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RESUMEN 

El virus de la tristeza de los cítricos (Citrus tristeza virus = CTV; género Closterovirus, familia 

Closteroviridae) es el agente causal de una de las enfermedades de mayor importancia 

económica de los cítricos a nivel mundial. El CTV se detecta en las plantaciones mediante 

pruebas serológicas basadas en el ensayo de inmunoadsorción  ligado a enzima conocido como 

ELISA, para lo que existen kits comerciales que se utilizan rutinariamente en los diversos 

laboratorios de diagnóstico que existen en el México. El virus está compuesto por partículas 

virales largas y flexibles de 2000 x 12 nm de tamaño; su genoma consiste de RNA de cadena 

sencilla, con polaridad positiva con una talla molecular entre 19,226 a 19,302 nucleótidos 

dependiendo del aislamiento. El RNA genómico (RNAg) del CTV contiene 12 marcos de lectura 

que codifican por lo menos para 17 productos de expresión con diferentes funciones en el 

ensamblaje de partículas virales y multiplicación del RNAg. En la porción terminal 3’ se ubica el 

gen p20 el cual codifica una proteína no estructural con un peso molecular aproximado de 16.5-

19.9 kDa; esta proteína denominada p20 tiene una alta afinidad por sí misma y se acumula en 

forma de inclusiones amorfas en el floema de plantas infectadas. El presente trabajo consistió en 

evaluar anticuerpos de conejo y rata desarrollados contra la proteína no estructural p20 

recombinante del CTV expresada en E. coli, con fines de detección. Los anticuerpos anti-p20 

evaluados, tanto de conejo (clave 201) y de rata (clave R1), reaccionaron en ensayos de 

inmunodetección en Western Blot en forma específica con la proteína p20 de cultivos de E. coli 

transformados con el gen p20, así como la proteína p20 presente en tejido de cítricos infectado 

por el CTV. Posteriormente, se evaluó la reactividad de los anticuerpos anti-p20, en pruebas de 

ELISA-DASI con tejido de árboles de cítricos previamente analizados y considerados positivos 

y negativos del CTV. Se emplearon dos anticuerpos anti-p20 desarrollados en conejo clave 201 

el cual tuvo reactividad como tapizado a una concentración de 6µg/ml y rata clave R1 como 

intermedio a una dilución 1:3,000. En la combinación óptima 201/R1 los valores de densidad 

óptica (DO405) oscilaron entre 0.170 y 0.550 para las muestras de tejido infectado por el CTV y 

fueron menores de 0.100 con tejido de plantas sanas. Mientras que con otras combinaciones tales 

como: R1 6µg/ml (tapizado) / 201 1:3000 (intermedio), los valores de absorbancia fueron de 

0.008-0.012 para las muestras de tejido infectado por el CTV y con la combinación 202 6µg/ml 

(tapizado) / R1 1:3000 (intermedio), los valores de densidad óptica (DO405) oscilaron entre 

0.157-0.171 para las muestras de tejido infectado por el CTV, por lo que no se logró diferenciar 

entre una muestra positiva y negativa del CTV. 
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1.0 INTRODUCCIÓN 

El virus de la tristeza de los cítricos (Citrus tristeza virus = CTV) es el agente causal de 

una de las enfermedades de mayor importancia económica de cultivo de los cítricos a 

nivel mundial (Bar-Joseph et al., 1989a; Moreno et al., 2008; Rocha-Peña et al., 1995; 

1998). El CTV es un closterovirus de distribución cosmopolita que infecta a casi todas 

las especies y géneros relacionados del género Citrus (Bar-Joseph y Lee, 1989; Garnsey 

y Müller, 1988; Moreno et al., 2008); sin embargo, su efecto más dramático ocurre  en 

los cultivos de naranja, toronja y mandarina injertados en patrón de naranjo agrio (Citrus 

aurantium L.) y limón mexicano [Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle] 

independientemente de ser crecido de semilla o del portainjerto utilizado (Rocha-Peña, 

et al., 1995, 1998). 

La introducción del CTV en una plantación se efectúa comúnmente mediante el 

empleo inadvertido de material de propagación infectado (yemas, plantas de vivero, 

etc.), motivo por el cual se requiere métodos de detección confiables para evitar el 

empleo de material de propagación infectado y la posterior diseminación del virus en el 

campo (Roistacher y Bar-Joseph, 1989). 

Para la detección del CTV en plantas de cítricos, el análisis masivo de muestras 

de cítricos se ha llevado a cabo históricamente mediante diversas variaciones de la 

técnica serológica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Bar-Joseph et al., 

1979; Bar-Joseph y Malkinson, 1980; Garnsey et al., 1993) con anticuerpos específicos 

para el CTV basado tradicionalmente en el empleo de preparaciones del virus 

purificadas como inmunógeno (Rocha-Peña y Lee, 1991). En el transcurso del tiempo, 

se desarrollaron anticuerpos policlonales (Gonsalves et al., 1978; Bar-Joseph y 

Malkinson, 1980; Garnsey y Henderson, 1984, datos no publicados; Gumpf, 1990; datos 

no publicados; Lee, 1986; datos no publicados), monoclonales de reacción poli-

específica (Lin et al., 2000; Vela et al., 1986; Batista, 2001; Öztürk y Çirakoglu, 2003) y 

mono-específica (Permar et al., 1990). Actualmente existen en el mercado a nivel 

comercial estuches serológicos para la detección del CTV de varias compañías 

principalmente de USA (Agdia y Biorad), España (INGENSA y Plan Print), Suiza 

(Bioreba) e Italia (Agritest). La mayoría de los estuches comerciales se basan tanto en 
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anticuerpos policlonales y monoclonales o mezclas de ellos preparados a partir de 

preparaciones purificadas del virus como inmunógeno. 

En la década de 1990 se reportó la producción de anticuerpos policlonales para la 

proteína recombinante p25 de la cápside (rCP) del virus (Manjunath et al., 1993; 

Nikolaeva, et al., 1995; Targon et al., 1997) como una estrategia para vencer lo 

laborioso y dificultades de purificación de las partículas virales del CTV. En términos 

generales; los anticuerpos desarrollados a partir de la proteína recombinante de la 

cápside del CTV originalmente tuvieron utilidad solo como anticuerpos intermedios en 

las pruebas ELISA DASI, debido a la reducida afinidad para poder ser empleados como 

anticuerpos primarios (de tapizado) en las placas de microtitulación (Bar-Joseph et al., 

1997). No obstante lo anterior, en el año de 2008 se reportó el desarrollo de anticuerpos 

contra la proteína recombinante p25 (Iracheta-Cárdenas et al., 2008) con propiedades de 

ser empelados tanto como anticuerpos primarios y como anticuerpos intermedios en 

ensayos de ELISA DAS-indirecta, efectivos para el análisis masivo de muestras de 

cítricos a nivel de campo, así como con aislamientos del CTV de orígenes geográficos 

diversos (Iracheta-Cárdenas et al., 2009). 

Referente a los estudios de caracterización del genoma del CTV, éstos se han 

efectuado rutinariamente mediante la clonación y expresión en Escherichia coli de los 

genes en estudio, con el desarrollo subsecuente de anticuerpos contra la proteína 

recombinante y su detección en ensayos serológicos; por ejemplo los genes p27 (Febres 

et al., 1994), p20 (Gowda et al., 2000), p23 (Ghorbel et al., 2001), p65 (Torres et al., 

2003); no obstante lo anterior, solo para el caso del gen p25 de la proteína de la cápside 

(Manjunath et al., 1993; Nikolaeva et al., 1995; Targon et al., 1997; Iracheta-Cárdenas 

et al., 2008) se ha explorado la posibilidad de emplear los anticuerpos desarrollados con 

fines de diagnóstico. Al respecto, la proteína no estructural p20 del CTV ofrece una 

alternativa a explorar su uso con fines de diagnóstico, primordialmente por las 

cantidades considerables en que se acumula en plantas infectadas (Gowda et al., 2000), 

así como la presencia consistente de las inclusiones que ella forma en el floema de 

plantas infectadas para diversos aislamientos del CTV (Brlansky y Lee, 1990). 

En año 2008 en el laboratorio L4 del Instituto de Biotecnología de la FCB-

UANL se desarrollaron anticuerpos policlonales contra la proteína recombinante de la 
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cápside p25 (rCP) del CTV en conejos y cabras. Los anticuerpos anti-p25 desarrollados 

de cabra (T1) y de conejo (C3) fueron evaluados en pruebas ELISA-DASI, con tejido de 

cítricos sano e infectado por el CTV. Ambos anticuerpos (cabra T1 y de conejo C3) 

reaccionaron en forma efectiva tanto como anticuerpo primario (atrapante o de tapizado 

de placa) y como anticuerpo intermedio (anticuerpos de detección) en pruebas ELISA-

DASI, discriminando tejido sano e infectado con el CTV, con valores de densidad óptica 

(OD405nm) entre 0.151-2.415 para las muestras infectadas con el CTV y valores menores 

a 0.100 para el tejido sano (Iracheta-Cárdenas et al., 2008). En un estudio posterior, se 

demostró la efectividad de la combinación de anticuerpos rCP cabra T1/conejo C3 en el 

análisis masivo de muestras de cítricos en plantaciones comerciales de cítricos para la 

detección del CTV en California, EUA (Iracheta-Cárdenas et al., 2009). 

En el presente trabajo de investigación se planteó el utilizar la expresión de la 

proteína p20 no estructural como objeto de detección del CTV en plantas infectadas con 

fines de diagnóstico. La proteína p20 no estructural aún no sido explotada para 

emplearla con fines de diagnóstico, ya que todos los estudios previos de detección 

serológica se han basado en el desarrollo de anticuerpos empleando como inmunógeno 

ya sea partículas virales completas purificadas o bien la proteína p25 de la cápside del 

CTV recombinante expresada en Escherichia coli y purificada. La justificación de 

explorar la proteína p20 no estructural con fines de diagnóstico se basa en la alta 

afinidad que tiene por sí misma y su consecuente acumulación en forma de inclusiones 

amorfas en el floema de plantas infectadas con CTV (Gowda et al., 2000), lo cual 

garantiza su presencia en cantidades considerables para ser detectada en plantas 

infectadas y por consecuencia su factibilidad de ser empleada para discriminación de 

plantas sanas e infectadas por el CTV. 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

5 
 

2.0 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

2.1 Hipótesis: 

Mediante un sistema ELISA-DASI con anticuerpos desarrollados contra la proteína no 

estructural p20 del CTV es posible discriminar plantas de cítricos sanas e infectadas por 

el CTV. 

 

2.2 Objetivo general: 

1. Evaluar la reactividad de los anticuerpos desarrollados contra la proteína 

recombinante p20 en cultivos transformados de Escherichia coli y tejido de 

cítricos sano e infectado con el CTV. 

 

2.3 Objetivos particulares:  

1. Purificar la proteína recombinante p20 del CTV mediante gel de poliacrilamida y 

comprobar pureza y concentración de la misma por Western Blot. 

2. Establecer un sistema serológico ELISA-DASI con los anticuerpos desarrollados 

anti-p20 para discriminar muestras de cítricos positivas y negativas del CTV. 
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3.0 ANTECEDENTES 
 
3.1 Propiedades del virus 

El CTV es miembro del género monopartita Closterovirus, en la familia Closteroviridae. 

Está compuesto por partículas virales largas y flexibles de 2000 x 12 nm de tamaño. Su 

genoma consiste de RNA de cadena sencilla, de polaridad positiva (Karasev et al., 1995) 

sobre el cual se ensamblan dos proteínas de cápside de 25 y 27 kDa, respectivamente 

(Febres et al., 1996). El genoma del CTV se ha secuenciado por varios aislamientos y se 

ha determinado una talla molecular entre 19,226 y 19,302 nucleótidos dependiendo del 

aislamiento  (Karasev et al., 1995; Mawassi et al., 1996; Pappu et al., 1994; Vives et al., 

1999; Yang et al., 1999; Albiachi et al., 2000; Suastika et al., 2001). Se ha determinado 

que el RNA genómico (RNAg) del virus está organizado en 12 marcos de lectura (MDL) 

que codifican por lo menos 17 productos de naturaleza proteica con diferente función en 

el ensamblaje de las partículas virales y multiplicación del RNAg. Además, se ha 

determinado que existen dos regiones no traducibles (UTR, por sus siglas en inglés) 

flanqueando las regiones terminales 5´y 3´ respectivamente (Karasev et al., 1995; Pappu 

et al., 1994). La porción 5´ del genoma contiene dos MDL los cuales codifican proteínas 

asociadas con la multiplicación del virus que son expresadas a partir del RNAg. Por el 

contrario, en la porción 3´ se encuentran diez MDL los cuales se expresan a partir de 

varios RNAs subgenómicos (RNAsg) (Hilf et al., 1995) para codificar las proteínas de la 

cápside 25 (p25) y 27 (p27) kDa, respectivamente; la p25 que cubre alrededor del 97% 

de la superficie de los viriones, mientras que la p27 cubre el 3% restante y se encuentra 

en un porción terminal de las partículas virales a manera de cascabel; a las proteínas p6, 

p65, p61 se les atribuyen funciones de anclaje, ensamble y movimiento del virion; la 

proteína p23 tiene función adherencia al RNA en la acumulación asimétrica del mismo y 

la proteína p20 se acumula en forma de inclusiones amorfas en el floema de plantas 

infectadas (Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995; Albiachi-Marti, 2012). Para las 

proteínas codificadas por los genes p33, p18, p13 se les atribuyen funciones de 

infectividad en el rango de hospedantes (Tatineni y Dowson, 2012; Tatineni et al., 

2008). 
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3.2 Inclusiones virales y su relación con la proteína p20 

El CTV induce inclusiones amorfas y cristalinas en plantas infectadas, particularmente 

en el floema y tejidos adyacentes, las cuales se consideran con valor diagnóstico por el 

CTV (Garnsey et al., 1980; Bar-Joseph y Lee, 1989). Existen varios protocolos de 

tinción mediante microscopía de luz (Brlansky, 1987; Miao y Skaria, 2002) e 

inmunofluorescencia (Brlansky et al., 1988) para determinar los sitios de acumulación 

del virus en los tejidos del hospedante, con base a la presencia de partículas virales y 

cuerpos de inclusión. Las inclusiones cristalinas están constituidas principalmente por 

acumulación de agregados de partículas virales (Garnsey et al., 1980; Bar-Joseph y Lee, 

1989). En estudios recientes se determinó que el constituyente principal de las 

inclusiones amorfas inducidas por el CTV corresponde a una proteína de 22-23 kDa, la 

cual es un producto codificado por el gen p20. Esta proteína denominada p20 tiene una 

alta afinidad por sí misma y se acumula en cantidades considerables en el floema de 

plantas infectadas con CTV (Gowda et al., 2000). Se ha sugerido que la proteína p20 

puede ser un factor de patogenicidad porque tiene actividad supresora del silenciamiento 

del RNA de las plantas de Nicotiana benthamiana y N. tabacum (Lu et al., 2004). 

