 (fracción de A sobreponiéndose a B) y M2=0.999 

(fracción de B sobreponiéndose a A). Estos resultados indican que las señales 

fluorescentes en rojo y en verde co-localizan. 



 
 

 

Figura 32. Evaluación de co-localización de embriones microinyectados con ARNm sec61b 

200 ng/µl y pPC1 100ng/µl. Se muestra imágenes tomadas con confocal de puntos 

fluorescentes en embriones microinyectados con ARNm sec61b 200 ng/µl y pPC1 100ng/µl. 

Los puntos en amarillo muestran la colocalización de la señal. 

  



 
 

7. Discusión 

En este trabajo se exploró el efecto de la sobreproducción de Mctp2b fusionado a 

la proteína verde fluorescente en pez cebra. La función de las MCTPs es poco 

conocida, pero sabemos que está asociada a retículo endoplásmico y que en 

Drosophila y C. elegans participa en la regulación de la transmisión sináptica (Genc 

et al., 2017; Téllez-Arreola et al., 2020). En vertebrados, parce tener una distribución 

más amplia, incluyendo en sistema nervioso y muscular (Qiu et al., 2015; Shin et 

al., 2005) y particularmente en pez cebra, en donde existen cuatro genes MCTP, 

sus RNAm se han detectado en cerebro, corazón, hígado, etc. (Espino-Saldaña et 

al., 2020). La estructura molecular de las MCTPs sugiere que su función está 

relacionada al tráfico vesicular, ya que sus dominios C2 le confieren la posibilidad 

de unir calcio y asociarse con fosfolípidos de membrana mientras que sus dos pases 

transmembrana dirigirían su localización en organelos, en especial en retículo 

endoplásmico (Duran-Ríos, 2019; Olivares-Hernández, 2018; Shin et al., 2005; 

Téllez-Arreola et al., 2022). Por otro lado, en pez cebra, la deleción dirigida del gen 

mctp2b induce muerte prematura en estados embrionarios (Espino Saldaña et al., 

2020) lo que sugiere un papel importante de estas proteínas para el desarrollo 

normal del embrión. Por tanto, en este trabajo se exploraron las consecuencias de 

la sobreexpresión de este mismo gen mctp2b, que es el que se expresa de forma 

más abundante durante el desarrollo embrionario del pez (Espino Saldaña et al., 

2020). 

De los resultados obtenidos se pudo observar que la microinyección del plásmido 

de sobreexpresión de mctp2b pPC1, que porta a la Mctp2b fusionada a GFP bajo el 

control del promotor CMV, induce la expresión de la proteína fusión y un aumento 

en la mortalidad en embriones de D. rerio. Se comprobó que el estrés generado 

debido a la microinyección no tiene relación con el aumento de la mortalidad de los 

embriones al compararlo con un control microinyectado con agua y con un control 

microinyectado que contiene pPC1 sin transposasa, descartando la posibilidad de 

la toxicidad del ADN (figuras. 13-14). Por lo tanto, podemos argumentar que la 



 
 

transposición del plásmido pPC1 induce la sobreexpresión mctp2b provocando el 

aumento en la mortalidad de los embriones. 

De las tres concentraciones de pPC1 utilizadas en la microinyección de embriones 

de pez cebra que fueron evaluadas, la concentración de pPC1 de 100 ng/µl tiene 

un efecto negativo mayor en el desarrollo del embrión (figura 13). La concentración 

de 100 ng/µl del plásmido produce una mayor tasa de mortalidad, lo que podría 

indicar que su efectividad para generar la transposición del plásmido es mayor. La 

concentración de 100 ng/µl genera un mayor porcentaje de embriones que 

presentan señal verde fluorescente indicando una mayor efectividad de la 

transposición. La concentración de 100 ng/µl de pPC1 induce diversas morfologías 

en los embriones que sobreexpresan Mctp2b-GFP y que clasificamos en tres grupos 

generales: potato-like, v-like y wildtype-like (figura 21). De estos tres grupos, los que 

