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RESUMEN 
 

El virus moteado clorótico del caupí (CCMV) es un agente patógeno importante que 

afecta a Vigna unguiculata (caupí), una leguminosa conocida por su alto valor 

nutricional y adaptabilidad a diferentes tipos de suelos. Esta enfermedad viral causa 

graves daños a los cultivos de esta leguminosa, entre las cuales se destaca la 

afectación de la lámina foliar, la carencia de vainas y la alteración de la distribución de 

la clorofíla, lo que conlleva a pérdidas considerables de rendimiento, calidad y 

durabilidad. Para abordar este problema, en este trabajo de investigación se propone 

el desarrollo de un nanoanticuerpo específico (VHH) capaz de reconocer el CCMV con 

alta especificidad. Los nanoanticuerpos, derivados de camélidos ofrecen varias 

ventajas, debido a que son de tamaño pequeño, tiene alta afinidad de unión al 

antígeno, poseen estabilidad química y térmica. La investigación realizada en este 

proyecto empleó el método de selección de despliegue en fagos, para generar fagos 

recombinantes que muestren un dominio único VHH para reconocer a la proteína de 

la cápside del CCMV. Tras realizarse tres rondas de selección, los nanoanticuerpos 

resultantes se evaluaron mediante un ensayo ELISA, para confirmar su especificidad 

de unión al CCMV. El desarrollo de un nanoanticuerpo específico para el CCMV 

representa un enfoque biotecnológico prometedor para reducir el impacto de este virus 

en los cultivos de caupí. Al proporcionar una herramienta específica y eficaz para la 

detección o neutralización del virus, esta investigación contribuye al avance de las 

estrategias para proteger y sostener el cultivo del caupí. 
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ABSTRACT 
 
Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) is an important pathogen affecting Vigna 

unguiculata (cowpea), a legume known for its high nutritional value and adaptability to 

different soil types. This viral disease causes serious damage to the crops of this 

legume, including leaf blade damage, pod failure, and alteration of chlorophyll 

distribution, leading to considerable losses in yield, quality, and durability. To address 

this problem, this research proposes the development of a specific nanoantibody (VHH) 

capable of recognizing CCMV with high specificity. The nanoantibodies, derived from 

camelids, offer several advantages, since they are small in size, have high antigen 

binding affinity, and possess chemical and thermal stability. The research conducted in 

this project employed the phage display selection method to generate recombinant 

phages displaying a unique VHH domain to recognize the CCMV capsid protein. After 

three rounds of selection, the resulting nanoantibodies were evaluated by an ELISA 

assay to confirm their binding specificity to CCMV. The development of a CCMV-

specific nanoantibody represents a promising biotechnological approach to reduce the 

impact of this virus on cowpea crops. By providing a specific and effective tool for the 

detection or neutralization of the virus, this research contributes to the advancement of 

strategies to protect and sustain cowpea cultivation. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

Vigna unguiculata (Caupí) es proveniente de África central, de importancia 

agronómica, medioambiental y económica para las zonas semiáridas del trópico 

(Araméndiz et al., 2011). Esta leguminosa puede desarrollarse en diferentes tipos de 

suelos, soporta elevadas temperaturas, resiste a la sequía y a la baja fertilidad del 

suelo (Carvalho et al., 2016). Asi mismo, puede establecer simbiosis con Rhizobium y 

hongos micorrízicos lo que le permite disminuir el uso de fertilizantes y favorecer las 

propiedades del suelo (Carvalho et al., 2016; Fageria et al., 2005). Los atribuitos 

mencionados con anterioridad le permite a vigna unguiculata ser empleada para el 

diseño de agroecosistemas sostenibles (Carneiro et al., 2019). Se estima una 

producción de 11 millones de hectáreas en el mundo (Cardeiro et al., 2019); por lo que 

en el 2019 el Servicio de Información Agroalimentaria y pesquera (SIAP), emitió que 

en la peninsula de Yucatán se destinaron 254 hectáreas para la siembra de este cultivo 

y en la que se obtuvo una cosecha de 882 toneladas. En el estado de Oaxaca, 

especificamente en la ciudad de San Pedro Pochutla el cultivo de vigna unguiculata 

(Caupí) ha sido considerado como una alternativa para incorporar en los sistemas de 

producción, debido al excelente desarrollo y rendimiento que presentan a suelos pocos 

fértiles, ya que en años recientes las lluvias han sido muy erraticas (Sánchez Rios O.F 

& Guitiérrez López K.G. 2022). 

Las escasas lluvias que han surgido por estas zonas han sido benéficas para los 

diversos tipos de cultivos, ya que representan un gran ahorro de agua en temporadas 

cruciales, sin embargo conlleva a que la humedad relativa aumente y si se encuentra 

asociado a bajas temperaturas se dan las condiciones necesarias para el desarrollo 

de diferentes tipos de enfermedades (SAGARPA, 2013). La producción de vigna 

unguiculata (Caupí) en los ultimos años se ha visto perturbado por una enfermedad de 

origel viral, caracterizada por la anormalidad de la lámina foliar, la carencia de vainas 

y la alteración en la distribución de la clorofíla, provocado específicamente por el 

CCMV (Morales F.J et al.,1999). Las enfermedades ocasionada por virus en plantas 

poseen un panorama amplio para realizar un diagnóstico oportuno, aún cuando es 

generado por el mismo virus, en ocasiones la sintomatología va dependiendo de la 

intereacción que surga entre el virus, hospedante y de las condiciones ambientales 
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para desarrollarse (Gergerich, R.C.; Dolja, V.V. 2006). En ocasiones las infecciónes 

presentes sobre los cultivos pueden ser asintomáticas o severas que provocaria la 

muerte de la planta; a menudo los síntomas que se producen son poco visibles y 

pueden ser facilmente aunado con la carencia de nutrientes o daño por el uso 

herbicidas. Estas afectaciones pueden observarse muy a menudo en las hojas, brotes, 

frutos y flores de la planta; y en muchas ocasiones provocan enanismo,moteado, 

mosaico, clorosis, necrosis y alteración a la lámina foliar. Existen métodos especificos 

y confiables para la identificación viral, estos se basan en el análisis de la estructura, 

patogenicidad, arquitectura y transmisibilidad de las particulas virales para un estudio 

eficaz sobre la infección (Gergerich, R.C.; Dolja, V.V. 2006). 

Debido a esta problemática la producción en los cultivos de vigna unguiculata (caupí) 

se ha visto afectado en cuanto a rendimiento, calidad y durabilidad de los productos 

generados, de tal manera que esto estaria repercutiendo en la inestabilidad de 

diversas empresas agrícolas y del déficit alimenticio mundial.  

Es por ello, que en este trabajo de investigación se propone la creación de una 

alternativa que nos propicie un diagnóstico temprano y eficiente contra el CCMV 

mediante el uso de nanoanticuerpos de camélidos. Para llevar a cabo tal propósito y 

probar el concepto se empleó el método de despliegue en fagos para la obtención de 

los fagos recombinantes capaces de reconocer el antígeno de interés. En particular, el 

CCMV se ha caracterizado como un sistema modelo debido a las incomparables 

ventajas que posee como portador de epítopos y a las diversas aplicaciones en 

nanomedicina y veterinaria (Gergerich, R.C.; Dolja, V.V. 2006; Nuñez-Rivera, 2020; 

Ramos-Carreño, 2021). 
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CAPÍTULO II. ANTECEDENTES 

 

2.1. Vigna Unguiculata (Caupí) 
Vigna unguiculata, es una leguminosa procedente del continente africano que se 

adapta a diferentes texturas de suelo (Carvalho et al., 2012), en el 2017 se obtuvó una 

producción de 7,407,924 toneladas de este cultivo. El mayor productor-consmidor a 

nivel continental de esta leguminosa es Nigeria con el 48% (Adeola, Folorunso, Gama, 

Amodu & Owolabi, 2011; FAO, 2018). Vigna Unguilata se caracteriza por poseer un 

alto valor nutricional, representar el 69 % de carbohidratos, contener micronutrientes 

tales como el K, Na, Ca, Zn, Mg, P, Fe (Famata et al., 2013), poseer entre el 20-25% 

de proteína integrada por el 51% de globulinas, 45 % albúmina, 1% de prolaminas, y 

3% glutelinas (Adeola et al., 2011; Freitas, Teixeira & Ferreira, 2004). Estas 

caracteristicas permiten reducir la desigualdad alimenticia de las poblaciones 

tropicales más vulnerables (Modu, Putai, & Petu-Ibikunle, 2010; Phillips et al., 2003); 

la universidad de Córdoba en la costa del caribe, reportó mediante su programa de 

mejoramiento 43 genotipos colombianos de esta leguminosa, que presentan una 

capacidad del 26 % de proteína obtenida (De-Paula, Jarma-Arroyo & Aramendiz-Tatis, 

2018).  