 

3.3 Métodos de detección del CTV 

Para la detección del CTV a partir de tejido de cítricos se han desarrollado diversos 

protocolos metodológicos, que difieren en el grado de aplicación, utilidad y sensibilidad. 

Existe la indexación biológica en lima mexicana (Citrus aurantifolia) y otros 

hospedantes cítricos, de utilidad tanto la detección del virus a partir de tejido infectado y 

a la caracterización de razas del patógeno (Garnsey et al., 1987, 1991); asimismo, existe 

también el empleo de microscopia electrónica para la observación de partículas virales 

(Bar-Joseph et al., 1974b; Garnsey et al., 1980), microscopía de luz para determinar la 

presencia de inclusiones amorfas y cristalinas inducidas por el virus (Brlansky, 1987; 

Brlansky y Lee 1990; Brlansky et al., 1988; Garnsey et al., 1980), pruebas moleculares 

diversas que incluyen hibridación con sondas específicas (Cevik et al., 1996b; Narváez 

et al., 2000), así como varios protocolos de reacción en cadena de polimerasa (PCR) 

dirigidos mayormente para la discriminación de aislamientos débiles y severos 

(Ananthakrishnan et al., 2010; Cevik et al., 1996a; Ruiz-Ruiz et al., 2009; Sambade et 
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al., 2003; Yokomi et al., 2010), así como técnicas serológicas diversas (Rocha-Peña y 

Lee, 1991; Garnsey et al., 1993). Los métodos de detección serológicos utilizados se 

basan en la técnica ELISA, en sus modalidades de sándwich de doble anticuerpo directo 

(ELISA DAS) (Bar-Joseph et al., 1979) e indirecto (ELISA DASI) (Bar-Joseph y 

Malkinson, 1980), así como en su variante de inmunoimpresión (DTBIA) en membranas 

de nitrocelulosa (Garnsey et al., 1993), para los cuales existen estuches comerciales 

disponibles en USA (Agdia y Biorad), España (INGENSA y Plan Print), Italia (Agritest) 

y Suiza (Bioreba). Los métodos de detección serológica son los de mayor uso debido a 

la capacidad de estos ensayos para analizar grandes volúmenes de muestras, su 

sensibilidad y especificidad, por lo que es aplicable en el establecimiento de programas 

de prospección y erradicación de plantas positivas, así como en estudios de la 

epidemiología de la enfermedad (Batista et al., 2005; Cambra et al., 2000; Polek, 2000). 

Dichos métodos se basan en anticuerpos desarrollados principalmente contra la proteína 

de la cápside presente en las partículas del virus, por lo que la serología contra proteínas 

no estructurales como método de detección no ha sido explorada para el CTV. El 

desarrollo de ensayos serológicos para detectar todos los aislados del CTV requiere de la 

obtención de anticuerpos, que tengan reactividad polivalente, es decir que sean capaces 

de detectar todos los aislamientos y razas del virus (Cambra et al., 2000; Rocha-Peña y 

Lee, 1991). De esta manera, los mismos pueden ser empleados en los programas de 

cuarentena y erradicación, lo cual permitirá prevenir el movimiento de aislados severos a 

nuevas áreas y lograr un manejo integrado más efectivo del virus (Cambra et al., 2000). 

 

3.4 Producción de anticuerpos contra el CTV 

3.4.1 Preparaciones purificadas del virus 

La producción de anticuerpos para el CTV fue posible una vez que se 

desarrollaron métodos eficientes para purificar partículas del virus (Bar-Joseph et al., 

1974a; Gonsalves et al., 1978; Lee et al., 1987, 1988; Tsuchizaki et al., 1978). Los 

anticuerpos específicos anti-CTV a partir de preparaciones purificadas del virus se han 

producido mayormente en conejos y en menor cantidad en gallinas, cabras y ratones 

(Rocha-Peña y Lee, 1991). El título de los anticuerpos producidos contra el CTV y la 

reactividad de éstos para detectar al virus en tejido de cítricos dependen en gran medida 
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de la eficiencia de los métodos de purificación del virus, que se traduzca en cantidades 

suficientes de partículas virales para la inmunización, así como con la eficiencia de los 

mismos para eliminar las proteínas de la planta hospedante (Rocha-Peña y Lee, 1991).  

Desde finales de la década de 1970 se desarrollaron anticuerpos policlonales (Gonsalves 

et al., 1978; Bar-Joseph y Malkinson, 1980; Lee et al., datos no publicados; Gumpf et 

al., datos no publicados), y monoclonales de reacción poliespecífica (Batista, 2001; 

Gumpf et al., 1987; Lin et al., 2000; Öztürk y Çirakoglu, 2003; Vela et al., 1986) y 

monoespecífica (Permar et al., 1990), utilizando tradicionalmente como inmunógeno 

preparaciones del virus purificado.  Actualmente existen en el mercado a nivel comercial 

estuches serológicos para la detección del CTV de varias compañías principalmente de 

USA (Agdia y Biorad), España (INGENSA y Plan Print), Suiza (Bioreba) e Italia 

(Agritest). La mayoría de los estuches comerciales se basan tanto en anticuerpos 

policlonales y monoclonales o mezclas de ellos preparados a partir de preparaciones 

purificadas del virus como inmunógeno. 

 

3.4.2 Proteínas recombinantes 

En los inicios de la década de 1990 surgieron metodologías para la producción de 

anticuerpos empleando como antígeno proteínas recombinantes de genes expresados en 

Escherichia coli, mayormente de la proteína de la cápside de varios virus fitopatógenos, 

incluyendo el CTV (Manjunath et al., 1993; Nikolaeva et al., 1995). El empleo de 

proteínas recombinantes como antígeno para la producción de anticuerpos con fines de 

detección, se considera de gran valor particularmente para virus que son difíciles de 

purificar, ya sea porque estos son inestables, mantienen niveles bajos de concentración 

del virus en los tejidos del hospedante o que en los procesos de purificación son 

propensos a degradación (Barbieri et al., 2004; Petrovic et al., 2003).  

Para el caso del CTV, se han desarrollado anticuerpos principalmente contra la 

proteína recombinante p25 de la cápside (rCP). Manjunath et al., 1993 (USA) 

produjeron un anticuerpo policlonal (CREC-35) a partir del la rCP empleando la cepa de 

Escherichia coli BL21 como vehículo de expresión. Los anticuerpos desarrollados los 

evaluaron por Western Blot y por ELISA. Por otra parte, Nikolaeva et al., 1995 (USA) 

obtuvieron anticuerpos policlonales de la rCP del CTV expresada en Escherichia coli, el 
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cual fue evaluado con ELISA indirecta dando un título de 105, mientras que en 

inmunoblot se obtuvo un título de 106. También lo probaron con la prueba de ELISA-

DASI y les funcionó como anticuerpo primario (tapizado) (datos no mostrados). El 

anticuerpo MBP-CP fue usado durante dos años en California para la indexación, 

certificación e inspección de infecciones del CTV en el Valle Central con resultados 

satisfactorios (Nikolaeva et al., 1995). Tragón et al., 1997 (Brasil) desarrollaron 

anticuerpos policlonales hacia la rCP CTV expresada en Escherichia coli. Sin embargo, 

tales anticuerpos mostraron resultados inconsistentes como anticuerpos primarios (de 

tapizado) bajo condiciones no desnaturalizantes; por lo anterior, su empleo a gran escala 

se restringió sólo como anticuerpo secundario (intermedio) en pruebas ELISA de doble 

sándwich indirecta (ELISA-DASI). 

Sequeira y Nolasco 2002 (Portugal) produjeron anticuerpos policlonales basado 

solamente en rCP-CTV CTV expresada en Escherichia coli y evaluado por ELISA 

indirecta empleando el anticuerpo crudo, debido a que cuando empleaban la IgG 

purificada a 1mg/ml los resultados de absorbancia entre una muestra positiva y negativa 

eran casi iguales lo cual complica la discriminación. 

Amin et al. (2004) en Egipto obtuvieron un anticuerpo policlonales contra la rCP 

del CTV expresada en Escherichia coli, el cual fue usado a una dilución 1:10,000 en 

ELISA indirecta, fue eficiente para atrapar al virus. Con la ELISA-DASI el anticuerpo 

fue usado a una dilución 10-4 para detectar al CTV. Este anticuerpo aumento su 

especificidad cuando se empleo como anticuerpo secundario (intermedio). 

Iracheta Cárdenas et al. (2008) en México desarrollaron anticuerpos policlonales 

contra la rCP del CTV expresada en Escherichia coli; los anticuerpos desarrollados en 

cabra y conejo fueron evaluados por Western Blot y ELISA-DASI mostrando su 

reactividad efectiva para discriminar plantas sanas e infectadas con el CTV; asimismo, 

los anticuerpos fueron capaces de funcionar tanto como tapizado (anticuerpo primario) 

como intermedio (anticuerpo secundario). 

 En adición al CTV, se han desarrollado anticuerpos contra la rCP de diversos 

grupo taxonómicos de virus fitopatógenos, tal como: Bunyaviridae: Tomato spotted wilt 

virus (TSWV) (Vaira et al., 1996); Closteroviridae: Grapevine rupestris stem pitting 

associated virus (Petrovic et al., 2003); Potyviridae: Watermelon mosaic virus (Barbieri 
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et al., 2004) y Potato virus Y (PVY) (Folwarczna et al., 2008); Flexiviridae: Apple stem 

grooving virus (ASGV) (Nickel et al., 2004);  Bromoviridae: Pelargonium zonate spot 

virus (PZSV) (Gulati-Sakhuja et al., 2009) y Prune dwarf virus (Abou-Jawdah et al., 

2004); Geminiviridae: Beet severe curly top virus [BSCTV], Beet mild curly top virus 

[BMCTV] y Beet curly top virus [BCTV] (Durrin et al., 2010); Luteoviridae: Potato 

leafroll virus (PLRV) (El-Attar et al., 2010). 

 

3.5 Desarrollo de anticuerpos contra proteínas no estructurales para la detección 

de virus fitopatógenos 

El desarrollo de anticuerpos contra proteínas no estructurales del virus es una estrategia 

que ha sido poco explotada para algunos grupos de virus fitopatógenos. A continuación 

se hace una descripción de los trabajos realizados. 

 

Tenuivirus El primer reporte lo constituye el empleo de anticuerpos dirigidos a una 

proteína no estructural del Maize stripe virus en la década de 1980 (Falk y Tsai, 1983; 

Falk et al., 1987b). Ellos purificaron la proteína no estuctural con un peso molecular de 

aproximadamente 16.3 kDa que forma agregados cristalinos, empleando un gradiente de 

CsCl; evaluaron primero al anticuerpo con la técnica de inmunodifusión y aumentaron la 

sensibilidad de tal manera que emplearon las técnicas de ELISA-DAS y ELISA 

indirecta, obteniendo resultados muy satisfactorios con ELISA indirecta, ya que 

detectaron a la proteína no estructural del Maize stripe virus en diluciones de 10-7 de la 

savia de la planta, mediante el cual demostraron su eficiencia mayor sobre anticuerpos 

desarrollados contra la proteína no estructural que con los anticuerpos desarrollados 

contra la proteína de la cápside del virus (Falk y Tsai, 1983; Falk et al., 1987b), estos 

mismos autores desarrollaron anticuerpos contra la proteína no estructural de un peso 

molecular alrededor de 16 kDa que forma cuerpos de inclusión, de otros tenuivirus como 

Rice hoja blanca y Echinochloa hoja blanca (Falk et al., 1987a); los anticuerpos 

desarrollados se evaluaron por ELISA indirecta dando como resultado que solo 

reaccionaban con sus respectivas muestras infectadas con el virus; no se obtuvo reacción 

inespecífica con otro tipo de teniuvirus. Miranda y Koganezawa (1995), desarrollaron 

anticuerpos contra la proteína no estructural (NCP) del Rice grassy stunt virus debido a 
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que la NCP se produce en suficientes cantidades en tejido infectado; la proteína NCP fue 

purificada por precipitación diferencial, el anticuerpo fue evaluado por ELISA indirecta 

obteniendo un resultado mayor a una dilución de 10-5 del antígeno dando una OD= 2.0 

como máximo (10-3) y 0.2 como mínimo (10-7). 