nombramos potato-like, por su evidente forma redondeada similar a los de una 

papa, presentan la mayor deformación e interrupción de su desarrollo, generando 

solo vestigios del cuerpo de la larva y comprometiendo severamente su 

supervivencia. De la misma forma las otras morfologías, v-like, por su deformación 

en la mitad del dorso que genera un ángulo agudo entre la cola y el cuerpo, y 

wildtype-like, con morfología similar al pez silvestre, presentan una disminución en 

su supervivencia, sin embargo, el desarrollo del cuerpo de la larva es completo, y 

se pueden apreciar puntos específicos de señal verde fluorescente, las larvas logran 

sobrevivir hasta 5 días post fertilización.  

La evaluación fenotípica de los efectos de mutaciones, sobreexpresión y exposición 

a agentes químicos en pez cebra se hace actualmente de manera no cuantitativa y 

es un proceso relativamente subjetivo (Teixidó et al., 2019; Raudonis et al., 2019). 

El fenotipo v-like inducido por la sobreexpresión de Mctp2b asemeja al fenotipo “up 

curved fish” reportado por Jeanray et al 2015, el cual es inducido por la exposición 

a agentes químicos. El fenotipo potato-like parece corresponder a un proceso de 

necrosis que deberá ser investigado utilizando marcadores moleculares específicos 

para este proceso. La sobrexpresión de la proteína Mctp2b genera una reducción 

en la endocitosis en diferentes tipos de células (Qiu, et al., 2015) y este puede ser 



 
 

el factor que genera una interrupción en el correcto desarrollo del embrión 

induciendo su muerte prematura. 

El porcentaje de mortalidad de los embriones microinyectados con el plásmido pPC1 

es de aproximadamente 50%, de este porcentaje, no detectamos sobreexpresión 

de mctp2b mediante el reportero GFP. Es probable que este porcentaje alto de 

mortalidad, donde no se presenta fluorescencia se deba a la sobreproducción de la 

proteína Mctp2b, en fases donde no evaluamos la presencia de fluorescencia o que 

la cantidad de proteína expresada aun no sea suficiente para detectarla, y aun así 

comprometa su desarrollo.  

La microinyección utilizando ARNm de sec61b (200 ng/µl) permite la expresión de 

la proteína, y su detección de señal fluorescente en el filtro de luz para mCherry, 

esta expresión no afecta la supervivencia de los embriones de forma significativa, 

comparada con el control, y permite marcar el retículo endoplasmático. Por otro 

lado, la co-inyección del plásmido pPC1 (100 ng/µl) y el ARNm Sec61b (200 ng/µl) 

genera un incremento significativo en el porcentaje de mortalidad de los embriones 

claramente inducido por la expresión de mctp2b  

Sin embargo, este resultado también puede ser consecuencia de la expresión de 

mctp2b en conjunto con la proteína Sec61b, la cual produce un estrés reducido en 

el retículo endoplasmático (Zhu et al., 2018), que en conjunto con Mctp2b puede 

ocasionar la muerte del embrión, reforzando la hipótesis de la participación de 

Mctp2b en este organelo. En los embriones que presentan la expresión de ambas 

proteínas, se encontró que estas proteínas sí colocalizan, lo que permite asociar a 

Mctp2b al retículo endoplasmático in vivo y su posible participación en el tráfico 

vesicular. En este sentido, estudios recientes han mostrado que la sobreexpresión 

de MCTP de mamíferos en células COS-7 en cultivo, induce un rearreglo de la 

organización del retículo endoplásmico y vincula la función de las MCTPs con la 

generación de gotas lipídicas (Joshi et al., 2021). Según nuestras observaciones, 

una de las causas posibles de los cambios morfológicos observados en este 

estudio, podrían estar provocados por cambios en el retículo endoplasmático, como 

lo sugiere Joshi. 
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