Vigna Unguilata tolera la sequía, posee una excelente capacidad para la fijación de 

nitrógeno, se adecúa a distintos sistemas de cultivo (Goncalves et al. 2016), es rico en 

carbohidratos y proteínas (Menssen et al. 2017), su cultivo es económico y suele ser 

rentable para los productores (Deng et al. 2013, Segura-Campos et al. 2013). En el 

sureste de México esta leguminosa es conocida como frijo pelón o xpelón y en el centro 

y norte del país es conocida como chicharo ojito de vaca, frijol yorimón o frijol chino 

(Lagunes-Espinoza et al. 2008). En la peninsula de Yucatán su cultivo se desarrolla en 

un sistema temporal o convencional (Arias et al. 2004, SIAP 2017). Su producción le 

permite obtener un ingreso económico a aquellos productores que se dedican a su 

cultivo; esta leguminosa se puede consumir de varias maneras y va depenciendo de 

los platillos la región (García-Hernández et al. 2005, Márquez-Quiroz et al. 2015). 
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Con el paso de los años Vigna Unguilata a presentado una creciente demanda en el 

mercado (Stoilova y Pereira 2013, Wamalwa et al. 2016); es por ello que en el 2002 

Coulibaly y Lowenberg-DeBoer señalan que la calidad de la semilla de esta 

leguminosa se encuentra estrechamente relacionada con sus caracteristicas 

morfológicas (tamaño, color, grosor y textura). En África y Sudamérica se han llevado 

acabo estudios de caracterización de esta leguminosa y han reportado una gran 

diversisad genetica; En el 2010 Ghalmi et. al., identificaron en esta leguminosa una 

gran variabilidad en el color de grano y detectaron que le 72% de esa variabilidad 

poseia textura suave;  En el 2017 Mafakheri et. al., evaluó diferentes genotipos en 

cuanto al tamaño, longitud, ancho y espesor de la semilla, obteniendo como resultado 

una variación en todas, por su parte Menssen et al., reportó que le peso de 100 

semillas de esta leguminosa es de aproximadamente 7.67-15.15 gr.  

El caupí posee semillas de diferentes colores (Monsalve Castro, 2007), es capaz de 

adaptarse a diferentes tipos de suelos ácidos del caribe y es considerada como una 

gran alternativa económica de cultivo de ciclo corto para los productores (Granito, 

Guerra, Torres & Guinand, 2004). Actualmente no se tiene demasiada información 

acerca del ingreso económico de los productores, de su producción y de la inversión 

que se realizan. En méxico los avances sobre la diversidad morfológica del caupí son 

pocos, es por ello que no se tienen datos concretos y la mayoria de los productores 

optan por seleccionar la semilla de sus propias cosechas para seguir manteniendo la 

variedad criolla (Moreno L.L et al. 2006). La falta de conocimiento cientifico, puede 

afectar la genética del caupí en la región para la preservación del recurso genético y 

por ende provocar la pérdida del conocimiento ancestral (Vara-Sánchez y Padilla 

2013). 

 

2.2. Enfermedades fitopatológicas 
Este tipo de enfermedades no suelen tener una sola causa, por lo que los síntomas 

que se perciben pueden ser generados por las condiciones climáticas, el sistema de 

producción, variedad empleada y la presencia de residuos contaminados de cosechas 

anteriores. Tambien puede deberse a los cambios bruscos de temperatura, humedad 

y  de las condiciones en la que se encuentre el suelo a trabajar ( preparación del suelo, 



7  

densidad de la siembra y el manejo agronómico del cultivo) (Araya Fernández C.M; 

Hernández Fonseca J.C. 2006). 

La infección por microorganismos involucra agentes patógenos (bacterias, hongos, 

nemátodos y virus), que se asocian a las distintas enfermedades que presentan los 

cultivos, y que provocan grandes pérdidas en su producción. Para que una enfermedad 

pueda desarrollarse debe existir la presencia de un patógeno, de un genotipo idóneo 

a este, asi como de condiciones ambientales especificas que los favorezca a ambos 

(Valdés Reséndiz, O. E. 2015). 

En Vigna Unguilata se puede observar una gran diversidad en la severidad del ataque, 

identidad y distribución de afectaciones en las distintas épocas del año. Las 

afectaciones cuyos agentes causantes constituyen un grupo de patógenos de 

caracteristicas definidas son las enfermedades virales. El indicio más frecuente que se 

presenta en este tipo de especie es la alteración de la distribución de la clorofila en las 

hojas, asi como los diversos grados de clorosis en las zonas verdes de la planta, este 

suceso a hecho común la enfermedad denominada “tipo mosaico” (Valdés Reséndiz, 

O. E. 2015). 

A principio de los años noventa, la producción en el cultivo de frijol se ha visto afectado 

por una enfermedad de origen viral, la cual se encuentra determinada por la afectación 

de la lámina foliar, la carencia de vainas y las alteraciones de sus hojas que van desde 

verde claro hasta amarillo, provocada específicamente por el CCMV (Morales F.J et 

al.,1999). El agente causante de estos síntomas es debido al CCMV, produciendo 

principalmente manchas cloróticas (amarillas) en forma de mosaico en  las láminas 

jóvenes, mientras que su efecto en las láminas adultas se identifican por la presencia 

de manchas amarillas que incluyen enrollamiento y afectaciones tempranas que le 

provocan un severo enanimso a la planta. Sin embargo, estas manifestaciones 

dependen en alto grado de la variedad de frijol empleado, ya que de acuerdo a esto 

existen algunas vaiedades altamente susceptibles , donde no solo aparecen manchas 

cloróticas, sino que viene acompañado de un enanismo muy marcado y del sintoma 

denominado “escoba de bruja” (Figura 1) (Araya Fernández C.M & Hernández 

Fonseca J.C. 2006).  
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Figura 1. Efectos del CCMV en cultivos del frijol. A) En láminas jóvenes produce manchas 
cloróticas en forma de mosaicos; B) En láminas adultas presencia manchas amarillas que 
incluyen enrollamiento y enanismo; C) Por  el tipo de variedad posee manchas cloróticas y 
enanismo muy marcado. Imagen tomada de Araya Fernández C.M & Hernandez Fonseca 
J.C.2006. 

De acuerdo a la variedad empleada, los cultivos de Vigna Unguilata poseen diferentes 

grados de resistencia frente a estas afectaciones, adaptación, sitio, rendimiento y 

porte. Es por ello que para llevar acabo un analisis eficaz sobre las afectaciones sobre 

estos cultivos se requiere de la recolección de láminas enfermas en distintas etapas 

de infección. Las enfermedades virales ocasionadas por virus poseen una gran 

distribución geográfica y los sintomas que se presentan a menudo son distintos y esto 

fácilmente puede confundirse con otro tipo de afectación (deficiencia de nutrientes, 

toxicidades o alteraciones ambientales). Una de las principales manifestaciones que 

se presenta es la alteración en la distribución de la clorofila que implica la formación 

de mosaicos, enanismo, láminas deformes, venas pronunciadas, el ciclo de vida de la 

planta es diminuta o larga y las vainas son escasas (Araya Fernández C.M & 

Hernández Fonseca J.C. 2006). 

 

2.3. Los virus y la importancia de su cápside proteica  
En 1892 Ivanowsky realizó el descubrimiento de los virus y desde entonces se ha 

tratado de determinar a estos agentes patógenos de acuerdo a sus principales 

caracteristicas, sin embargo no existe un criterio exacto para especificarlo. Debido a 

sus propiedades establecidas se podria definir a los virus como aquellos parásitos 

potencialmente obligados, conformados por nucleoproteinas y de dimensión 

A B C 
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ultramicroscópica (Valdés Reséndiz, O. E. 2015). Los virus son agentes patógenos 

que estan constituidos básicamente una capa de proteína denominada cápside que 

protege a su material genético y que se replica mediante una maquina metabólica de 

su célula huesped. Los virus se encuentran en todos los reinos de la vida: bacterias, 

hongos, plantas, animales. Las proteínas que conforman la cápside pueden 

autoemsamblarse en nanoparticulas idénticas al virus nativo. Estas nanoestructuras 

son definidas como particulas tipo virus (VLPs, por sus siglas en inglés), se encuentran 

establecidas en la proteína de la cápside del virus, la cual pueden tener en su interior 

alguna molécula de interés o estar vacías; esta capacidad puede ser explotada en la  

industria farmacéutica para su uso como nanovehículos de fármacos (Valdés 

Reséndiz, O. E. 2015). 

Estas nanoestructuras (VLPS) poseen una geometría icosaédrica y un diametro de 

aproximadamente 20-300 nanómetros. Esto le permite tener un confinamiento amplio 

de materiales en su interior. La cápside es una estructura con poros por la cual puede 

haber difusión de moléculas de tamaño pequeño del exterior al interior o viceversa. 

Esta característica de la cápside es de gran interés para su empleo como un 

bionanoreactor cuando en su interior se tienen enzimas, de tal manera que mediante 

los poros entra el sustrato y  el producto es liberado, y a su vez la enzima es protegida  

de un posible medio desfavorable para esta (Valdés Reséndiz, O. E. 2015). 

El virus moteado clorótico del caupí (CCMV por sus siglas en inglés) es un virus de 

gran importancia debido a que es un virus no envuelto estructurado solo por una 

cápside y de material genético. El CCMV posee un gran interés en el área de 

biotecnología, por su capacidad de por ser usado para la síntesis de bionanorreactores 

al confinar enzimas dentro de las cápsides (Patterson D. P., Prevelige P.E, & Douglas, 

T., 2012). Además, puede ser usado como nanovehículos de moleculas de importancia 

en medicina (Azizgolshani et al., 2013). 