 

Trichovirus En 1997 se reportó el desarrollo de anticuerpos específicos contra la 

proteína no estructural del grapevine virus A (Rubinson et al., 1997); estos autores 

tuvieron mayores niveles de detección del virus en plantas infectadas por medio de 

análisis de inmunoblot, en comparación con los obtenidos con anticuerpos desarrollados 

contra la proteína recombinante de la cápside.  

 

Closterovirus En el año 2000 se reportó el desarrollo de un anticuerpo policlonal 

producido en conejo específico contra la proteína no estructural p20 del CTV (Gowda et 

al., 2000); dicho anticuerpo mediante el análisis de Western Blot detectó una proteína 

alrededor de 22-23 kDa, que se acumuló en niveles relativamente altos en tejido de 

cítricos infectados con el CTV, pero no en tejido de cítricos sano. Además también lo 

evaluaron mediante localización in situ empleando microscopía electrónica y el 

antisuero anti-p20 fue conjugado con oro, así lograron detectar los cuerpos de inclusión, 

inclusiones amorfas y partículas del virus, en el floema de tejido infectado con el CTV 

empleando el aislamiento T36.  

 

Potyvirus En 1995, Jan y Yeh, 1995; purificaron y localizaron in situ las propiedades 

serológicas comparativas de Passionfruit woodiness virus que codifica la proteína de 

inclusión amorfa y otras dos proteínas del virus. Estos investigadores purificaron la 

proteína de inclusión amorfa de plantas infectadas con PWV y desarrollaron un 

anticuerpo policlonal específico. Emplearon métodos de inmunocitoquímica con 

microscopía de luz y electrónica utilizando proteína A marcada con oro para comprobar 

la relación de la proteína de inclusión amorfa con las inclusiones específicas del virus in 

situ. Debido a las diferencias de tamaño y la forma de las inclusiones amorfas inducidas 

por diversos virus, el éxito de la purificación depende de una evaluación cuidadosa paso 

a paso de los tratamientos. Por lo tanto, ellos purificaron la proteína de inclusión amorfa 
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con Tritón X-100, posteriormente fue tratada con SDS la cual fue usada como 

inmunógeno, los anticuerpos resultantes fueron capaz de reconocer los sitios antigénicos 

de la proteína de inclusión amorfa in situ. El anticuerpo fue evaluado por la prueba de 

inmunodifusión-SDS, ELISA indirecta e inmunoblot, dicho anticuerpo solo reaccionó 

con sus antígenos homólogos purificados y no se observó reacción cruzada en las 

combinaciones heterólogas. Los resultados indican que las tres proteínas (de la cápside, 

inclusión citoplasmática e inclusión amorfa) serológicamente no tienen relación.  

 Hust et al., 2002, reportaron la producción de un género-específico de anticuerpo 

recombinante (scFv) usando una proteasa recombinante del potyvirus. Dicho anticuerpo 

fue evaluado por Dot Blot, pero en sus experimentos empleaban un segundo y tercer 

anticuerpo como control.  La producción de una proteína de la fusión de scFv102 con la 

fosfatasa alcalina permitió la detección directa de plantas infectadas con potyvirus sin 

usar los anticuerpos secundarios. Por lo tanto, el anticuerpo combinado con el método de 

solubilización para los cuerpos de inclusión está bien adaptado porque es barato, rápido 

y la técnica es sensible para plantas infectadas y no infectadas. 

Nováková et al., 2006, reportaron la expresión de una parte de la proteína no 

estructural P3 del Potato virus A en Escherichia coli con el fin de la preparación del 

anticuerpo y de la inmunodetección de la proteína no estructural P3 en  material vegetal. 

 

Pomovirus En el año 2006, se reportó el desarrollo de anticuerpos contra la proteína no 

estructural de triple bloque 1 del Potato mop-top virus (Cerovska et al., 2006), los 

anticuerpos obtenidos fueron probados para la detección de PMTV en Nicotiana 

benthamiana producida en el laboratorio y el hospedero natural Solanum tuberosum por 

ELISA así como también por Western Blot. Los antisueros obtenidos son más 

convenientes para el análisis de Western Blot de plantas infectadas que para ELISA.  

 

Virus de vertebrados También existen reportes de producción de anticuerpos de virus de 

animales tal es el caso para las proteínas no estructurales 3A, 3B y 3AB recombinante 

del virus de la enfermedad aftosa en ganado (Yakovleva et al., 2006), los cuales fueron 

evaluados por ELISA indirecta a diferentes diluciones de 1:32,000  para 3A, 1:800 para 
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3B, 1:3200 para 3AB, en la ELISA indirecta 3A se mostro la mejor combinación de 

especificidad (100%) y sensibilidad (93.8%). 

En el 2005 se reportó la producción de un anticuerpo contra la proteína no 

estructural recombinante de waterfowl parvoviruses expresada en Escherichia coli 

(Wang et al., 2005),  el waterfowl parvoviruses es dividido en Goose parvovirus (GPV) 

y Muscovy duck parvovirus (MDPV), dicho anticuerpo fue evaluado por Western Blot. 

Para la detección de anticuerpos contra GPV y MDPV, una ventaja agregada de usar la 

proteína no estructural (NS) recombinante como el antígeno es que puede discriminar 

entre los pájaros infectados y vacunados con la proteína recombinante del cápside (VP2 

y VP3) la cual es utiliza como vacuna. El multiscreen de ensayos de Western Blot 

usando la proteína no estructural (NS) recombinante de GPV rindió resultados 

constantes con los ensayos convencionales de Western Blot, indicando que puede ser 

conveniente para investigación a gran escala para la presencia de anticuerpos GPV-

específicos o MDPV-específicos en sueros del ganso o del pato. 
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4.0 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Anticuerpos utilizados: Se emplearon anticuerpos anti-p20 producidos en conejo 

(claves 201 y 202) y en rata (claves R1 y R2) previamente desarrollados en el 

laboratorio L4 del Instituto de Biotecnología FCB-UANL contra la proteína 

recombinante p20 expresada en Escherichia coli (Murga-Sánchez et al., 2010). Los 

anticuerpos anti-p20 de conejo (López-Alvarado, 2009) y de rata (Salazar-Martínez, 

2011) se obtuvieron de una manera similar según lo descrito por Iracheta-Cárdenas et al. 

(2008) para la proteína recombinante p25 del CTV. Para la inmunización en conejos 

(Oryctolagus cuniculus L.), se emplearon individuos de dos meses de edad de la raza 

Nueva Zelanda; se aplicaron cuatro inyecciones de aproximadamente 100 µg de proteína 

recombinante p20 purificada mediante SDS-PAGE, con intervalos de 15 y 7 días. La 

primer dosis se emulsificó con un ml adyuvante completo de Freund y se aplicó en forma 

subcutánea; la dosis segunda y tercera se emulisificaron con un ml adyuvante incompleto y 

se aplicaron en forma intramuscular; la cuarta inyección se aplicó sin adyuvante siete días 

después de la tercer inyección. Los conejos se sangraron antes de la inmunización y una 

semana después de la cuarta inyección. El antisuero de cada muestra se recuperó mediante 

centrifugación y se conservó a -20 oC previo a su empleo (López-Alvarado, 2009). Para el 

caso de la inmunización en ratas, se emplearon ratas albinas (Rattus norvegicus 

Berkenhout) de 10 semanas de edad; la producción de anticuerpos anti-p20 se indujo en 

tres ratas hembras (claves R1, R2, R3). Se realizaron 3 inmunizaciones intradérmicas 

cerca de ganglios de las patas posteriores con 50 µg emulsificadas con adyuvante 

completo e incompleto según fuera el caso. La sangre se extrajo sangre mediante punción 

cardiaca, se incubó por dos horas a 37 oC, posteriormente se colocó en refrigeración toda 

la noche para separar el paquete celular. Finalmente, se centrifugó a 3,000 rpm por 10 

min y el suero se recolectó en tubos de 2 ml. El suero permaneció a -70 oC almacenado 

hasta su uso (Salazar-Martínez, 2011). 

 

4.2 Purificación de anticuerpos: Las muestras de antisuero se sometieron a 

precipitación con sulfato de amonio para la purificación de inmunoglobulinas G (IgG). 

A 2 ml de antisuero se agregaron 8 ml de sulfato de amonio al 36%, se incubó durante 

30 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 8,000 Xg durante 20 min; el 



 

16 
 

sobrenadante se eliminó mediante decantantación y el precipitado se resuspendió en 2 

ml de agua bidestilada y se procedió a una segunda precipitación, bajo la misma 

metodología anteriormente descrita. Las IgGs obtenidas se sometieron a electroforesis 

en geles de poliacrilamida para determinar el grado de pureza obtenido. Se prepararon 

alícuotas ajustando la concentración a 1 mg/ml mediante espectrofotometría (DO280nm = 

1.45) (Clark et al., 1986). Se almacenaron a -20 ºC hasta su evaluación. 

 

4.3 Evaluación de los anticuerpos anti-p20 - Western blot: La evaluación de los 

anticuerpos obtenidos se llevó a cabo mediante ensayos de Western blot, utilizando 

como antígeno el cultivo de E. coli transformada con el gen p20 (Murga-Sánchez et al., 

2010) y tejido de cítricos sano e infectado por el CTV de diferentes orígenes (Tabla 1), 

los cuales se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en 

condiciones reductoras, seguida de electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa 

(Ver detalles apéndice B). Terminada la electrotransferencia se retiró la membrana y se 

tiñó con Rojo Ponceau al 0.01% por 5 min, se enjuagó con agua corriente para quitar el 

exceso de colorante y se procedió a realizar la inmunodetección. La membrana se 

bloqueó con buffer TBS + 2% de Tween 20 por 15 min, posteriormente se realizaron 2 

lavados de 5 min cada uno con TBS 1X. Se hicieron las diversas diluciones del antisuero 

a evaluar y se incubó por toda la noche a 5 °C en agitación. Pasado el tiempo de 

incubación con el anticuerpo, se repitió el paso de lavado con buffer TBS-Tween 0.05%. 

Se colocó el anti-IgG de conejo comercial acoplado a fosfatasa alcalina de sigma A3812 

y se dejó incubando 1 h en agitación a temperatura ambiente. Posteriormente se repitió 

el paso de lavado con buffer TBS-Tween 0.05%. Por último se añadió la solución 

cromogénica BCIP/NBT hasta que se observó una reacción colorimétrica (Ver apéndice 

A para composición de soluciones). 

 

4.4 Muestras de tejido de plantas de cítricos infectadas por el CTV 

Se utilizaron 30 muestras de tejido de plantas de cítricos infectadas por el CTV (Tabla 

1). Nueve muestras correspondieron a aislamientos del CTV del estado de Nuevo León, 

de los municipios de Montemorelos, Linares y General Terán; siete muestras de 
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California y tres de Florida de los Estados Unidos de Norteamérica. Las muestras se 

emplearon como tejido desecado o tejido fresco según su origen. 

Tabla 1. Colección de aislamientos del CTV del estado de Nuevo León, California y 

Florida evaluados mediante ELISA-DASI utilizando los antisueros anti-p20 de conejo 

clave 201 como tapizado y de rata clave R1 como intermedio. 

No. de 
muestra 

Clave de tejido Origen  
Reactividad 

al CTV 
Referencia 

1 4038 L5 A14 1/ Linares NL + Núñez-Sánchez, 2012 

2 GT A2 (Toronja) General Terán NL + 
López-Alvarado, 2009 y 

Núñez-Sánchez, 2012 
3 GT SUR (Toronja) General Terán NL + Núñez-Sánchez, 2012 

4 GT A27 (Toronja) General Terán NL + 
López-Alvarado, 2009; 

Salazar-Martínez, 2011y 
Núñez-Sánchez, 2012 

5 GT A272 (Toronja) General Terán NL + Núñez-Sánchez, 2012 
6 GT A30 (Toronja) General Terán NL + Núñez-Sánchez, 2012 
7 T166 L3 A41/ Montemorelos NL + Núñez-Sánchez, 2012 
8 T166 L21 A61/ Montemorelos NL + Núñez-Sánchez, 2012 
9 T166 L47 A161/ Montemorelos NL + Núñez-Sánchez, 2012 
10 T166 L16 A81/ Montemorelos NL + Núñez-Sánchez, 2012 

11 T166 L48 A81/ Montemorelos NL + 
Núñez-Sánchez, 2012 y 
Sandoval-Alejos, 2005 

12 T166 L46 A81/ Montemorelos NL + Núñez-Sánchez, 2012 
13 SY 568 3448 California  + Núñez-Sánchez, 2012 
14 SY 568 5095 California + Núñez-Sánchez, 2012 
15 SY 568 5066 California + Núñez-Sánchez, 2012 
16 CCTEA 5067 California + Núñez-Sánchez, 2012 
17 CCTEA 466 California + Núñez-Sánchez, 2012 
18 CCTEA 457 California + Núñez-Sánchez, 2012 
19 CCTEA 442 California + Núñez-Sánchez, 2012 

20 T66 Florida + 
Núñez-Sánchez, 2012 y 
Sandoval-Alejos, 2005 

21 T36 Florida + 
Núñez-Sánchez, 2012 y 
Sandoval-Alejos, 2005 

22 T55 Florida + Sandoval-Alejos, 2005 
23 Naranjo sano CEGET 2/ CEGET - Núñez-Sánchez, 2012 
24 Limón mexicano sano CEGET2/ CEGET - Núñez-Sánchez, 2012 
25 GT SS2007 (Toronja) General Terán NL + Salazar-Martínez, 2011 
26 F3A1 (Naranja) sano 2/ CEGET - Salazar-Martínez, 2011 
27 F4A1 (Naranja) sano 2/ CEGET - Salazar-Martínez, 2011 
28 F7A1 (Limón) sano2/ CEGET - Salazar-Martínez, 2011 

29 A11  (Toronja) General Terán NL + 
López-Alvarado, 2009 y 
Salazar-Martínez, 2011 

30 
190220303360115 árbol 11 
(Toronja) 

General Terán NL + 
Arrieta-García, 2009 

1/ Tejido de limón mexicano de la colección de aislamientos del CTV del Campo 
Experimental General Terán del INIFAP 

2/ Tejido de plantas sanas del Campo Experimental General Terán del INIFAP 
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4.5 Evaluación de los antisueros anti-p20 - ELISA indirecta: Para determinar la 

reactividad de los antisueros anti-p20 desarrollados con la proteína recombinante p20 del 

CTV, se evaluaron éstos en ELISA indirecta colocando el antígeno directo en las placas 

de microtitulación NUNC Polysorp con los tratamientos indicados en la Tabla 2. 

Además como control del ensayo se usó un blanco el cual se deja el pocillo de la placa 

vacío y solo lleva sustrato al final del ensayo, sin tapizar (sin antígeno) y buffer de 

Carbonatos el cual se emplea para la extracción de los homogenizados. 

Las muestras de savia de las plantas se extrajeron a partir de 1g de tejido más 10 

ml de buffer de carbonatos 1X; se trituraron en un mortero hasta extraer toda la savia 

presente. Se colocaron 100 µl del homogenizado de plantas sanas e infectadas en las 

placas de microtitulación NUNC Polysorp y se incubaron por 17 horas a 5 °C. Pasado el 

tiempo de incubación se lavaron las placas de microtitulación con buffer de PBST 

0.05% 4 veces (la segunda lavada se dejó 5 min). Se colocaron 100 µl del antisuero anti-

p20 de conejo y de rata con sus diferentes diluciones en buffer de PBST 0.05%-PVP al 

2%-BSA al 0.2%, se dejaron incubando 4 horas a 37 °C. Se repitió el paso de lavado. 

Posteriormente se agregó 100 µl del anticuerpo conjugado anti-IgG conejo AP de sigma 

A3812 y anti-IgG rata-AP de sigma A8438 con su respectiva dilución en buffer de 

PBST 0.05%-PVP al 2%-BSA al 0.2%, se dejaron incubando 4 horas a 37 °C. Se repitió 

el paso de lavado. Posteriormente se colocó el sustrato PNPP a toda la placa y en 

intervalos de media hora, una, dos y hasta tres horas, se hicieron lecturas en 405nm en el 

lector de ELISA Biorad 550 (Falk y Tsai, 1983). 

 

Tabla 2. Evaluación de la reactividad de anticuerpos anti-p20 contra el CTV en pruebas 

de ELISA indirecta. 

No. de 
experimento 

Antígeno de tapizado Antisuero anti-p20 Conjugado Sustrato 

1 
Savia de plantas 

sanas e infectadas 
anti-p20 conejo 

(201)  
anti-IgG conejo-AP 

Sigma A3812 
pNPP 

2 
Savia de plantas 

sanas e infectadas 
anti-p20  rata (R1) 

anti-IgG rata-AP 
Sigma A8438 

pNPP 
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4.6 Establecimiento de las condiciones óptimas de ELISA-DASI: Una vez 

determinada la reactividad de los anticuerpos desarrollados en ELISA indirecta, se 

establecieron las condiciones de reacción en ensayos de ELISA-DASI (Tabla 3). Se 

determinaron las concentraciones óptimas de IgG de conejo anti-p20 como anticuerpo de 

tapizado y de IgG de rata anti-p20 como anticuerpo intermedio y viceversa, según se 

describe en Tabla 2. Los anticuerpos previamente ajustados a una concentración de IgG 

de 1 mg/ml se emplearon para tapizar una placa de microtitulación NUNC MAXISORP 

con 100 µl en buffer de carbonatos 1X y se incubó 6 horas a 37 ºC. Se procedió a lavar 

la placa con buffer TBST 0.05%, cuatro veces manteniendo el segundo lavado durante 5 

min. Se adicionó 100 µl de homogenizado de tejido sano e infectado del CTV según se 

describe en la Tabla 2 y se incubó durante 18 horas a 5 ºC. Posteriormente se lavó como 

se describió anteriormente y se adicionó el anticuerpo intermedio a las diluciones 

descritas en la tabla 3, incubando por 4 horas a 37 ºC; se lavó y se adicionó e incubó 

durante 2 horas a 37 °C el conjugado comercial a la dilución recomendada por el 

fabricante. Después de la incubación se lavó y agregó el sustrato pNPP y se registró la 

absorbancia a 405nm. 

 

Tabla 3. Evaluación de combinaciones de anticuerpos específicos anti-p20 desarrollados 

en animales inmunizados con la proteína recombinante no estructural p20 del CTV en 

ensayos de ELISA-DASI. 

No. de 
experimento 

Anticuerpo de 
tapizado 

Antígeno 
Anticuerpo 
Intermedio 

Conjugado Sustrato 

1 
anti-p20 de 

conejo (201) 
Savia de plantas 

sanas e infectadas 
anti-p20 de 
rata (R1) 

anti-IgG rata-
AP 

Sigma A8438 
pNPP 

2 
anti-p20 de 

conejo (201) 
Savia de plantas 

sanas e infectadas 
anti-p20 de 
rata (R2) 

anti-IgG rata-
AP 

Sigma A8438 
pNPP 

3 
anti-p20 de rata 

(R1) 
Savia de plantas 

sanas e infectadas 
anti-p20 de 

conejo (201) 

anti-IgG 
conejo-AP 

Sigma A3812 
pNPP 

4 
anti-p20 de rata 

(R2) 
Savia de plantas 

sanas e infectadas 
anti-p20 de 

conejo (201) 

anti-IgG 
conejo-AP 

Sigma A3812 
pNPP 
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La distribución de los anticuerpos y muestras se dispuso como se describe en la 

Tabla 4. Se realizaron tres experimentos en forma independiente para determinar la 

concentración óptima de anticuerpo de tapizado y anticuerpo intermedio, de las cuatro 

combinaciones descritas en la tabla 2. Una vez que se encontró las condiciones óptimas 

para ELISA-DASI, se evaluaron 20 muestras de tejido de árboles de cítricos positivos y 

negativos del CTV previamente identificados con un sistema de detección establecido 

para la partícula viral de la cápside (p25) del CTV (Iracheta Cárdenas et al., 2008). 

 

Tabla 4.  Distribución de los anticuerpos anti-p20 en la microplaca, en la parte superior 

se observa el anticuerpo empleado como tapizado y en la parte inferior el anticuerpo 

empleado como intermedio con sus diferentes diluciones; en el costado se muestran las 

concentraciones empleadas con el anticuerpo de tapizado y los controles internos del 

experimento. 

                     Tapizado anti-p20 conejo           anti-p20 rata 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Tapizado 

A             Blanco 

B             9 µg 

C             6 

D             3 

E             1 

F             Sin tapizado 

G             Sin antígeno 

H             Sin intermedio 

 1:15,000 1:9,000 1:3,000 1:15,000 1:9,000 1:3,000  

Intermedio anti-p20 rata anti-p20 conejo  
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4.7 Modelo estadístico: Se empleó la prueba de “T de student” en la cual se formularon 

las siguientes hipótesis: Hipótesis nula (Ho) = no existe diferencia significativa entre los 

anticuerpos anti-p25 combinación CB/C9 (cabra y conejo) y los anticuerpos anti-p20 

combinación 201/R1(conejo y rata); Hipótesis alterna (Ha) = existe diferencia 

significativa entre los anticuerpos anti-p25 combinación CB/C9 (cabra y conejo) y los 

anticuerpos anti-p20 combinación 201/R1(conejo y rata)  con un grado de significancia 

de α= 0.01. 

Hipótesis:   Ho: combinación CB/C9 (anti-p25) = combinación 201/R1 (anti-p20) 

                   Ha: combinación CB/C9 (anti-p25) ≠ combinación 201/R1 (anti-p20) 

Grado de significancia: α= 0.01 
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5.0 RESULTADOS 

5.1 Purificación de anticuerpos 

En la Figura 1 se muestran los resultados de la purificación de las inmunoglobulinas G 

(IgG) a partir de cada uno de los antisueros anti-p20 de conejo (clave 201, 202 y 204) y 

de rata (clave R1 y R2). Se determinó el grado de pureza de las IgG obtenidas mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 8%. Con la precipitación selectiva se logró 

obtener proteínas principalmente de alrededor de 130 y 60 kDa (Fig. 1), con esta 

solución se prepararon alícuotas de 1 mg/ml, mediante espectrofotometría (DO280nm = 

1.45); en los carriles 3, 4, 5, 6 y 10 se aprecian proteínas principalmente de 130 kDa que 

son las inmunoglobulinas G (IgG) obtenidas del antisuero de conejo y en menor 

proporción de alrededor de 60 kDa que es albúmina sérica como se muestran en los 

carriles 3 y 4;por otra parte, en los carriles 7 y 8 se aprecian dos proteínas de igual 

proporción de alrededor de 250 kDa y de 140 kDa la cual representa la inmunoglobulina 

G (IgG) obtenida del antisuero de rata, mientras que en el carril 9 se observa una 

proteína muy prominente de 130 kDa que es la inmunoglobulina G (IgG) obtenida del 

antisuero de cabra y en menor proporción de alrededor de 60 kDa, que corresponde a la 

albúmina sérica. La diferencia que se observa en la Figura 1 con respecto al peso 

molecular de la inmunoglobulina G es que fueron producidas en diferentes animales de 

laboratorio, si observamos los carriles 3, 4, 5, 6 y 10 son muy similares y estos fueron 

obtenidos de conejo, mientras el carril 9 también se observa similar a los anticuerpos 

producidos en conejo; sin embargo, este fue obtenido de cabra, por otra parte en los 

carriles 7 y 8 si se observa diferencia entre los pesos moleculares de las proteínas 

separadas, estos antisueros fueron obtenidos de rata.  Grodzki y Berenstein (2010) hacen 

mención que la precipitación de inmunoglobulinas saturadas con sulfato de amonio 

depende de la subclase de inmunoglobulina y de la especie de animal en la que se 

produjo; por ejemplo, para rata y ratón se requiere de un 40-50 % de saturación con 

sulfato de amonio para precipitar las inmunoglobulinas G (IgG), mientras que para 

conejo y cabra se emplea un porcentaje al 33 %.  Esto significa que los antisueros de rata 

no fueron purificados con la concentración adecuada de sulfato de amonio para obtener 

una eficiente purificación, debido a eso se obtuvieron dos bandas de la misma 
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proporción y una de 250 kDa y otra de 140 kDa, debido a que se empleó la misma 

metodología para todos los antisueros usados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Evaluación de los anticuerpos anti-p20 - Western Blot 

La evaluación de los anticuerpos obtenidos se llevó a cabo mediante ensayos de 

inmunodetección en Western Blot, utilizando como antígenos el cultivo de E. coli 

transformado con el gen p20 (Murga-Sánchez et al., 2010) y tejido de cítricos sano e 

infectado por el CTV de diferentes orígenes (Tabla 1). Para este ensayo se empleó una 

concentración de 0.001 mg/ml del anticuerpo de rata ajustado a 1mg/ml y una 

concentración de 0.0003 mg/ml del anticuerpo de conejo ajustado a 1mg/ml (Fig. 2); se 

obtuvo una señal clara y evidente alrededor de 16-19 kDa en la membrana tratada con el 

anticuerpo de rata, en el carril 2 de la Figura 2 se observan dos proteínas las cuales 

corresponden al cultivo de E. coli transformado con el gen p20 (Murga-Sánchez et al., 

  1        2         3         4         5        6        7         8       9      10 

kDa 

Figura 1. Purificación de los antisueros anti-p20 y anti-p25, electroforesis de poliacrilamida 

al 8%.  1. Marcador Kaleidoscope Biorad. 2. Albúmina de suero bovino comercial de Sigma 

A 9647 1mg/ml. 3. anti-p20 de conejo 201 en agua bidestilada. 4. anti-p20 de conejo 201 en 

Buffer TB. 5. anti-p20 de conejo 202 en Buffer TB. 6. anti-p20 de conejo 204 en Buffer TB. 