 

2.4. Virus moteado clorótico del caupí (CCMV) 
El CCMV, es un virus de planta conformado por un  ARN de cadena sencilla y positiva, 

contenido en una cápside de 28 nm de diámetro y constituida por 180 proteínas 

idénticas de un peso molecular de  19.4 kDa (Figura 2). Proviene de la familia 
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bromoviridae que afecta generalmente a plantas del género vigna, ocasionando un 

mosaico o manchas amarillas en sus hojas (Fox, et al. 1998). Es un virus atractivo que 

se ha empleado en área de biotecnología para la entrega de genes, fármacos y 

antígenos (Singh et al. 2017); es uno de los más estudiados debido a que permite 

obtener mediante in vitro VLPs mediante la cápside (Lam, P., & Steinmetz, N. F. 2019). 

En ausencia de ácidos nucleicos puede ensamblarse mediante los arreglos 

macromoleculas (Zinkhan et. al 2021) y empaquetar polimeros aniónicos. La cápside 

de este virus es muy prometedor debido a que puede ser empleado como acarreador 

de antígenos y su excelente seguridad in vivo en distintos biomodelos (Timmermans 

et.al, 2018) y sus aplicaciones en biomédica (Hassani-Mehraban et.al.,2015). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El genoma del CCMV se encuentra distribuido en tres ARN mensajeros de cadena 

sencilla; La cadena de ARN1, es aquella que codifica la proteína con funciones tipo 

helicasa para la replicación del ARN; La cadena ARN2, codifica a la ARN polimerasa; 

por su parte la ARN3, codifica a la proteína de movimiento necesaria para su 

propagación entre células. Por último , la cadena subgenómica derivada de ARN3 y 

ARN4 , codifican a la proteína de la cápside (Annamalai, P., & Rao, A.L. 2006). Cada 

subunidad de este icosaedro posee un brazo N-terminal largo compuesto por una alta 

concentración de residuos básicos y un dominio globular que le confiere el 

entrecruzamiento con la cola C-terminal del virión. Esta configuración adjudica la 

interacción electrostatica entre polipéptidos cargados positivamente con ARN de carga 

 
Figura 2. CCMV obtenido por medio de Cryo-TEM.  

Imagen tomada de Fox, et al. (1998). 
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negativa necesaria un correcto ensamble con el virión. Se ha detectado que la 

presencia del brazo N-terminal es indispensable para su actividad infecciosa (Cuillel, 

M., Jacrot, B., & Zulauf, M.,1981).  

El virus CCMV se ha estudiado desde hace más 50 años, uno de los pioneros en el 

estudio de este virus fue Bancroft en los años sesenta, a partir de su aislamiento. 

Varios estudios han revelado que una de las propiedades especiales del CCMV se 

debe particularmente su alto rendimiento de produccion de hasta 1 mg por gramo de 

hojas y a la capacidad de las proteínas de su cápside de autoemsamblarse a ciertas 

condiociones de pH y fuerza iónica (Bancroft, J.B., Hiebert E., & Bracker, C.E.,1969).  

De acuerdo a los estudios realizados en el 2011 por Minten y coloboradores sobre las 

VPLs derivadas del CCMV, descubrieron que en una cápside se puede confinar más 

de una enzima y en consecuencia  incrementar su actividad enzimatica. En el 2014 

Sánchez-Sánchez et. al., efectuó la activación de profármacos mediante la 

encapsidación del citocromo-P450 en VPLs de CCMV, basado en el trabajo de 

Comellas-Aragones et. al., publicado en el 2007, en el que se detalla la encapsidación 

de una peroxidasa, actividad catalítica y la difusión de sustratos- productos a traves de 

la porosidad de capside de VLP.  

Mediante E. Coli puede ser generada de forma eficiente la cápside de este virus (Díaz-

Valle et.al.2015) (Garmann et.al.2014), dado a que los resultados obtenidos son altos 

en rendimiento y se enuentra respaldado por la evaluación de estudios biofisicos, 

nanotecnologico y de aplicaciones biomédicas (Lavelle, L., Michel, J. P., & Gingery, M. 

2007). Las  ventajas que ofrecen las VLPs derivadas de virus de plantas destacan su 

posible modificación genética o química para exponer distintas moléculas. En 

comparación con los vectores adenovirales , la el  CCMV al ser un virus fitopatógeno 

no puede replicarse en mamíferos por lo cual tiene la ventaja de ser un sistema seguro 

para su uso en nanomedicina.   

 

2.5. Nanoanticuerpos 
Desde el descubrimiento de los anticuerpos monoclonales realizado por Köhler, G., & 

Milstein, C.,en el año 1975, su empleo ha sido ampliamente explorado por la 

humanidad para la detección directa e indirecta de moléculas blanco, diagnóstico 
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clinico, desarrollo biotecnológico e inmunoterapia. Sin embargo, la presencia de 

caracteristicas inherentes relacionadas con su tamaño, aplicación, baja estabilidad y 

elevado costo de producción, ha generado la búsqueda y puesto en marcha el 

desarrollo de nuevas alternativas (Singh et al., 2018). 

Más tarde en el año de 1993 el grupo de Harmers-Casterman, encontró en el suero de 

Camelus dromedarius anticuerpos compuestos únicamente por cadenas pesadas y 

antiuerpos similares en el tiburon nodriza (Greenberg et al, 1995), este descubrimiento 

genero una perspectiva no explorada, puesto que la región de reconocimiento esta 

conformada por un dominio variable de la cadena pesada. En los camellos se han 

reportado una producción del 50-80% de anticuerpos generados de manera natural, 

mientras que en el tiburon nodriza 0.1- 1%.  

El reconocimiento de algunos virus y el reclutamiento celular son una de las funciones 

que se le ha atribuido (Muyldermans,2013); su dominio es considerado como el 

reconocimiento natural más pequeño y que se diferencia acorde a sus caracteristicas 

estructurales de acuerdo a su origen. En los anticuerpos convencionales los dominios 

variables son definidos como VH, en los tiburones son establecidos como V-NAR y en 

camélidos VHH (Muyldermans, 2013). Estos ultimos son conocidos como 

nanoanticuerpos (Jovčevska & Muyldermans,2020), se identifican por su pequeño 

tamaño, estabilidad,solubilidad y alta especificidad, estas cualidades le permite ser una 

atractiva opción para su desarrollo. 

 

2.5.1. Estructura de los nanoanticuerpos 
Existe una gran diferencia en cuanto a la estructura de la inmonuglobulina tipo igG 

frente a los anticuerpos de cadena pesada; la primera esta constituida por una 

estructura heterodimérica que contiene dos cadenas pesadas idénticas con cuatro 

dominios y dos cadenas ligeras idénticas con dos dominios, con un peso de alrededor 

150 kDa (Padlan,1994); mientras que los anticuerpos de cadena pesada esta definida 

por una estructura homodimérica, constituida por dos dominios constantes (CH2-CH3) 

en ausencia del dominio CH1 y de cadenas ligeras ; por otra parte en tiburones existen 

5 dominios constantes con un peso alrededor de 90 kDa (Muyldermans, 

2013 ; Nuttal et al., 2001) (Figura 3). 
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Figura 3. Representación esquemática de los anticuerpos convencionales y de cadena pesada. 
A) Los anticuerpos IgG poseen estructura heterodímerica, el cual se encuentra constituido por 2 
cadenas pesadas (CH1, CH2, CH3 y un VH), 2 cadenas ligeras (CL1 y VL) y una región de 
reconocimiento antigénico (VH y VL); B) Los anticuerpos de cadenas pesadas cuentan con una 
estructura homodimérica (CH2,CH3) y una región de reconocimiento antigénico (VHH); C) NRA-
Ig- es considerado como el nuevo receptor antigénico de Inmunoglobulinas que tiene una 
estructura homodimérica de dos cadenas pesadas (CH1-5) y una región de reconocimiento 
antigénico (V-NAR); D) Segmento de reconocimiento antigénico (CH1-CL1 y VH-VL) y segmento 
variable de cadena sencilla (VH-VL). E) Dominio variable de reconocimiento. Imegen modificada 
de Ortega-Portilla et.al. (2021). 