7. anti-p20 de rata R1 en Buffer TB. 8. anti-p20 de rata R2 en Buffer TB. 9. anti-p25 de cabra 

CB en Buffer TB (control). 10. anti-p25 de conejo C9 en Buffer TB (control).  

250 

37 

50 

75 

100 

150 
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2010), esto significa que el anti-p20 de rata reconoce otra proteína de E. coli que se 

encuentra cercana a la proteína p20 recombinante; mientras que en el carril 5 de la 

Figura 2, también se observan dos proteínas de 14 y 17 kDa, estas proteínas 

corresponden a la muestra de cítricos infectado con el CTV, lo cual indica que la 

proteína p20 no estructural pesa alrededor de 17-18 kDa  y la otra proteína de 14 kDa 

puede ser degradación de la muestra; por otra lado, la banda que se observa alrededor de 

12 kDa es el frente de corrida de la muestra de cítricos. Con respecto a la membrana 

tratada con el anticuerpo de conejo muestra mayor reactividad ya que solo reconoce la 

proteína p20 recombinante del cultivo de E. coli transformado con el gen p20 (Murga-

Sánchez et al., 2010) y la proteína de la muestra de cítricos infectado con el CTV las 

cuales pesan alrededor de 16-17 kDa como se muestra en los carriles 6 y 9 (Figura 2). 

En lo que respecta a los homogenizados de muestras de cítricos sanos no se aprecia señal  

(Fig. 2, carril 3, 4, 7 y 8).  

 

  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Evaluación de la reactividad de los antisueros anti-p20 mediante 

Western-Blot. a) Membrana de nitrocelulosa teñida con rojo de Ponceau. b) 

Inmunodetección. 1. Marcador Kaleidoscope Biorad. 2 y 6. E. coli  transformado  

con el gen p20. 3 y 7. Homogenizado de tejido de cítricos muestra 26.  4 y 8. 

Homogenizado de tejido de cítricos muestra 28. 5 y 9. Homogenizado de tejido de 

cítricos infectado con el CTV muestra 2 (Ver Tabla 1 para ubicar las  muestras). 

a) b
 1      2       3       4       5         6       7        8        9 

anti-p20 
de rata 1:1000 

anti-p20 
de conejo 1:3000 

Membrana de nitrocelulosa 
teñida con Ponceau 

kDa 
150 

  10 

  15 

  20 

  25 

  37 

  50 

  75 
100
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Posteriormente se realizó otro ensayo para evaluar mediante WB, una mezcla de cultivos 

de E. coli transformados con el gen p20 (Murga-Sánchez et al., 2010) y el gen p25 

(Iracheta-Cárdenas et al., 2008) a una dilución 1:10 y muestras de tejido de cítricos sano 

e infectado por el CTV, previamente consideradas positivas al ser evaluadas por ELISA-

DASI mediante el sistema de detección de la proteína mayoritaria de la cápside p25 del 

CTV (Sandoval-Alejos, 2005). Como se muestra en la Figura 3; en la cual se aprecia que 

todas las muestras reaccionaron con el anticuerpo anti-p20 de conejo (201) a una 

concentración de 0.0003 mg/ml incubado toda la noche a 5 °C, los resultados muestran 

que entre los aislamientos tienen variación de la señal comparada con el anticuerpo anti-

p25 de conejo (C9) a una concentración de 0.0003 mg/ml tiene una señal mucho mayor 

y evidente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Reactividad con anti-p20 y anti-p25 con tejido de cítricos de diferentes orígenes 

(Nuevo León, California y Florida) mediante Western Blot. 1 y 12. Mezcla de cultivo de cultivos 

de E. coli transformados con el gen p20 y el gen p25 a una dilución 1:10. 2 y 13. Homogenizado 

de tejido de cítricos muestra 21. 3 y 14. Homogenizado de tejido de cítricos muestra 20. 4. 

Homogenizado de tejido de cítricos muestra 22. 5. Homogenizado de tejido de cítricos muestra 

15. 6. Homogenizado de tejido de cítricos muestra 16. 7. Homogenizado de tejido de cítricos 

muestra 25. 8. Homogenizado de tejido de cítricos muestra 7. 9. Homogenizado de tejido de 

cítricos muestra 10. 10. Homogenizado de tejido de cítricos muestra 11. 11. Homogenizado de 

tejido de cítricos muestra 12 (Ver Tabla 1 para ubicar las muestras). 

 

1  2    3   4    5   6    7   8   9  10 11 12  13  14 

Membrana de nitrocelulosa  
teñida con Ponceau 

anti-p20 de conejo 
(201) 1:3000 

anti-p25 de conejo 
(C9) 1:3000 

a b
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5.3 Evaluación de los antisueros anti-p20 - ELISA indirecta 

Para determinar la reactividad de los antisueros desarrollados contra la proteína no 

estructural p20 recombinante (anti-p20), éstos fueron evaluados en ELISA indirecta 

colocando el antígeno directo, en este ensayo se emplearon homogenizados de tejido de 

cítricos sanos muestra 28 y muestra 26; y homogenizados de tejidos de cítricos 

infectados con el CTV  muestra 2, muestra 29 y muestra 4 (ver Tabla 1); como control 

del ensayo se usó un blanco el cual se deja el pocillo de la placa vacío y solo lleva 

sustrato al final del ensayo, sin tapizar (sin antígeno) y buffer de Carbonatos el cual se 

emplea para la extracción de los homogenizados, con los tratamientos indicados en la 

Tabla 2; se emplearon los antisueros anti-p20  de conejo a una dilución 1:5000 y de rata 

a una dilución 1:3000. Para este ensayo se pre-estableció que los valores de absorbancia 

a 405nm (DO405nm) menores de 0.100 se consideraron como resultados negativos, 

mientras que los valores mayores a 0.100 se consideraron positivos. Los valores de 

absorbancia DO405nm de dos repeticiones de cada muestra comprendieron tejido de 

cítricos sano e infectado con el CTV, sin tapizar, con buffer de Carbonatos. En este 

ensayo no hubo discriminación entre las plantas positivas y negativas del CTV, debido a 

que todos los antisueros dieron valores similares de absorbancia en el rango de 0.027 y 

0.380, como se muestra en la Tabla 5. A continuación se realizó una modificación en el 

buffer de extracción, para esto se emplearon dos buffer de extracción uno de Carbonatos 

y otro compuesto de TBST + PVP a los cuales se les agregó Tritón X-100 al 2.5% (Jan y 

Yeh, 1995); en este ensayo solo se evaluaron  los antisueros de conejo clave 202 y de 

rata clave R1 a una dilución 1:1,000. Con esta modificación no se obtuvo un 

discriminación de plantas positivas y negativas del CTV, ya que al agregarle el Tritón X-

100 al 2.5% los valores de absorbancia fueron para el caso del anti-p20 (202) de 0.485-

0.560 para las muestras positivas al CTV y de 0.055-0.615 en las negativas o sanas 

(Tabla 6); mientras que para el tratado con el anti-p20 (R1) los resultados oscilaron entre 

0.170-0.425 para las muestras positivas al CTV y de 0.040-0.155 en las negativas o 

sanas (Tabla 6), para esto se realizaron tres experimentos independientes usando la 

misma metodología y en los tres ensayos se observó el mismo comportamiento en los 

valores de absorbancia. 
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Tabla 5. Densidades ópticas obtenidas por ELISA indirecta con extractos crudos de 

tejido de cítricos sanos e infectados con el CTV, utilizando antisueros policlonales anti-

p20 y anti-p25.  

 

Antígeno 
Valores de  OD 405nm* Antisuero 

anti-p25 
usado como 

referencia 
202 204 R1 R2 R3 C9 
Dilución 1:5000 Dilución 1:3000 

Sin tapizar  
(sin antígeno) 

0.005 0.010 0.014 0.010 0.008 0.007 

(0.000) (0.010) (0.005) (0.001) (0.002) (0.001) 

Buffer de extracción 
(control negativo) 

0.063 0.062 0.091 0.030 0.041 0.017 

(0.004) (0.006) (0.004) (0.006) (0.003) (0.002) 

Muestra 28 
(tejido sano) 

0.326 0.317 0.161 0.269 0.234 0.011 

(0.004) (0.002) (0.007) (0.064) (0.020) (0.000) 

Muestra 26 
(tejido sano) 

0.201 0.099 0.094 0.138 0.098 0.012 

(0.001) (0.001) (0.000) (0.006) (0.006) (0.004) 

Muestra 2 
(tejido positivo) 

0.285 0.170 0.129 0.165 0.124 0.071 

(0.011) (0.006) (0.003) (0.006) (0.016) (0.000) 

Muestra 29 
(tejido positivo) 

0.174 0.101 0.054 0.103 0.073 0.027 

(0.011) (0.006) (0.004) (0.001) (0.004) (0.004) 

Muestra 4 
(tejido positivo) 

0.380 0.151 0.197 0.202 0.127 0.027 

(0.030) (0.004) (0.003) (0.004) (0.003) (0.004) 

Rango 0.174-0.380 0.101-0.170 0.054-0.197 0.103-0.202 0.073-0.127 0.027-0.071 

*El promedio de dos repeticiones en el ensayo 
El número en paréntesis es el valor de la desviación estándar 
(Ver Tabla 1 para ubicar las muestras) 
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Tabla 6. Evaluación de los antisueros anti-p20 de conejo y rata (202 y R1) empleando 

ELISA indirecta con extractos crudos de tejido de cítricos sanos e infectados con el CTV 

homogenizados con dos diferentes buffer de extracción y tratados con tritón X-100 al 

2.5%.  

 

Antígeno con la variante 
del buffer de extracción 

Valores de  OD 405nm* 
Antisuero 

202 R1 
Dilución 1:1000 

Sin tapizar 
(sin antígeno) 

0.228 0.065 
(0.039) (0.021) 

Albúmina de suero bovino 
0.055 0.040 

(0.007) (0.000) 

Muestra 4 CO3 1X 
(tejido positivo) 

0.485 0.250 

(0.007) (0.014) 

Muestra 4 TBST+PVP 
(tejido positivo) 

0.550 0.275 

(0.028) (0.049) 

Muestra 2 CO3 1X 
(tejido positivo) 

0.560 0.170 

(0.028) (0.014) 

Muestra 2 TBST+PVP 
(tejido positivo) 

0.540 0.425 

(0.014) (0.035) 

Muestra 28 CO3 1X 
(tejido sano) 

0.265 0.155 

(0.007) (0.035) 

Muestra 28 TBST+PVP 
(tejido sano) 

0.615 0.105 

(0.049) (0.021) 

Rango 0.485-0.560 0.170-0.425 

*El promedio de dos repeticiones en el ensayo 

El número en paréntesis es el valor de la desviación estándar 

(Ver Tabla 1 para ubicar las muestras ) 

 

 

 

La siguiente metodología aplicada consistió en evaluar los anticuerpos 

directamente en ELISA-DASI para determinar con esta técnica la discriminación de las 

muestras de tejido de árboles de cítricos positivos y negativos del CTV. 
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5.4 Establecimiento de las condiciones óptimas de ELISA-DASI 

En la Tabla 2 se enlistan las diferentes combinaciones de anticuerpos primarios (de 

tapizado) e intermedio para determinar la reactividad de los anticuerpos desarrollados 

anti-p20 en ELISA-DASI (Tabla 2). Para esto, fueron empleadas placas de 

microtitulación y se evaluaron concentraciones de 1-9µg/ml de IgG de conejo anti-p20 

como anticuerpo de tapizado y de IgG de rata anti-p20 como anticuerpo intermedio se 

emplearon diluciones que van de 1:3000-1:15,000 (Tabla 3) y viceversa. En el 

experimento 1 empleando la combinación anti-p20 de conejo clave 202 de 6µg/ml y de 

anticuerpo intermedio fue anti-p20 de rata clave R1 a una dilución 1:3,000, se obtuvo un 

valor de absorbancia de 0.157-0.171 como valor máximo para las muestras positivas del 

CTV mientras que para las muestras negativas fue de 0.066 como valor máximo, con 

respecto a las otras combinaciones de este experimento 1 se obtuvieron valores de 

absorbancia muy bajos, lo cual hacía dar falsos positivos. Por otra parte en el 

experimento 2 se empleó la combinación anti-p20 de conejo clave 201/ anti-p20 de rata 

clave R1 con todas sus combinación de concentración de tapizado y las diferentes 

diluciones del anticuerpo intermedio y en este experimento se logró obtener la 

concentración óptima de anticuerpo de tapizado la cual fue empleando el anti-p20 de 

conejo clave 201 de 6µg/ml y de anticuerpo intermedio fue anti-p20 de rata clave R1 a 

una dilución 1:3,000, la cual fue efectiva para discriminar las muestras positivas y 

negativas del CTV, con valores bajos de absorbancia de 0.406-0.435 como valor 

máximo para las muestras positivas del CTV, mientras que para las muestras negativas 

fue de 0.190; siendo como diferencia 2 veces su valor entre tejido positivo y negativo 

del CTV, esto puede deberse a la concentración del virus en el tejido o a la cantidad de 

inclusiones formadas en el floema de la planta como se muestra en la Tabla 7. 