 

En los nanoanticuerpos la región antigénica de reconocimiento posee un único dominio 

variable por cadena con un peso aproximado de 15 kDa. Posee cualidades 

estructurales únicas de acuerdo a su origen y a pesar de ser 10 veces menor que un 

anticuerpo convencional posee una excelente capacidad de reconocimiento, esto se 

debe a las regiones derterminantes de complementaridad presentes mejor conocidas 

como CDRs (Complementarity Determining Regions, por sus siglas en inglés). En 

camélidos existen 3 CDRs por cada dominio, CDR1 y CDR3 poseen mayor longitud y 

variabilidad; CDR3 en nanoanticuerpos tiene 4-6 residuos de aminoácidos extras con 

respecto a los dominios de cadena pesada de anticuerpos convencionales tipo igG. La 

estabilidad de la estructura es dada por el puente de disulfuro extra que existe entre 

CDR1 y CDR3 (Govaert et al., 2012 ; Stanfield et.al.,2007). Estas cualidades le brinda 
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una superficie que le permite reconocer antigenos similares a los fragmentos de 

reconocimiento de cadena sencilla (Siontorou, 2013). De acuerdo a su secuenciación 

se han identificado aminoácidos hidrofóbicos hacia los dominios variables de los 

anticuerpos tipo igG. Esto se debe a que no existe una cadena ligera variable 

(Muyldermans, 2013), y por los cambios que surgen cuando se sustituye la valina por 

tirosina o fenilalanina, la glicina-ácido glutámico, leucina-arginina, triptófano-glicina 

(Muyldermans, 2013 ; Atarhouch, Saldanha, Barbosa & Hamers, 1994; Harmsen et 

al., 2000). Estas sustituciones de plegamiento le permite tener una mayor solubilidad 

y por ende una alargada estructura que le permite tener más exposición hacia el sitió 

de unión del anticuerpo con el antígeno. 

 

2.5.2. Propiedades de los nanoanticuerpos 
Dentro de las propiedades que poseen los nanoanticuerpos se encuentra su excelente 

capacidad de unión a epítopos con rango de una fracción decimal de un molar 

(Sockolosky et.al., 2016; Valdez-Cruz et.al., 2021), estabilidad conformacional, 

tolerancia térmica (Cortez-Retamozo et al., 2004 ; Wang et al., 2014), conserva su 

solubilidad a pesar de estar frente a condiciones extremas de presión (Dumoulin et 

al., 2002 ). Su aplicación en el área del cáncer e infección parasitaria a proporcionado 

resultados exitosos (Cortez-Retamozo et al, 2004 ; Baral et al, 2006). Posee el 95 % 

de similitud con las cadenas pesadas de los humanos (Klarenbeek et al., 2015), por lo 

que la creación de su biblioteca es una alternativa que se ha optado para aumentar su 

aplicación terapeútica (Vincke et.al.,2009). Por su parte su cristalización ha permitido 

establecer la unión entre una molecula blanco y los nanoanticuerpos. De acuerdo con 

lo anterior, es posible su uso como estabilizadores estructurales (Korotkov et.al., 2009; 

Wrapp et.al., 2020). Los nanoanticuerpos poseen una estructura monomérica que 

posibilita el reconocimiento de antígenos y mediante el empleo de técnicas de biologia 

molecular se pueden conseguir estructuras multiméricas (Zhu et.al., 2010); con el 

formato bi-especifico se pueden contemplar dos secuencias antigénicas al mismo 

tiempo (Els Conrath et.al.,2001). Se puede conjugar con enzimas como la peroxidasa 

de rábano, radionúcilos tal como el galio 68, moléculas como el fluorocromos y 

nanopartículas para propósitos específicos (Cortez-Retamozo et.al., 2004). 
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2.6. Construcción de bibliotecas de nanoanticuerpos 
Los nanoanticuerpos creados a través de bibliotecas inmunes (figura 4) se encuentran 

estrechamente relacionados con la inmunización de un antígeno o molécula de interés 

hacia aquellos que la producen de forma natural; animales como las alpacas, llamas y 

camellos, son comunmente empleados para la construcción de estas bibliotecas (Liu et 

al., 2018). 

 

 
Figura 4. Representación de la construcción de una biblioteca de nanoanticuerpos empleando 
bacteriófagos. Lo primero que se realiza es la obtención de la muestra de sangre proveniente de 
los camélidos inmunizados, posteriormente se separan los linfocitos B y el ARNm. Mientras que 
a través de la técnica de PCR-RT se extrae el ADNc que se exhibirá en los oligos para amplificar 
al nanoanticuerpo específico y posteriormente sean  expresado en los vectores de clonación 
utilizados para transformar a E. Coli TG1, generando de esta manera la biblioteca de 
nanoanticuerpos, los cuales serán expuestos en el bacteriófago para que interaccione con la 
molécula blanca. Imagen tomada de Ortega-Portilla et.al (2021). 

 

Establecido el proceso de inmunización, el ARNm es aislado de los linfocitos de la 

muestra (sangre periférica), para su transformación a ADN complementario y 

posteriormente ser empleado como base para crear copias de la fracción variable de 

los anticuerpos. Cada uno de estos tendrán una longitud de alrededor 120 residuos de 

aminoacidos codificados por una secuencia génica alrededor de 360 pares de bases. 
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Las fracciones obtenidas son ensamblados en vectores de clonación, un ejemplo de 

ello son los fagémidos, que se distinguen por originarse de la replicación de un 

plásmido y bacteriófago, lo que favorece el despliegue de los nanoanticuerpos sobre 

una superficie fágica al estar expuesto a un fago adyuvante. Entre las estrategias de 

diseño para seleccionar clonas transformadas por bacteriófagos para reconocer a los 

nanoanticuerpos solubles, se encuentra la resistencia de los antibióticos hacia los 

vectores de clonación y a las secuencias de poli-histidinas o c-Myc. Los vectores de 

clonación, son usados comunmente como transportadores de secuencias variables 

que se utilizan para transformar a E.Coli en una biblioteca de nanoanticuerpos (Ortega-

Portilla et.al.,2021). Por último, a través de la relación que se establece entre la 

partícula fágica adyuvante y la biblioteca con presencia de bacterias, se puede llevar 

a cabo el despliegue de los nanoanticuerpos sobre la superficie del bacteriófago, 

generando de esta manera una plataforma capaz de interactuar con la molécula blanca 

(Salvador, Vilaplana & Marco, 2019 ; Wang et.al., 2016).  

Con la biblioteca de expresión de los bacteriófagos generados, se puede obtener 

nanoanticuerpos recombinantes compuestos de linfocitos inmunizados (Holliger y 

Hudson, 2005) obtenidos del esquema de inmunización (6-8 semanas); el especimen 

generado puede dar como resultado anticuerpos de cadenas pesadas (hcAbs) de alta 

afinidad contra el antígeno. Por otra parte, en la sangre periférica del especimen 

inmunizado se llevo acabo la purificación de los linfocitos B, esto con el fin de amplificar 

los genes de la región variable de la cadena pesada de los anticuerpos con dominio 

VH y VHH (Rosales-Fuerte I.A., 2020). Los genes amplificados pasan por un proceso 

de clonación para realizar la expresión del dominio VHH sobre la proteína de la cápside 

del fago M13, dando origen a la construcción de una biblioteca de nanoanticuerpos en 

fagos filamentosos (Arbabi Ghahroudi et al., 1997; Barbas III et al., 2001; van der 

Linden et al., 2000). Con la biblioteca construida se llevo acabo la selección de los 

VHH contra el antigeno de  interes inmovilizado, esto con el objetivo de alcanzar una 

representividad elevada en comparación a la biblioteca original, por lo que los 

nanoanticuerpos aislados tendrán una alta afinidad tanto en las constantes de 

disociación nanomolar / subnanomolar (Pellis et al., 2012).  
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Estas bibliotecas VHH son mucho más eficientes en comparación a las bibliotecas 

derivadas de anticuerpos tipo igG. Esto se debe a que su especificidad depende 

unicamente de un dominio y ya clonado obtiene su especificidad original. Mientras que 

la especifidad de las bibliotecas de anticuerpos de tipo igG dependen de la interacción 

de los dominios VH y VL, el cual puede perderse durante la clonación individual y 

resultar desfavorable para el ensamble de sus genes, los cuales se combinan 

aleatoriamente, provocando que su especificidad original sea de muy baja frecuencia. 

Sin embargo, aquellas bibliotecas que contengan una diversidad de 10! son 

sumamente representativa para el reportorio VHH, caso contrario a las biblotecas que 

posean una diversidad de 10" de clonas del fragmento variable de cadena sencilla 

para lograr su representividad (Rosales-Fuerte I.A., 2020).  

Debido a la alta diversidad que poseen las bibliotecas VHH, es posible llevar acabo la 

selección de nanoanticuerpos contra el antígeno de la inmunización del espécimen 

(Tanha et al., 2001), sin embargo al llevar acabo su selección de esta manera se puede 

obtener una afinidad baja, pero puede  mejorarse empleando los metodos de selección 

(in vitro) adecuados (Yau et al., 2005).  Por su parte, los nanoanticuerpos obtenidos 

de bibliotecas inmunes proporcionan una maduración in vivo, poseen un alto grado 

para la preservación de las secuencias obtenidas de las regiones variables, a 

diferencia de otros formatos donde se tiene que realizar el acoplamiento de secuencias 

génicas de las cadena ligeras y pesadas mediante un péptido adicional ( Muyldermans, 

2013 ). No obstante, cabe mencionar que por cada molécula blanca se tiene que repetir 

todo el proceso, pero esto es casi imposible debido a que su naturaleza no 

inmunogénica no permite su inmunización. 

 

2.7. Aplicación de los nanoanticuerpos 
De acuerdo a las caracteristicas que presentan los nanoanticuerpos (tamaño 

pequeño,alta afinida y estabilidad, su capacidad de de replegarse , elevada 

especificidad y bajo costo de producción) se han convertido en moléculas altamente 

versátiles con aplicaciones en diversas áreas de la salud entre las cuales se destaca 

el tratamiento del cáncer e identificación de un proceso infeccioso provocado por algún 

microorganismo (De Meyer, Muyldermans & Depicker, 2014). Por su parte la industria 
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agricola y alimentaria, han hecho uso de los nanoanticuerpos por su alta efectividad 

como metodos de identificación y detección de toxinas producidas por 

microorganismos. Un ejemplo claro, es el uso del bioinsecticida creado a base de 

micotoxinas de Aspergillus flavus (Ren et al, 2020) y para el control de plagas agricolas 

mediante Bacillus thuringiensis (Xu et al., 2017). 

 

2.8. Despliegue en fago (phage display) 
El despliegue en fago, es la técnica de selección más empleada y tiene como principio 

el establecimiento de la relación del genotipo-fenotipo del bacteriofago, en otras 

palabras, asocia la proteína situada en la cápside viral con el gen codificante (Wu, Liu, 

Lu & Wu, 2016). Método descrito en el año 1985 por el Dr. Georgr P. Smith y 

galardonado en año 2018 con el premio nobel de química por su contribuición a la 

biotecnología (Smith, 1985 ).  

El proceso de despliegue en nanoanticuerpos a través de partículas fágicas, se lleva 

acabo mediante el establecimiento de la proteína de superficie (PIII)  que se encuentra 

situada en el extremo del fago, para obtener una óptima interacción con la molécula 

blanco. Posteriormente, con la realización de multiples rondas de exposición con el 

antígeno se lleva acabo su proceso de selección y a través de las estrategias 

metodológicas, se es posible aislar a los nanoanticuerpos con mayor presencia de 

afinidad. Finalmente, se realiza la evaluación del reconocimiento de las clonas 

individuales con la molécula de interés con el fin de obtener solo a los nanoanticuerpos 

solubles (Figura 5). 
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Figura. 5.Representación del proceso de selección de nanoanticuerpos. Mediante la 
exposicón de los nanoanticuerpos hacia el antígeno (Biopanning), evaluación, 
expresión, purificación y caracterización. Imagen tomada de Ortega-Portilla et. al. 
(2021). 

 

La técnica de despliegue en fagos, ofrece ventajas entre las cuales se destaca su 

tolerancia a temperaturas elevadas y ambientes ácidos, permitiendo de esta manera 

seleccionar aquellos nanoanticuerpos con resistencia a las condiciones antes 

mencionadas (Muyldermans, 2013). Por su parte, una desventaja de esta técnica es 

cuando el nanoanticuerpo se une a la proteína III, ya que en ocasiones puede 

presentarse un impedimento estérico (De almeida S.S. et al., 2011).  

Entre los sistemas aplicados para la expresión de los nanoanticuerpos se situa 

Escherichia Coli, esto se debe a su alto rendimiento (2 mg/200 mL), simplicidad y bajo 

costo de producción (Ortega et al., 2020); y mediante las técnicas de biología 

molecular permite obtener proteínas solubles a apartir de un medio periplásmico 

bacteriano, que favorece la generación de los puentes de disulfuro. Para la purificación 

se utilizan columnas cromatograficas que tengan cierta afinidad a metales y filtración 

de gel, para conseguir niveles elevados de pureza. Por otro lado, cuando se emplea 

un marje sobre la secuencia de los nanoanticuerpos, este se puede purificar con la 

union a la proteína A (Muyldermans, 2013; Ortega et al., 2020). 
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2.9. Bacteriógafo M13 
El bacteriófago M13 es comunmente empleado para el desarrollo de la tecnica de 

despliegue en fago, pertenece a la familia de fagos filamentosos y posee una 

estructura alargada de alrededor de 880 nm con un diametro de 6.5 nm. Es capaz de 

infectar a cepas de Escherichia Coli que posean al plásmido conjugativo F mediante 

la unión del pilus de la bacteria, provocando de esta manera la translocación del ADN 

del bacteriófago en el citoplasma celular (Rosales-Fuerte I.A., 2020). Por su parte, 

cuando surge la replicación del genoma del fago se encuentran proteínas del mismo 

virus y de celulas infectadas, por lo que en su empaquetamiento no genera lisis alguna 

en las celulas. Este contiene una masa molecular de 16.3 MDa y el 87% que lo 

constituye esta integrado de proteínas de cápside que protegen al ADN de cadena 

sencilla de aproximedamente 6.4 kb. Su genoma esta integrada por once proteínas, 

cinco de ellas forman parte de la cápside del bacteriófago y las otras seis están 

relacionadas con la maduración del bacteriófago dentro de Escherichia Coli. Su 

cubierta proteica esta integrada por 2700 copias de la proteína pVIII y 5 copias de otras 

proteínas que la conforman (pIII, pVI, pVII, pIx), éstas ultimas se situan en los extremos 

del bacteriófago (Figura 6). Mientras que la proteína III, une el pilus de Escherichia Coli 

para iniciar el ciclo de infección en conjunto con los dos dominios de su extremo N- 

terminal ; el extremo C- terminal dirige la proteina hacia la partícula viral (Barbas et al., 

1991; Barbas III et al., 2001). 

 
Figura. 6. Estructura del bacteriófago M13. Su cubierta proteíca esta integrado por once 
proteínas y en su interior se sitúa el ADN viral de cadena sencilla que posee una forma 
cilindrica compuesta de 2700 copias de la PVIII. En una de sus extremidades posee 5 
copias de pVII y pIX; mientras en su extremo opuesto contiene 5 copias de las pIII y pVI. 
Imagen modificada de Barbas III et al., (2001) y  Rosales-Fuerte (2020). 
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Por su parte, la proteína III es la más utilizada para realizar la expresión de fracciones 

de anticuerpos o proteínas recombinantes, esto se debe por ser la última en 

incorporarse al ensamblaje y soporta la fusión de las proteínas sin modificar 

estructuralmente a la cápside viral (Hammers y Stanley, 2014). Esta técnica se basa 

en el empleo de vectores fagémidos, que contienen al gen de la proteína de la cubierta 

proteica que se utiliza en el despliegue y que posee un sitio de clonación hacia el 

extremo 5´para colocar el gen a expresar en la proteína del bacteriófago.La replicación 

y empaquetamiento del ADN en los bacteriofagos se lleva acabo mediante el vector 

fagémido originado en la replicación “f1” (Arbabi Ghahroudi et al., 1997).  

Cabe mencionar que estos vectores fagémidos no poseen genes para empaquetar y 

replicar a otras proteínas de la cubierta proteica del bacteriófago M13. Es por ello que 

cuando el fagémido es incorporado a Escherichia Coli, este puede ser empaquetado 

en partículas virales si la bacteria ha sido infectada por el fago ayudador (Helper phage 

por sus siglas en inglés) (Gupta et al., 2013).  

Entre los fagos más empleados se encuentra el M13K07 y VCM13, sin embargo 

poseen alteraciones que imposibilitan su propia replicación y empaquetamiento, es por 

ello que el fagémido es empaquetado preferentemente con el fin de garantizar que las 

partículas virales lo posean (Vieira y Messing, 1987). Al tener un tamaño pequeño su 

eficiencia de transformación es mayor y permite obtener bibliotecas con alta 

complejidad; asi mismo al generar particulas virales recombinantes se es posible 

conseguir una capacidad infectiva fágica mayor hacia la proteína III (Gupta et al., 2013) 

(Figura 7).  
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Figura. 7. Generación del bacteriófago M13 recombinante. Con la muestra de los linfocitos 
inmunizados se extrajo el ARN y se realizo un PCR de retrotranscripción para amplificar al 
gen VHH.Posteriormente se ligo con el vector fagémido y se transformó en una cepa de 
Escherichia Coli para amplificar al bacteriófago M13 recombinante e infectarlo con el fago 
ayudador. Este proceso se llevo acabo con el fin de obtener a los bacteriofagos que expresan 
al anticuerpo VHH sobre la proteína viral PIII. Imagen tomada de Rosales-Fuerte (2020) 

 

Uno de los vectores de expresión más empleados es el pComb3X desarrollado por el 

laboratorio de Barbas (Barbas et al., 1991); posee una versión truncada de la proteína 

III y no cuenta con dominios (N-terminal) relacionados con la infección. Esta 

peculiaridad se considera clave cuando se lleva acabo la expresion de la proteina III 

en el interior de la bacteria, ya que la vuelve inmune a la sobreinfección pero si se 

acumula por la disposición del fagémido pComb3X, esta desfavorece la presencia del 

fago ayudador y como consecuencia la producción partículas virales (Barbas III et al., 

2001). Este vector consta de una secuencia que conduce el VHH clonado en el 

extremo 5´de la proteína III truncada con el periplasma de la bacteria, donde existe un 

medio que favorece el plegamiento y formación de los puentes de disulfuro 

primordiales para la actividad del fragmento del anticuerpo. Construida la biblioteca de 

fragmentos de anticuerpos, es importante poner en marcha su proceso de selección 

con el fin de conseguir los clones de fagos que presenten una especifidad alta. El 

proceso mencionado con anterioridad se encuentra estrechamente relacionado con el 

proceso de incubación de la biblioteca original y el antígeno de interes, estableciendo 

de esta manera la correlación antigeno-anticuerpo, el cual será expuesto a una serie 

de lavados que permita destacar los fagos que no tengan interacción alguna con el 

antígeno (Figura 8), proceso recibe el nombre de biopanning (Rosales-Fuerte 

I.A.,2020).  
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Figura. 8. Selección del bacteriófago M13 recombinante contra el antígeno. En este proceso se 
obtienen clones especificos y no especificos; los primeros son adquiridos a través de la 
interaccion realizada contra el antígeno adherido en la placa o columna de alta afinidad; mientras 
que los otros son desechados a través de una serie de lavados y por una enzima con actividad 
proteasa. Finalmente, los bacteriófagos recombinantes generados son amplificados en la ronda 
de selección (Imagen modificada de C. M. Y. Lee et al., 2007) (Rosales-Fuerte I.A, 2020). 