Posteriormente, se realizó el experimento 3 el cual consistió en las combinaciones de 

anti-p20 de rata clave R1/ anti-p20 de conejo clave 201, en este experimento en ninguna 

de las combinaciones realizadas no se logró discriminar las muestras positivas y 

negativas del CTV debido a que se obtuvieron valores de absorbancia muy bajos de casi 

cero, apenas se lograba obtener una lectura a 405nm. En todos los experimentos 1, 2 y 3 

se utilizó de referencia las combinaciones de anti-p25 CB 3µg/ml / C9 1:3000 (cabra y 

conejo) (Iracheta-Cárdenas et al., 2008) dando valores de absorbancia de un rango de 



 

30 
 

0.942-1.023 para las muestras positivas del CTV como valor máximo y para las 

muestras negativas fue de 0.026 como valor máximo, mientras que para la combinación  

CB 3µg/ml / C3 1:3000 (cabra y conejo)  (Sandoval-Alejos, 2005) se obtuvieron valores 

de absorbancia de 1.417-1.502 para las muestras positivas del CTV y para las negativas 

fue de 0.024. Con los anticuerpos anti-p25 se logra una diferencia de más de 10 veces en 

su valor entre plantas positivas y negativas del CTV dando una discriminación mayor 

entre ellas (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Establecimiento de las condiciones óptimas mediante ELISA-DASI empleando 

anticuerpos anti-p20 y anti-p25 (referencia del experimento) con extractos crudos de 

tejido de cítricos sanos e infectados con el CTV.  

   Valores de OD 405nm de los antígenos con las combinaciones de 
los anticuerpos anti-p20 y anti-p25 * 

   
Experimento 

Anticuerpo de 
tapizado 

Anticuerpo intermedio 
Muestra 26 
(tejido sano) 

Muestra 25 
(tejido positivo) 

Muestra 30 
(tejido positivo) 

Rango 

1 

anti-p20 de 
conejo (202) 

3µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.043 (0.004) 0.128 (0.017) 0.117 (0.010) 0.117-0.128 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:9,000 

0.043 (0.001) 0.137 (0.007) 0.124 (0.002) 0.124-0.137 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:15,000 

0.036 (0.001) 0.109 (0.008) 0.102 (0.014) 0.102-0.109 

anti-p20 de 
conejo (202) 

6µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.066 (0.006) 0.171 (0.004) 0.157 (0.013) 0.157-0.171 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:9,000 

0.071 (0.011) 0.156 (0.009) 0.137 (0.004) 0.137-0.156 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:15,000 

0.052 (0.004) 0.138 (0.017) 0.117 (0.007) 0.117-0.138 

anti-p20 de 
conejo (202) 

9µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.062 (0.004) 0.161 (0.004) 0.148 (0.002) 0.148-0.161 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:9,000 

0.048 (0.005) 0.129 (0.018) 0.118 (0.015) 0.118-0.129 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:15,000 

0.044 (0.001) 0.092 (0.004) 0.072 (0.018) 0.072-0.092 

2 
anti-p20 de 

conejo (201) 
3µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.103 (0.001) 0.301 (0.001) 0.317 (0.001) 0.301-0.317 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:9,000 

0.108 (0.005) 0.305 (0.003) 0.328 (0.011) 0.305-0.328 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:15,000 

0.109 (0.004) 0.301 (0.020) 0.312 (0.018) 0.301-0.312 
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anti-p20 de 
conejo (201) 

6µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.190 (0.001) 0.435 (0.011) 0.406 (0.011) 0.406-0.435 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:9,000 

0.191 (0.006) 0.450 (0.023) 0.377 (0.044) 0.377-0.450 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:15,000 

0.176 (0.007) 0.414 (0.033) 0.373 (0.010) 0.373-0.414 

anti-p20 de 
conejo (201) 

9µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.196 (0.013) 0.454 (0.023) 0.458 (0.011) 0.454-0.458 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:9,000 

0.169 (0.019) 0.386 (0.009) 0.370 (0.031) 0.370-0.386 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:15,000 

0.128 (0.021) 0.269 (0.056) 0.227 (0.073) 0.227-0.269 

3 

anti-p20 de rata 
(R1) 3µg/ml 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:3,000 

0.002 (0.001) 0.005 (0.005) 0.007 (0.003) 0.005-0.007 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:9,000 

0.002 (0.000) 0.001 (0.001) 0.006 (0.004) 0.001-0.006 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:15,000 

0.003 (0.002) 0.004 (0.000) 0.006 (0.007) 0.004-0.006 

anti-p20 de rata 
(R1) 6µg/ml 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:3,000 

0.003 (0.001) 0.012 (0.004) 0.008 (0.001) 0.008-0.012 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:9,000 

0.008 (0.001) 0.006 (0.000) 0.005 (0.000) 0.005-0.006 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:15,000 

0.005 (0.005) 0.008 (0.003) 0.007 (0.002) 0.007-0.008 

anti-p20 de rata 
(R1) 9µg/ml 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:3,000 

0.006 (0.000) 0.005 (0.001) 0.003 (0.002) 0.003-0.005 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:9,000 

0.003 (0.001) 0.005 (0.001) 0.005 (0.001) 0.005-0.005 

anti-p20 de conejo (201) 
dilución 1:15,000 

0.008 (0.006) 0.006 (0.001) 0.003 (0.002) 0.006-0.006 

referencia 
del 

experimento   
4  

anti-p25 de 
cabra (CB) 

3µg/ml 

anti-p25 de conejo (C9) 
dilución 1:3,000 

0.026 (0.000) 1.023 (0.018) 0.942 (0.037) 0.942-1.023 

anti-p25 de 
cabra (CB) 

3µg/ml 

anti-p25 de conejo (C3) 
dilución 1:3,000 

0.024 (0.004) 1.502 (0.037) 1.417 (0.010) 1.417-1.502 

*El promedio de dos repeticiones en el ensayo 

El número en paréntesis es el valor de la desviación estándar 

(Ver Tabla 1 para ubicar las muestras)   
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Para incrementar los valores de absorbancia en las muestras positivas del CTV, 

se empleó el detergente zwitteriónico Empigen-BB (E-BB) al 0.1% en el buffer de 

dilución del anticuerpo intermedio (Bandla et al., 1994). Con el sistema anti-p20 

combinación 201/R1 (conejo y rata) los valores de absorbancia se observaron muy 

similares que van de 0.233-0.280 que cuando se usa el Tween 20 0.05%, los valores de 

absorbancia oscilaron entre 0.207-0.266; por lo tanto, no se logró obtener un incremento 

en los valores de absorbancia empleando el detergente zwitteriónico Empigen-BB (E-

BB) al 0.1%. Mientras que con la combinación R1/201(rata y conejo)  apenas arrojo 

valores de absorbancia cuando se empleó el Tween 20 0.05% dando valores de 0.064-

0.082 como valor máximo, mientras que con el usó de Empigen-BB (E-BB) al 0.1%, los 

valores de absorbancia fueron de 0.096-0.121 como valor máximo, con esta 

combinación no se logró discriminación entre las muestras positivas y negativas al CTV. 

Por otra parte se evaluó el sistema anti-p25 combinación CB/C9 (cabra y conejo)  

(Iracheta-Cárdenas et al., 2008) para usarlo como control entre las dos combinaciones de 

anti-p20 y en este experimento se observó un ligero incremento en los valores de 

absorbancia en las muestras positivas, por ejemplo las tratadas con Tween 20 0.05% los 

valores oscilan entre 0.260-0.715, mientras que las tratadas con Empigen-BB (E-BB) al 

0.1% fueron de 0.318-0.779 como valor máximo (Tabla 8). 
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Tabla 8. Evaluación de los anticuerpos anti-p20 y anti-p25 mediante ELISA-DASI, 

variando el buffer del anticuerpo intermedio.   

        Valores de OD 405nm de los antígenos con las combinaciones de 
los anticuerpos anti-p20 y anti-p25 * 

Experimento Tratamiento 
Anticuerpo de 

tapizado 
Anticuerpo intermedio 

Muestra 27 
(tejido sano) 

Muestra 30 
(tejido positivo) 

Muestra 2 
(tejido positivo) 

Rango 

1 
Tween 20 

0.05% 

anti-p20 de conejo 
(201) 6µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.159 
(0.002) 

0.207 (0.003) 0.266 (0.010) 0.207-0.266 

anti-p20 de rata 
(R1) 5µg/ml 

anti-p20 de conejo 
(201) dilución 1:1,000 

0.069 
(0.001) 

0.064 (0.011) 0.082 (0.011) 0.064-0.082 

referencia del 
experimento 

anti-p25 de cabra 
(CB) 3µg/ml 

anti-p25 de conejo (C9) 
dilución 1:3,000 

0.048 
(0.000) 

0.715 (0.013) 0.260 (0.047) 0.260-0.715 

2 
Empigen 

0.01% 

anti-p20 de conejo 
(201) 6µg/ml 

anti-p20 de rata (R1) 
dilución 1:3,000 

0.160 
(0.013) 

0.233 (0.008) 0.280 (0.034) 0.233-0.280 

anti-p20 de rata 
(R1) 5µg/ml 

anti-p20 de conejo 
(201) dilución 1:1,000 

0.100 
(0.001) 

0.096 (0.004) 0.121 (0.005) 0.096-0.121 

referencia del 
experimento 

anti-p25 de cabra 
(CB) 3µg/ml 

anti-p25 de conejo (C9) 
dilución 1:3,000 

0.106 
(0.006) 

0.779 (0.012) 0.318 (0.010) 0.318-0.779 

*El promedio de dos repeticiones en el ensayo 
     

El número en paréntesis es el valor de la desviación estándar 
    (Ver Tabla 1 para ubicar las muestras )     

 

La siguiente fase del trabajo consistió en determinar la reactividad de la 

combinación anticuerpos anti-p20 de conejo 201 6µg/ml / anti-p20 de rata R1 1:3000 y 

como control el sistema de detección implementado para la proteína mayoritaria de la 

cápside la p25 anti-p25 combinación CB 3µg/ml / C9 1:3000 (cabra y conejo)  (Iracheta 

Cárdenas et al., 2008). Se procedió a evaluar 20 muestras de tejido de árboles de cítricos 

positivos y negativos del CTV de diferentes orígenes (nueve de Nuevo León, siete de 

California y dos de Florida), las cuales fueron previamente analizadas y establecidas 

como positivas y negativas del CTV (Sandoval-Alejos, 2005 y Núñez-Sánchez, 2012). 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9, la cual indica que con los dos 

sistemas hubo discriminación entre plantas positivas y negativas del CTV, sólo que hubo 

una gran diferencia entre los valores de absorbancia entre una combinación y otra; 

debido a que con la combinación de anti-p20 201/R1(conejo y rata) se obtuvieron 

valores de absorbancia de 0.165-0.550 como valor máximo, mientras que con la 

combinación de anti-p25 CB/C9 (cabra y conejo) se han reportado valores de 0.280-

1.350 como valor máximo (Iracheta-Cárdenas et al., 2008). Estos resultados pueden ser 

debido a un mayor título de los anticuerpos desarrollados anti-p25. 
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Por otra parte, las muestras que produjeron valores altos de absorbancia en las 

dos combinaciones anti-p20 201/R1(conejo y rata) y anti-p25 CB/C9 (cabra y conejo) 

fueron el homogenizado de tejido de cítricos muestra 1 (Linares, NL), los 

homogenizados de tejido de cítricos muestra 8 y muestra 9 (Montemorelos, NL), los 

homogenizados de tejido de cítricos muestra 13, muestra 17, muestra 18 y muestra 19 

(California), los homogenizados de tejido de cítricos muestra 20 y muestra 21 (Florida) 

como se muestra en la Tabla 9. 

 

Tabla 9. Comparación de los sistemas serológicos de detección para la proteína no 

estructural p20 (anti-p20) y proteína mayoritaria de la cápside p25 (anti-p25) empleando 

ELISA-DASI.  

Valores de OD 405nm de los antígenos con las combinaciones de los 
anticuerpos anti-p20 y anti-p25 * 

anticuerpo de 
tapizado 

anti-p25 de cabra 
(CB) 3µg/ml 

anti-p20 de conejo 
(201) 6µg/ml 

Reactividad 
al CTV 

anticuerpo 
intermedio 

anti-p25 de conejo 
(C9) dilución 

1:3,000 

anti-p20 de rata 
(R1) dilución 

1:3,000 
Tejido     

1 1.000 (0.028) 0.495 (0.021) + 
2 0.740 (0.014) 0.320 (0.000) + 
3 0.680 (0.014) 0.300 (0.014) + 
4 0.540 (0.000) 0.445 (0.021) + 
5 0.280 (0.014) 0.170 (0.014) + 
6 0.310 (0.000) 0.165 (0.021) + 
7 0.475 (0.021) 0.275 (0.021) + 
8 1.350 (0.042) 0.550 (0.042) + 
9 1.305 (0.021) 0.510 (0.000) + 
13 0.900 (0.014) 0.370 (0.014) + 
14 0.750 (0.042) 0.245 (0.007) + 
15 0.500 (0.028) 0.320 (0.000) + 
16 0.385 (0.007) 0.250 (0.057) + 
17 1.110 (0.014) 0.425 (0.035) + 
18 1.035 (0.035) 0.325 (0.007) + 
19 0.680 (0.028) 0.435 (0.021) + 
20 0.920 (0.014) 0.370 (0.014) + 
21 0.770 (0.014) 0.470 (0.014) + 

23 (tejido sano) 0.050 (0.014) 0.085 (0.007) - 
24 (tejido sano) 0.045 (0.021) 0.075 (0.007) - 

Rango 0.280-1.350 0.165-0.550  
*El promedio de dos repeticiones en el ensayo 
El número en paréntesis es el valor de la desviación estándar 
Ver Tabla 1 para ubicar las muestras. 
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5.5 Evaluación de los anticuerpos con diversos aislamientos del CTV de diferentes 

regiones citrícolas del Estado de Nuevo León, California y Florida. 