 

Existen diversas modalidades a las que se puede adaptar este proceso (Hammers y 

Stanley, 2014) y obtener solo a aquellos clones específicos hacia el antígeno mediante 

las rondas de selección. Durante el biopanning se lleva acabo la infección de 

Escherichia coli a través de los fagos eluidos de la ultima ronda de selección; mientras 

que el fagémido pComb3X facilita la interacción del codón amber VHH con la proteína 

viral PIII, que elimina parcialmente E.Coli. El VHH generado se localiza en el 

sobrenadante fusionado en colas peptidicas, lo que posibilita su selección, 

caracterización y amplificación contra el CCMV (Rossotti, 2015). 

 

2.10. Ensayo Inmunuabsorbente ligado a enzimas (ELISA) 
ELISA es una técnica biomolecular empleada para evaluar la disposición de un 

antígeno, anticuerpo o proteína en una muestra biológica; se destaca por ser capaz de 

detectar bajas concentraciones de antígenos y por ser extremadamente sensible para 

detectar la relación antígeno-anticuerpo. Además, permite incluir anticuerpos 

específicos de un antigeno conjugado a enzimas, para la transformación de un sustrato 

incoloro a un producto fluorescente que puede ser detectado o cuantificado por un 

lector de placas (Porstmann & Kiessig, 1992).  
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Según Co.K.G. & Berthold Technologies GmbH (2024), ésta técnica puede realizar en 

cuatro etapas: 

 

Etapa 1: Se efectúa el recubrimiento de la placa (96 o 384 pozos) con una solución de 

recubrimiento (antigeno o anticuerpo) que se adsorbe sobre la superficie del pozo. 

Posteriormente se elimina el tapón de recubrimiento y se lleva a acabo una serie de 

lavados exhaustos que permiten eliminar al antigeno o anticuerpo no unido. En esta 

etapa es imprescindible eliminar el exceso de liquido con el fin de evitar que la dilución 

de la solución sea agregada a la próxima etapa (Figura 9). 

 
Etapa 2: Se bloquean los sitios de unión libre por medio de un tampón de proteína no 

relacionado con la de interés, con el propósito de excluir a los falsos positivos en la 

muestra, y el tampón de bloqueo se lleva acabo mediante lavados (Figura 9). 
 
Etapa 3: Ésta etapa es considerada la más compleja, debido a que en el proceso de 

detección se puede disponer de multiples capas de anticuerpo para poder amplificar 

una señal. La placa se deja en reposo con la solución que posee al anticuerpo de 

detección conjugado con la enzima que se unirá especificamente al antigeno o 

anticuerpo, posteriormente se realiza la eliminación del tampón a través de una serie 

de lavados , esto con el fin de eliminar a los anticuerpos no unidos (Figura 9). 

 
Etapa 4: Finalmente, se vierte un sustrato colorimétrico en los pozos de la placa que 

dan lugar a una solución coloreada debido a la reacción catalizada por enzimas y es 

leido a través de un lector de microplacas (Figura 9). 
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Figura. 9. Etapas del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) estándar. A) 
Etapa de recubrimiento del antígeno o anticuerpo; B) Bloqueo de los sitios de unión libre; 
C) Anticuerpos de detección conjugados con una enzima; D) Adición del sustrato y 
analisis de resultados. Imagen tomada de Co.K.G. & Berthold (2024). 

 
Existen diversos protocolos que se han adaptado a ésta técnica para medir la 

concentración de antígenos presentes en una muestra dada, pero no todos poseen el 

mismo concepto básico. Es por ello que la selección del tipo de ensayo esta 

estrechamente relacionado con factores, asi como de la complejidad de la muestra y 

de los anticuerpos específicos de antígenos disponible (Aydin S., 2015). 

 
ELISA indirecto: esta determinado por la unión de un anticuerpo primario y 

secundario. El primer anticuerpo se incuba en el pozo de la placa que contiene al 

antígeno y se le agrega un anticuerpo secundario particular que reconoce al primero. 

Finalmente, se agrega el sustrato correspondiente a la muestra para reproducir la 

amplificación de la señal. Este tipo de ELISA se dispone con mayor afluencia para 

determinar el resultado de una respuesta inmunológica, conocer la concentración de 

un anticuerpo, diagnosticar infecciones producidas por bacterias o virus y cuantificar 

A B 

C D 
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anticuerpos contras antígenos desconocidos. Esta técnica suele ser versátil, debido a 

que puede hacer uso de marcadores de visualización empleando al mismo anticuerpo 

primario, que puede unir a más de un anticuerpo por objetivo, es altamente sensible y 

flexible (Figura 10) (Aydin S., 2015). 

 

 
Figura. 10. ELISA indirecto. El antígeno se une al fondo del pocillo de la microplaca y 
posteriormente se añade un anticuerpo específico del antígeno. A continuación se une 
al primer anticuerpo un anticuerpo secundario conjugado con una enzima u otra 
molécula de detección. Imagen tomada de LLC,Molecular Devices (2024). 

 
ELISA directo: la parte superior de placa se recubre con la muestra y se deja en 

incubación en presencia de un anticuerpo conjugado a una enzima, seguidamente se 

lleva a cabo una serie de lavados para eliminar a los anticuerpos no unidos al medio. 

Posteriormente, se coloca una porción del sustrato apropiado al medio con el fin de 

obtener una señal directamente proporcional al antígeno; esta relación se establece 

con el propósito de conocer la concentración del antigeno en un muestra desconocida 

a través de una curva de calibración. Se considera como el ensayo más simple y rápido 

que evita que exista o surga una reactividad cruzada con el anticuerpo secundario. Sin 

embargo, una de sus desventajas es cuando se lleva acabo el marcaje directo de los 

anticuerpos primaros ya que suelen ser costosos y conlleva de mucho tiempo, lo que 

podría afectar la inmunoreactividad del anticuerpo con el antigeno al que se encuentra 

dirigido (Figura 11) (Aydin S., 2015). 
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Figura. 11. ELISA directo. El antígeno se une al fondo del pocillo de la microplaca 
y a continuación, se añade un anticuerpo específico del antígeno, conjugado a su 
vez a una enzima u otra molécula que permita su detección. Imagen tomada de 
LLC,Molecular Devices (2024). 

 
ELISA sándwich: esta técnica evalúa muestras complejas y mixtas (el analito o 

antigeno forman parte de ella) y tiene como objetivo atrapar al antigeno de interés 

mediante el uso de dos anticuerpos especificos situados sobre la placa de detección. 

Consta de dos etapas, en la primera al antigeno se le añade un anticuerpo primario 

que se encuentra unido en la placa; por lo que en la segunda etapa se adjunta un 

anticuerpo secundario al complejo (antígeno-anticuerpo primario) creado en la primera 

etapa. El anticuerpo secundario se encuentra directamentemente congujado a una 

enzima que posee la adjudicación de un sustrato con un marcador que evidencie al 

segundo compuesto que reaccionará directamente con el sustrato cromogénico. Es 

por ello, que aquellas muestras que contengan una alta concentración de antigeno 

emitirán más señal en comparación con las de baja concentración, lo que permitirá 

obtener una señal directamente proporcional a la cantidad de antígeno en la muestra 

(Figura 12). Esta técnica es utilizado para proteínas de bajo y alto peso molecular, son 

muy específicos, tienen un par de anticuerpos que permite la captura y detección del 

antígeno (Lequin R. M.,2005). 
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Figura. 12. ELISA sandwich. Emplea un anticuerpo primario y secundario específico de 
diferentes epítopos hacia el antígeno; el anticuerpo de captura se unifica en el fondo del pozo 
de la microplaca a uno de los epítopos del antígeno; mientras que el anticuerpo de detección 
se une  a un epítopo diferente al antígeno que se encuentra conjugado con la enzima de 
detección. Imagen tomada de LLC,Molecular Devices (2024). 