Para analizar las dos muestras independientes con distribución normal se empleó el 

modelo estadístico T de student para muestras pequeñas, en el cual se obtuvo un valor de 

Tcal de 7 y fue comparada con una Ttab de Tablas (2 colas, 18 grados de libertad, α= 

0.01), la cual nos dio de 2.878, indicándonos que la Tcal es mayor que la Ttab, por lo 

tanto la hipótesis nula (Ho) se rechaza y se acepta la hipótesis alterna (Ha), por lo que el 

coeficiente de determinación R2 nos indica que existe un 62% de variación entre las dos 

combinaciones de anticuerpos evaluados, de ahí se puede observar la gran diferencia que 

hay entre los valores de absorbancia entre un sistema y otro. 

 

 

Tabla 10. Valores de media (X), desviación estándar (S) y número de muestras (N) para 

la prueba “T de student” para muestras independientes de 2 colas para la combinación 

anti-p25 CB/C9 (cabra y conejo) y anti-p20 201/R1 (conejo y rata). 

  

Combinación N X S 
CB/C9 (anti-p25) 20 0.28 0.37 
201/R1 (anti-p20) 20 0.24 0.14 
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6.0 DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se evaluó la reactividad de los antisueros desarrollados 

previamente para la proteína no estructural p20 recombinante del CTV,  el gen p20 está 

implicado en la acumulación de cuerpos de inclusión amorfos en el floema; por lo cual, 

es un componente importante para detectar células infectadas con el virus (Gowda et al., 

2000). Para dicho estudio se emplearon anticuerpos policlonales desarrollados en conejo 

claves 201, 202 y 204 (López-Alvarado, 2009) y rata claves R1 y R2 (Salazar-Martínez, 

2011), esto con el fin de implementar un sistema serológico ELISA-DASI.  

 En el 2009, se desarrollaron los antisueros anti-p20 de conejo, los cuales fueron 

evaluados mediante Western Blot y a través de la reactividad que presentaron fue 

posible discriminar muestras de plantas de cítricos positivas y negativas del CTV 

(López-Alvarado, 2009).  

Por otra parte en el 2011, se desarrollaron los antisueros anti-p20 de rata, estos 

fueron evaluados mediante la técnica de Dot-Blot e Inmunoensayo in situ en tejidos de 

Citrus paradisi (Macfad) provenientes de plantaciones comerciales y dichos antisueros 

anti-p20 de conejo previamente desarrollados y rata fueron capaces de reconocer a la 

proteína no estructural p20 en su forma nativa (Salazar-Martínez, 2011). 

Posteriormente, los antisueros anti-p20 fueron purificados con sulfato de amonio 

al 36% y ajustados a 1mg/ml a una DO = 1.45 (Clark et al., 1986). Ya purificados los 

anticuerpos fueron evaluados mediante Western Blot, el anticuerpo de rata se empleó a 

una concentración de 0.001 mg/ml, mientras que el anticuerpo de conejo a una 

concentración de 0.0003 mg/ml, mostraron alta reactividad con el cultivo de  E. coli 

transformada con el gen p20 (Murga-Sánchez et al., 2010)  y las muestras de tejido 

infectado con el CTV como se muestra en la Figura 2 (carril 2, 5, 6 y 9), mientras que en 

los carriles donde se encontraba tejido sano no hubo señal.  El anticuerpo de conejo 

mostró mayor reactividad ya que solo reconoce la proteína p20 recombinante del cultivo 

de E. coli transformado con el gen p20 (Murga-Sánchez et al., 2010) y la proteína de la 

muestra de tejido de cítricos infectado con el CTV las cuales pesan alrededor de 16-17 

kDa como se muestra en los carriles 6 y 9 de la Figura 2. 
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Por otra parte, se analizaron muestras de diferentes orígenes (Estado de Nuevo 

León, California y Florida), empleando el anticuerpo anti-p20 de conejo (201) a una 

concentración de 0.0003 mg/ml y se comparó con el anticuerpo anti-p25 de conejo (C9) 

(Iracheta Cárdenas et al., 2008) a una concentración de 0.0003 mg/ml, los resultados 

obtenidos muestran que los dos anticuerpos reconocen a las proteínas específicas 

presentes en el CTV de manera desnaturalizada,  solo que en cuanto a la intensidad de 

detección los anticuerpos anti-p25 tienen mayor fuerza de unión con el antígeno lo que 

da como resultado una señal mayor y evidente, en comparación con el anticuerpo anti-

p20 que aunque da menor señal de reconocimiento es capaz de detectar a la proteína p20 

en muestras de tejido infectado con el CTV, como se muestra en la Figura 3. 

Cerovska et al. (2006) reportaron el desarrollo de anticuerpos contra la proteína 

no estructural de triple bloque 1 del potato mop-top virus. Los anticuerpos obtenidos 

fueron evaluados para la detección de PMTV en Nicotiana benthamiana producida en el 

laboratorio y el hospedero natural Solanum tuberosum mediante ELISA-DAS y Western 

Blot. Ellos mencionan que los antisueros producidos contra la proteína no estructural 

recombinante son más convenientes para el análisis de Western Blot de plantas 

infectadas que para ELISA-DAS;  por lo tanto, recomiendan preferentemente la 

detección de las proteínas de PMTV de forma desnaturalizadas. 

Con los resultados obtenidos en el presente estudio (Tablas 7 y 9) se logró la 

discriminación de tejido de árboles de cítricos positivos y negativos del CTV mediante 

Western Blot; por tanto, se procedió a la evaluación de los anti-p20 con la técnica de 

ELISA indirecta, para este ensayo se emplearon los antisueros crudos; sin embargo, con 

el empleó de esta técnica no logró obtener una diferencia entre los valores de 

absorbancia ya que se encontraron en el rango de 0.027 y 0.380 como valor máximo los 

tejidos de árboles de cítricos positivos del CTV, mientras que para las muestras 

negativas los valores de absorbancia oscilaron entre 0.011 y 0.326 como valor máximo 

como se muestra en la Tabla 5.   

Jan y Yeh (1995) mencionan que empleando Tritón X-100 al 5%, lograron 

purificar las inclusiones nucleares del TEV y de BYMV, además de la proteína de 

inclusión amorfa del PRSV, mientras que las inclusiones amorfas del PWV se 

sedimentaron debido a que las inclusiones amorfas del PWV tienen una masa más densa 
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que las de los otros potyvirus; por lo tanto, los pellets después de la primera 

centrifugación a baja velocidad para la purificación de las inclusiones amorfas del PWV 

se recolectaron y este paso fue la clave para la purificación exitosa. En base a lo anterior, 

se realizaron varios ensayos probando el tritón X-100 al 2.5% en dos buffer de 

extracción del tejido (buffer de Carbonatos y buffer TBST+PVP), para ver si se lograba 

solubilizar la proteína p20 y así detectarla de forma nativa con la técnica de ELISA 

indirecta, pero con esta modificación en el ensayo no se obtuvo una discriminación de 

plantas positivas y negativas del CTV, debido a que al emplear este detergente no se 

aumentó la reactividad, ni se logró obtener valores de absorbancia altos, en el caso del 

anti-p20 de conejo (202) fueron de 0.485-0.560 para las muestras positivas al CTV y de 

0.055-0.615 en las negativas o sanas; mientras que para el anti-p20 de rata (R1) los 

valores de absorbancia oscilaron entre 0.170-0.425 para las muestras positivas al CTV y 

de 0.040-0.105 en las negativas o sanas como se muestran en la Tabla 6. 

Como no se logró obtener resultados con la técnica ELISA indirecta se procedió 

a establecer las condiciones óptimas para detectar la proteína no estructural p20 con la 

técnica de ELISA-DASI, para esto fue empleada la metodología de Iracheta Cárdenas et 

al. (2008); la cual fue establecida para la proteína mayoritaria de la cápside la proteína 

p25 del CTV. 

Para este ensayo se utilizó un anticuerpo de conejo y uno de rata, como 

anticuerpo primario (atrapante o tapizado) y como anticuerpo intermedio (detectante) y 

viceversa, en cada una de las combinaciones fueron empleadas varias concentraciones 

tanto de tapizado (3, 6, 9µg/ml), como de intermedio (1:3000, 1:9000, 1:15,000).  

De todas las combinaciones se eligió la mejor condición, la cual no presentó 

reacción inespecífica, así como también tuvo la mayor reactividad para la discriminación 

de tejido de árboles de cítricos positivos y negativos del CTV. Dicha combinación fue  

empleando el anticuerpo anti-p20 de conejo (201) a una concentración de 6µg/ml como 

anticuerpo de tapizado y el anticuerpo anti-p20 de rata (R1) a una dilución 1:3,000 como 

anticuerpo intermedio.  Con esta combinación 201/R1(conejo y rata)  se logró obtener 

una diferencia de 2 veces en el valor de absorbancia entre un tejido positivo los cuales se 

encuentran en un rango de  0.406-0.435 y uno negativo del CTV que dio valores de 

absorbancia de 0.190. Aunque se obtuvieron valores de absorbancia bajos y una 
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diferencia pequeña entre una muestra positiva y negativa fue suficiente para discriminar 

las muestras, debido a que con las otras combinaciones mencionadas en la Tabla 3 no se 

logró obtener alguna lectura de absorbancia a 405nm como se muestra en la Tabla 7.   

Bandla et al. (1994) mencionan que empleando detergentes zwitteriónicos como 

el Empigen-BB (E-BB) al 0.1% en el buffer de dilución del anticuerpo reduce la unión 

inespecífica y restaura la unión antígeno-anticuerpo dando como resultado una lectura 

alta de absorbancia en las muestras positivas en ACP-ELISA, con el empleo del E-BB 

ellos observaron una diferencia de 10 veces más en el valor de absorbancia entre las 

plantas positivas y negativas, mientras que con el uso del Tween 20 solo observaron 3 

veces diferencia en el valor de absorbancia. Al ver este reporte se realizaron varios 

ensayos con estas condiciones, pero no se logró reproducir estos resultados, debido a que 

empleando la combinación anti-p20 201/R1 (conejo y rata) los valores de absorbancia se 

observaron muy similares que van de 0.233-0.280 que cuando se usa el Tween 20 

0.05%, los valores de absorbancia oscilaron entre 0.207-0.266; mientras que con la 

combinación R1/201(rata y conejo) apenas arrojo valores de absorbancia cuando se 

empleó el Tween 20 0.05% dando valores de 0.064-0.082 como valor máximo, mientras 

que con el usó de Empigen-BB (E-BB) al 0.1%, los valores de absorbancia fueron de 

0.096-0.121 como valor máximo, con esta combinación no se logró discriminación entre 

las muestras positivas y negativas al CTV. Por otra parte se evaluó el sistema anti-p25 

combinación CB/C9 (cabra y conejo) (Iracheta-Cárdenas et al., 2008) para usarlo como 

control entre las dos combinaciones de anti-p20, en este experimento se observó un 

ligero incremento en los valores de absorbancia en las muestras positivas, por ejemplo 

las tratadas con Tween 20 0.05% los valores oscilan entre 0.260-0.715, mientras que las 

tratadas con Empigen-BB (E-BB) al 0.1% fueron de 0.318-0.779 como valor máximo 

(Tabla 8). 

Sin embargo, estos resultados se pueden deber a varios factores, en los que se 

encuentran la concentración del virus presente en las muestras de tejido evaluadas, la 

severidad del aislamiento del virus y el hospedero, como lo mencionan Miao y Skaria 

(2002), ellos compararon las características de las inclusiones virales, la concentración 

del virus y los síntomas foliares en plantas de lima mexicana (Citrus aurantifolia) y de 

naranjo agrio (C. aurantium) inoculadas con un aislamiento moderado (T-TX8) y un 
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aislamiento severo (CTV-2) del virus de la tristeza de los cítricos (CTV) y ellos 

observaron que las características de las inclusiones virales se correlacionaron 

positivamente con la severidad del aislamiento del virus, la concentración del virus y los 

síntomas en las plantas, debido a que el número promedio de inclusiones virales 

observadas por corte fue de 32 en el caso de la infección con CTV-2 (aislamiento 

severo) y de 3.2 con la infección con T-TX8 (aislamiento moderado); además, también 

evaluaron sus muestras por ELISA y los resultados muestran que con el aislamiento 

CTV-2 la lima mexicana da valores de absorbancia de 1.82, mientras que con naranjo 

agrio da valores de 0.33 considerado negativo, por otra parte con el aislamiento T-TX8  

la lima mexicana da valores de absorbancia de 0.8, mientras que con naranjo agrio da 

valores de 0.34 considerado negativo.  