 
ELISA competitivo: la concentración de un antígeno en especifico en una muestra 

desconocida, determina la capacidad de este para competir con un antigeno de 

referencia para la unión de un anticuerpo establecido sobre la placa. La cantidad de 

anticuerpo no marcado se lleva acabo a través de placas y de la preparación estándar 

de referencia del antígeno marcado para unirse a ellas. Proceso que requiere de 

diversas cantidades de muestras no marcadas, para medir el desplazamiento del 

antígeno marcado para la obtención de sus curvas de inhibición. Las muestras en 

incubación que contengan un alto contenido de antígeno, promueven a que el antigeno 

no marcado se sucite con mayor cantidad hacia el antigeno conjugado, para que 

cuando se adicione el sustrato cromogénico las muestras que contengan una alta 

concentración de antigeno emitan una señal más baja en comparación a las de menos 

concentración, generando de esta manera una correlación inversa entre la 

concentración y el color que se emite (Figura 13) (Murphy, Travers y Walport, 2008). 

Este ensayo se emplea con frecuencia para detectar antígenos pequeños que posean 

una porción específica del anticuerpo. 
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Figura. 13. ELISA competitivo. El antígeno de referencia se une al fondo del pocillo de 
la microplaca, seguidamente se añade a los pocillos la muestra más el anticuerpo y si 
existe un antígeno presente en la muestra, compite con el antígeno de referencia por la 
unión al anticuerpo. El material no unido se elimina con los lavados, cuanto más antígeno 
hay en la muestra, menos anticuerpo termina unido al fondo de los pocillos a través del 
antígeno de referencia y por tanto, menos señal. Imagen tomada de LLC,Molecular 
Devices (2024). 

 
2.11. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
Es una técnica molecular que permite crear millones de copias de una secuencia de 

ADN en particular a través de ciclos continuos, con el objetivo de obtener una copia 

fiel de la secuencia de interés. La enzima que más se utiliza para esta reacción es la 

ADN polimerasa, debido a su excelente potencial para sintetizar naturalmente el ADN 

en las células (Tamay et.al.2013), puede emplear como sustrato el ADN genómico o 

complementario del ARNm obtenido de la transcripción reversa (Herschhorn & Hizi, 

2010).  

Esta reacción fue descrita en la década 1980 por Kary Mullis y se ha convertido en una 

pieza elemental para la investifgación médica y biológica, con aplicaciones en el 

diagnóstico clínico, investigación genética y medicina forense. Entre los elementos que 

interaccionan durante este proceso se encuentra el templado o molde (ADN o ADNc), 

el uso de enzimas especificas, oligonucleótidos o primers, bases nitrogenadas 

(adenina, timina, citosina y guanina), el ión magnesio (Mg+), solución amortiguadora o 

buffer y el H2O (Tamay et.al.2013).  

El ADN es considerado el elemento principal de esta técnica, pues es una molécula de 

carga eléctrica negativa, constituida por un azúcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y 

una base nitrogenada establecida por puentes de hidrógeno e interacciones 
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hidrofóbicas, que le dan estabilidad a su estructura de doble hélice (Watson & Crick, 

1953).Las cadenas templadas de ADN se separan y funcionan como modelo para la 

síntesis de nuevas cadenas que contengan la secuencia de interés; mientras que la 

ADN polimerasa realiza la catálisis de la reacción mediante la sínteis de nuevas 

cadenas de ADN que poseean la secuencia blanco. La enzima más empleada para 

esta técnica es la Taq ADN polimerasa (Saiki et al.,1988), desciende de la bacteria 

Thermus aquaticus, vive en condiciones extremas de temperatura por lo que su 

funcionalidad no se ve afectada por esta caracteristica (Cariello, Swenberg & Skopek, 

1991).  

Las secuencias de oligonucleótidos (primers) flanquean y delimitan solo la secuencia 

que se desea copiar y que por lo general sea complementario a ésta; su tamaño es de 

aproximadamente 15-25 pares de bases, por lo que la cantidad de G-C debe estar 

comprendido entre el 55% de la secuencia, de lo contrario existe la posibilidad de tener 

productos inespecificos y alterar el rendimiento de la reacción. Para este técnica se 

emplean dos secuencias distintas de primers (Forward y Reward) diseñadas para 

hibridar al templado y con ello extender las cadenas de ADN a través de la Taq 

polimerasa en dirección 5’-3’ (como sucede endógenamente). 

Las bases nitrogenadas, son empleadas por la Taq polimerasa para construir las 

nuevas cadenas de ADN con el propósito de obtener una mayor especificidad en la 

reacción, por lo que su concentración debe ser la adecuada (0.2 – 1mM) para no 

afectar su funcionalidad. Como buffer se aplica una solución amortiguadora 

conformada de Tris-HCI con pH= 8 y una concentración final de 1X; esta técnica 

emplea como cofactor enzimático al magnesio, que es el que define la especificidad 

de la reacción, es por ello que se debe cuidar la concentracion de la Taq polimerasa 

(0.5 - 2.5 mM) para no reducir el rendimiento de esta. El agua es el disolvente utilizado 

en la reacción y debe ser libre de nucleasa (Tamay et.al.2013).  

 

Esta reacción enzimática se desarrolla en tres etapas principales (Figura 14): 

Desnaturalización: las cadenas de ADN son calentadas a 95 º C durante 20 segundos 

y posteriormente separadas; sin embargo, la duración de exposición de la cadena 

dependerá de la secuencia del templado debido a que si la cantidad de G-C es 
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elevada, será necesario romper las uniones establecidas debido  a que el 

apareamiento de las bases están conformadas por tres enlaces, uno extra que las 

bases de A-T, para finalmente obtener cadenas separadas que se utilizaran como 

templado en la siguiente etapa. 

 
Hibridación: las secuencias de oligonucleótidos (primers) se alinean al extremo 3’ del 

templado obtenido con anterioridad; posteriormente se hibrida con la secuencia 

complementaria para formar el complejo templado-primers. Si su diseño es correcto y 

se encuentra a una temperatura apropiada (50 - 60ºC), la estabilidad y especificidad 

del complejo será eficaz.    

 
Extensión: en esta etapa la Taq polimerasa interacciona con el complejo para iniciar 

la catalización a una velocidad considerable, posteriormente se adicionan las bases 

nitrogenadas complementarias para generar cadenas completas de ADN con dirección 

de 5’ a 3’ a una temperatura de 72º C. Finalmente, se producen amplificones de 

tamaño determinado por el número de bases conocido. 
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Figura. 14. Ciclo de la reacción de cadena polimerasa (PCR). Representación de las 
etapas de la reacción enzimática: desnaturalización, hibridación y extensión. Imagen 
tomada de Tortora, Funke & Case (2007). 
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CAPÍTULO III. JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
El cultivo de Vigna unguiculata (caupí), se singulariza por su elevado valor nutricional, 

ser fuente de energía, contener micronutrientes y su mayor cualidad se debe a su 

elevado contenido de proteínas. Estas propiedades le atribuyen un enorme potencial 

para reducir los niveles de desnutrición en las poblaciones más vulnerables. Su estudio 

sobre su potencial agronómico, le permite establecer su conservación y uso sostenible. 

En México, el caupí no es muy aprovechado pero debido a sus cualidades 

nutricionales, agronómicas y adaptabilidad a diferentes texturas de suelo, es 

considerado como una alternativa para diversificar los cultivos en el país y aportar 

diversos beneficios donde se cultiva. Sin embargo, en los ultimos años los cultivos de 

esta leguminosa se ha visto estropeada por una enfermedad de origen viral, 

caracterizada por la afectación de la lámina foliar, la carencia en la producción de 

vainas y la alteración de la distribución de la clorofíla, ocasionada específicamente por 

el CCMV. Las enfermedades virales recobran mayor importancia en el área de la 

agricultura y medio ambiente, debido a su gran potencial para destruir hectáreas de 

cultivos y reducir de forma crónica el rendimiento, calidad y durabilidad de los 

productos obtenidos. Es por ello que en este trabajo de investigación se propone la 

generación de una alternativa que proporcione un diagnóstico temprano y eficiente 

contra el CCMV, mediante el empleo de nanoanticuerpos (VHH) de camélidos 

específicos capaces de reconcer al antígeno de interés. Los nanoanticuerpos se 

distinguen por tener cualidades estructurales únicas en función a su origen, ya que a 

pesar de tener un pequeño tamaño de aproximadamente 15 kDa posee una excelente 

capacidad de reconocimiento, estabilidad conformacional, soporta alta temperaturas a 

diferentes pH, especificidad y solubilidad. Al ser una proteína heteróloga de tamaño 

pequeño de único dominio, representa una ventaja de ser generadas mediante el 

despliegue en fagos usando una biblioteca media (≥106) abarata su costo de 

producción. 
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HIPÓTESIS 
 

Es posible generar un nanoanticuerpo específico (VHH) capaz de reconocer al virus 

que afecta los cultivos de vigna unguiculata, a través de la tecnología de despliegue 

en fagos, a partir de una llama previamente inmunizada con el virus CCMV. El éxito de 

este trabajo de investigación proporcionará un avance fundamental hacia las 

herramientas de detección de virus en plantas. 
 

OBJETIVO GENERAL 
 

• Seleccionar y caracterizar nanoanticuerpos derivados de camélidos anti-CCMV.  
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Seleccionar y amplificar los bacteriófagos M13 a partir de la biblioteca inmune. 