Estos resultados de ELISA que muestran los autores en los cuales comparan la 

severidad del virus en 4 hospederos, pueden ser importantes en el presente trabajo ya 

que en el ensayo realizado fueron empleadas muestras positivas del CTV consideradas 

como virus de raza débil, de ahí se puede interpretar que por eso se obtuvo un valor de 

absorbancia bajo, porque esto significa que las muestras tienen baja cantidad de 

inclusiones amorfas en el floema de la planta. 

Por otra parte, Cambra et al. (1994) desarrollaron anticuerpos monoclonales 

específicos contra las inclusiones cilíndricas del Plum pox potyvirus y mencionan en sus 

experimentos que fueron capaces de detectar las proteínas de inclusión cilíndrica en 

ELISA indirecta usando extractos y secciones de tejido, pero obtenían valores de 

absorbancia muy bajos comparados con los valores que arrojaban los anticuerpos 

monoclonales producidos para la proteína de la cápside  de PPV; por ello, decidieron 

hacer una mezcla con los anticuerpos monoclonales de CIP+CP-PPV y así lograron 

eficientizar e incrementar la densidad óptica en comparación de cuando se empleaba el 

anticuerpo monoclonal solo. Por lo que recomiendan el uso de la mezcla de anticuerpos 

monoclonales contra proteínas estructurales y no estructurales y mencionan que la 

ELISA indirecta fue la más sensible para detectar las proteínas de inclusión cilíndrica. 

Por último, se realizó un ensayo para comparar los dos sistemas de detección en 

ELISA-DASI, la combinación anti-p20 201/R1 (conejo y rata) y la combinación anti-

p25 CB/C9 (cabra y conejo) establecida por Iracheta Cárdenas et al. (2008). En este 
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ensayo se evaluaron 20 muestras de tejido de árboles de cítricos previamente analizadas 

y establecidas como positivas y negativas del CTV de diferentes orígenes. 

Dichas muestras fueron evaluadas habían sido evaluadas previamente por 

Sandoval-Alejos (2005) cuando implementó las condiciones óptimas para el sistema 

ELISA-DASI con anticuerpos desarrollados para la proteína mayoritaria de la cápside 

p25 recombinante usando la combinación T1/C3 (cabra y conejo), empelando el 

anticuerpo de cabra T1 como tapizado y anticuerpo de conejo C3 como intermedio, con 

este sistema los anticuerpos tuvieron una alta reactividad con las muestras infectadas 

mientras que con las muestras sanas no mostro reacción inespecífica.  

Además, estas muestras también fueron evaluadas por Núñez-Sánchez (2012) 

para detectar el gen p23 del CTV mediante RT-PCR bidireccional, en la cual se logró 

detectar una mezcla de poblaciones en los aislados del Estado de Nuevo León con base 

en los perfiles electroforéticos obtenidos mediante SSCP y además logró interpretar a las 

muestras como severa, débil, atípica y no definida.  

Los resultados obtenidos de este ensayo se muestran en la Tabla 9, la cual indica 

que los dos sistemas de detección son capaces de discriminar muestras positivas y 

negativas del CTV, solo que hay una gran diferencia entre ambos, debido a que con la 

combinación anti-p20 201/R1 (conejo y rata) solo se logra diferenciar 4 veces el valor de 

una muestra positiva con una negativa, dando valores de absorbancia de 0.165-0.550 

como valor máximo, mientras que con la combinación anti-p25 CB/C9 (cabra y conejo) 

se logra obtener una diferencia de 10 veces más entre una muestra positiva y negativa 

del CTV, logrando obtener valores de absorbancia de 0.280-1.350 como valor máximo. 

Los tejidos que dieron valores altos de absorbancia en las dos combinaciones anti-p20 

201/R1 (conejo y rata) y anti-p25 CB/C9 (cabra y conejo) fueron el homogenizado de 

tejido de cítricos muestra 1 (Linares, NL), los homogenizados de tejido de cítricos 

muestra 8 y muestra 9 (Montemorelos, NL), los homogenizados de tejido de cítricos 

muestra 13, muestra 17, muestra 18 y muestra 19 (California), los homogenizados de 

tejido de cítricos muestra 20 y muestra 21 (Florida) como se muestra en la Tabla 9.  

Estos datos se corroboraron con la prueba de “T de student” donde nos muestra 

claramente que si existe diferencia entre ambas combinaciones, que hay 

aproximadamente un 62% de variación entre ellas. También se puede observar que en 
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las 18 muestras positivas del CTV hay una diferencia entre ellas en los valores de 

absorbancia, esto se puede deber a lo anteriormente mencionado por Miao y Skaria 

(2002), que las muestras tengan diferente concentración del virus, el tipo de severidad y 

el hospedero; por ejemplo, las primeras 9 muestras de la Tabla 9 fueron colectadas en 

Nuevo León y son consideradas muestras infectadas con raza de virus débil por la 

sintomatología que presentan las plantas; mientras que las muestras colectadas de 

California y Florida son consideradas muestras infectadas con raza de virus severo, solo 

faltaría especificar de qué hospedero viene cada muestra para así reproducir los datos 

proporcionados por Brlansky y Lee (1990), ellos mencionan que con base en el número 

de cuerpos de inclusión formados en los hospederos de árboles de cítricos se pueden 

diferenciar los aislamientos de CTV como débil, moderado y severo; además hacen 

mención que de 3 hospederos de cítricos que emplearon en su estudio, los pudieron 

identificar en los diferentes aislamientos de acuerdo al valor del título de absorbancia en 

la prueba de ELISA. También refieren que a través de todos los hospederos, hay una 

correlación significativa entre el número de inclusiones producidas y el título del virus 

en el tejido en ELISA. Además, mencionan que existe una interacción significante entre 

el número de inclusiones, el hospedero y el aislamiento, indicando que los aislamientos 

no se comportan de manera similar en los hospederos, por ejemplo, en su estudio 

observaron que el aislamiento moderado T4 produjo más inclusiones que el aislamiento 

severo en los hospederos más resistentes al CTV; los cuales son, limón Eureka, naranjo 

agrio y toronja Duncan. 
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7.0 CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo y con base en las 

condiciones en las que se llevó a cabo, se concluye lo siguiente: 

1.- A través de la reactividad de los anticuerpos desarrollados anti-p20 fue posible 

discriminar muestras de plantas de cítricos positivas y negativas del CTV mediante 

Western-Blot. 

 

2.- Los antisueros anti-p20 obtenidos mediante inmunización con  la proteína no 

estructural p20 recombinante funcionaron eficientemente en la prueba de ELISA-DASI,  

el anticuerpo de conejo como tapizado y el de rata como intermedio, al mostrar 

reactividad con los aislamientos infectados con el CTV de diferentes orígenes, 

mostrando baja reacción con los tejidos sanos.  
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Apéndice A 
PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

 
Sulfato de amonio al 36% 

Sulfato de amonio 36 g 
Agua bidestilada   100 mL 

 
Materiales para Western Blot 

Gel separador 

Reactivo 
Volumen (10ml) 

8% 12% 
Agua bidestilada 4.6 3.3 

Bisacrilamida 30% 2.7 4.0 
Tris 1.5M pH 8.8 2.5 2.5 

SDS 10% 0.1 0.1 
APS 10% 0.1 0.1 
TEMED 0.006 0.004 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

NOTA: Antes de usarse se debe de filtrar. No hace falta ajustar el pH. 
 

El marcador de peso molecular preteñido Kaleidoscope BIORAD contiene 10 bandas de 

proteína recombinante de E. coli de 10, 15, 20, 25, 37, 50, 100, 150 y 250 kDa.  

Gel concentrador 

Reactivo 
Volumen 

(5ml) 
Agua bidestilada 4.6 

Bisacrilamida 30% 2.7 
Tris 1.0M pH 6.8 2.5 

SDS 10% 0.1 
APS 10% 0.1 
TEMED 0.006 

Buffer Tris 1.0 M (pH 6.8) 
Tris 121.1 g/L 

Ajustar pH con HCl 1 N 

Buffer Tris 1.5 M (pH 8.8) 
Tris 181.5 g/L 

Ajustar pH con HCl 1 N 

SDS 10% 
Disolver 10 gr en H2O y aforar a 100 mL de H2O 

Persulfato de amonio 10 % APS 
Disolver 1 gramo en 9 mL de H2O bidestilada 

Mezcla Lítica 
Buffer Tris 1 M (pH 6.8) 2.5 mL 
SDS al 10% 4.0 mL 
Glicerol 2.0 mL 
2-β-Metamercaptoetanol 1.0 mL 
H2O bidestilada 0.5 mL 

Buffer de electroforesis de proteínas 1X 
Tris 3.75 g/L 
Glicina 18 g/L 
SDS 1.25 g/L 
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Buffer TBS 10X 
Tris base 12.1 g/L 
NaCl 87.6 g/L 

 
NOTA: filtrar el buffer antes de usar, de este tomar el volumen requerido para hacer el 
buffer 1X. 
 

Buffer TBS + Tween 20 al 2%   
TBS 1X 100 mL 
Tween 20 2 mL 

 
Buffer TBS + Tween 20 al 0.05% 
TBS 1X 1 L 
Tween 20 0.5 mL 

 
NOTA: este buffer se puede preparar a partir del Buffer TBS + 2% de Tween 20 
tomando 25 mL + 975 mL de Buffer TBS 1X 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Solución de tinción 
Azul de Coomassie R-250 2.0 g 
Metanol 100 mL 
Ácido Acético 18 mL 
Agua bidestilada 130 mL 

Solución de destinción 
Metanol 100 mL 
Ac. Acético 20 mL 
H2O bidestilada 80 mL  

Buffer de transferencia 
Tris  3.0 g 
Glicina 14.4 g 
Metanol 200 mL 
Agua Bidestilada 800 mL 

Rojo de Ponceau 
Ac. Acético 5% 
Rojo de Ponceau 0.01% 

Solución  cromogénica 
BCIP 10 mg 
NBT 5 mg 
Buffer Tris 0.1 M 10 mL 
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Materiales para ELISA 
 

Buffer de carbonatos 10X pH 9.6 
Na2CO3 15.9 g/L 
NaHCO3 29.3 g/L 

NOTA: Antes de usarse se debe de filtrar. Ajustar el pH. 
 

Buffer de fosfato salino (PBS)10X pH 7.4  
NaCl 80 g/L 
KH2PO4 2 g/L 
Na2HPO4 • 12H2O 
      O 
Na2HPO4 anhidro 

29 g/L 
O 

11.5 g/L 
KCl 2 g/L 
NaN3 es opcional 2 g/L 

NOTA: filtrar el buffer antes de usar, de este tomar el volumen requerido para hacer el 
buffer 1X. 

 
 

Buffer empleado en cada paso de ELISA   
Buffer de lavado PBS + 0.5ml Tween 20 por litro 
Buffer de extracción PBST + 2% de PVP (Sigma PVP-40) 
Buffer de conjugado PBST + 2% de PVP(Sigma PVP-40) + 

0.2% de BSA (Sigma A9647) 

Buffer de sustrato 
2ml de trietanolamina CTR + 20ml de 
agua bidestilada. Ajustar el pH 9.8 con 
HCl concentrado. 

Sustrato  Tabletas de pNPP de 20mg Sigma N2765 
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Apéndice B 

ELECTROTRANSFERENCIA 

I. Transferencia. 

El gel de poliacrilamida al 12% se transferirá a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 

µm de la siguiente manera: 

a) Desmontar el gel de la cámara de electroforesis, retirar el vidrio y los 

separadores, cortar el gel quitando la parte del gel concentrador y la agarosa que 

se pone como sellador, se le hace un corte en la parte superior del gel para saber 

el frente del gel. Para manipular el gel usar guantes de látex.  

b) En la cámara de transferencia semi-seca Owl colocar papel filtro Whatman # 3 o 

el papel especial para transferir. Añadir un poco de buffer de transferencia para 

mojar el papel. 

c) Colocar el gel y con ayuda de una pipeta con buffer de transferencia eliminar las 

burbujas de aire que se formen entre el papel y el gel (véase Apéndice A).  

d) Cubrir con la membrana de nitrocelulosa previamente mojada con un poco de 

buffer de transferencia. Etiquetar la membrana con lápiz. Elimine las burbujas de 

aire de la misma manera que el paso anterior. 

e) Añadir buffer de transferencia sobre la membrana y colocar la otra pieza de 

papel, elimine las burbujas de aire de la misma manera que el paso anterior. 

f) Colocar la tapa de la cámara de transferencia y cerrarla. 

g) Conectar los cables a la fuente de poder y correr la transferencia a 300 mA por 2 

h. Pasado el tiempo apagar la fuente de poder y retirar la membrana y el gel 

transferido. 

h) El papel filtro y las partes de la cámara de transferencia se enjuagan con agua 

bidestilada para retirar las sales del buffer.  

 

II. Tinción de la membrana de nitrocelulosa con colorante rojo de Ponceau. 

Añadir a la membrana el colorante cubriéndola por completo, dejar por 5 min para 

observar las bandas de las proteínas transferidas. Enjuagar con aguade la llave para 

quitar el exceso de colorante. 
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NOTA: el gel transferido se tiñe con azul de Coomassie para ver si se transfirió por 

completo. 

 
 
 
 