• Generar una biblioteca inmune de dominio VHH a través de anticuerpos de 

cadena pesada de camélidos. 

• Expresar por medio de la técnica de despliegue en fagos los dominios VHH 

sobre la proteína pIII. 

• Seleccionar a los bacteriófagos recombinantes que presenten una mayor 

afinidad hacia el CCMV a través de un biopaneo. 

• Verificar que el gen VHH este presente en las cepas infectadas con los 

bacteriófagos recombinantes. 

• Evaluar mediante una titulación la capacidad infectiva de los bacteriófagos 

recombinantes. 

• Verificar la presencia y afinidad de los bacteriófagos recombinantes anti-CCMV 

mediante un ensayo ELISA. 

• Producir, purificar y amplificar el fago ayudador VCM13. 
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CAPÍTULO IV. METODOLOGÍA 
 
4.1. Generación de la biblioteca inmune 
A través de la metodología planteada por Pardon y colaboradores en en 2014 (Pardon 

et al., 2014), se llevo a cabo la obtención de la biblioteca inmune. 

 

4.2. Rescate y amplificación de bacteriófagos recombinantes, a través de la 
biblioteca inmune 
Se inocularon 6 unidades de la librería inmune en un matraz Erlenmeyer (250 mL) que 

contenía en 60 mL de medio 2xTY, 60 µl de amplicilina (100 ug/ml) y 2% de glucosa. 

Para una librería de 10# colonias, este inóculo representa 48 copias de cada clona 

(Asumiendo que una unidad de células corresponde a 8	𝑥	10# cel/ml) y teóricamente 

480 copias de la diversidad máxima de nanoanticuerpos. Las 6 unidades representan 

4.8	𝑥	10" cel/ml por lo que en mL corresponden a: 

VHH: 1.07 mL 

VHH IMN: 1.05 mL 

Los inóculos se sometieron a un proceso de crecimiento a una densidad óptica 

(DO!$$%& ) que comprenda valores de 0.5 - 0.6, con una temperatura de 37°C y a una 

agitación constante de 200 rpm. Posteriormente, se tomó 10 mL del inóculo y se infectó 

con 30 μL de VCM13 (3.7x10'( viriones/mL) (corresponde a 10 unidades de 

bacteriófagos por célula), se mezcló y se incubó durante 60 minutos a una temperatura 

de 37°C. Concluido el proceso anterior, se realizó la centrifugación de la muestra a 

2,800×g por 10 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante generado fue 

desechado y el pellet obtenido fue resuspendido en 50 mL de medio 2xTY 

suplementado con 25 μg/mL de kanamicina y se dejó en incubación a una temperatura 

de 37°C, con agitación constante de 200 rpm durante 16 horas.  

La muestra obtenida fue transferida en un tubo falcón (50 mL) previamente esterilizado 

y centrifugado a 3,200×g durante 15 minutos a una temperatura de 4°C. 

Posteriormente, el sobrenadante fue transferido en dos tubos falcón (50 mL) en 

volúmenes de 25 mL y se les añadió 5 mL de la solución PEG 6,000 al 20% 



36  

suplementado con 2.5 M NaCl (relación 4:1) a cada uno. Después los tubos fueron 

agitados 20 veces de arriba hacia abajo y se dejaron en incubación a una temperatura 

de 4°C toda la noche sin agitación. Las muestras fueron transferidas en tubos de 

centrífuga para consecutivamente centrifugarlas a 12,000 ×g durante 15 minutos a una 

temperatura de 4°C. Posteriormente se realizó la decantación del sobrenadante en 

tubos falcón (50 mL) previamente esterilizados y los pellets obtenidos nuevamente se 

centrifugaron pero ahora a 4,000 rpm durante 4 minutos, para consiguiente realizar la 

decantación del sobrenadante.  

Los pellets obtenidos en el proceso anterior fueron resuspendidos en 1 mL de PBS  

(0.24 gr. de KH(PO), 1.41 gr. de Na(HPO), 0.2 gr de KCl y 8 gr. de NaCl), posterior a 

ello se le realizó una breve centrifugación a la muestra y se transfirió el sobrenadante 

generado a un nuevo tubo de microcentrífuga previamente esterilizado. A cada mL de 

muestra se le agregó 250 μL de PEG 6000 al 20% suplementado con 2.5 M de NaCl, 

se mezcló invirtiendo 20 veces la muestra de la misma manera antes mencionada y se 

incubó a 4° C durante 60 minutos. Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 

20,000×g durante 15 minutos a una temperatura de 4 °C, se decantó el sobrenadante 

y los pellets obtenidos se resuspendieron con 1 mL de PBS. Finalmente, la muestra 

fue centrifugada y el sobrenadante obtenido fue transfirido en otro tubo de 

microcentrífuga esterilizado, para posteriormente tomar 2 μl de la muestra para medir 

su absorbancia por espectofotometria a longitudes de onda de 269 y 320 nm mediante 

le empleo del espectrofotómetro Nanodrop. 

 
4.3. Determinación de la cantidad de bacteriófagos recombinantes 
Para conocer la cantidad de los bacteriófagos recombinantes en la muestra, se realizó 

la lectura de cada una por espectrofotometría a longitudes de onda de 269-320 nm; y 

mediante las ecuaciones 1 y 2 de Sambrook, J. Rissell, 2001, se realizó los cálculos 

de concentración de bacteriófagos en ng/uL y viriones/mL, correpondientes. 

 
!"
#$
= %&&&	()!"#*)$!%)

,.%.
                           (1) 
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4.4. Titulación de los bacteriófagos recombinantes de la biblioteca inmune (𝑹𝟎)	 

Se realizó un pre-inóculo con 2 μL de células 5αF’ de la compañía NEB (eficiencia 

reportada de 1-3 x 10" ufc/μg), y se depositó en 7 mL de medio LB complementado 

con 7 μl de tetraciclina (10 μg/mL) y se dejó en incubación a una temperatura de 37°C, 

con agitación constante de 200 rpm durante 16 horas. Posteriormente, en otro tubo de 

ensayo previamente esterilizado se añadió 1 mL del pre-inóculo realizado con 

anterioridad, 7 mL de medio LB complementado con 7 μl de tetraciclina (10 μg/mL) y 

se incubó en las mismas condiciones hasta conseguir una densidad óptica (DO!$$%&) 

que comprenda valores de 0.5 - 0.6, durante este proceso el inóculo se mantuvo en 

una hielera. 

Los bacteriófagos recombinantes obtenidos se disolvieron en PBS 1X en una placa de 

96 pozos, hasta llegar a una disolución de 10-'((se tomo 10μl del M13 y se agregó 90 

μl de PBS). Subsecuentemente, se tomó 10 μL de cada una de las disoluciones 10-!, 

10-", 10-'( de los bacteriófagos recombinantes para infectar 90 μL de las células 5αF´ 

y se dejó en incubación a una temperatura 37°C, durante una hora. Concluido el 

proceso anterior, se procedió a la siembra de cada una de las células infectadas en 

placas de medio LB solido (250ml), suplementado con 250 μl de ampicilina (100 

μg/mL), 10 ml de glucosa al 2% y se incubó a una temperatura de 37°C durante 16 

horas. Al término del proceso anterior, se llevo acabo el conteo de las colonias 

lisogénicas de cada muestra a través de la siguiente ecuación: 

 
@A=
#B
= #	=$<D<4	D2!E<:<4

(>2$@93!	:3	0!A3DD0ó!)(:0$@D0ó!)
                          (3) 

  
4.5. Producción de fago ayudador (VCM13)  
Para la producción del fago ayudador, se requirió la preparación de un pre-inóculo con 

1 mL del stock y 50 mL del medio de crecimiento 2XTY suplementado con 50 μl de 

tetraciclina (10 μg/mL). Éste se creció hasta la fase de infección que va de 0.5-0.6, a 

una DO!$$%&, a 200 rpm. El proceso de producción de fago ayudador se llevó acabo 
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de acuerdo a la metodología “Rescate y amplificación de los bacteriofagos usando la 

librería inmune” planteada en el 2014 por Pardon y colaboradores (Pardon et.al., 

2014). 

 

4.6. Purificación del fago ayudador (VCM13) 
Para la purificación del fago ayudador, se procedió a la centrifugación de la muestra 

obtenida en la sección 4.5 a 5000×g durante 10 minutos a una temperatura de 4°C; 

Seguidamente se depositó cuidadosamente el sobrenadante generado a un nuevo 

tubo de microcentrifuga previamente esterilizado y se le añadió 250 μL de la solución 

PEG 6,000 al 20% suplementado con 2.5 M de NaCl y se dejó en incubación a la 

misma temperatura durante 1 hora. Subsecuentemente, la muestra se centrifugó a 

20,000×g durante 15 minutos a una temperatura de 4 °C, el sobrenadante obtenido se 

desechó, mientras que los pellets fueron resuspendidos en 1 mL del tampón fosfato 

salino (PBS). Finalmente, a la muestra obtenida se le efectuó una breve centrifugación 

y el sobrenadante generado fue depositado en un nuevo tubo de microcentrífuga 

previamente esterilizado, para posteriormente medir su absorción por 

espectofotometría a longitudes de onda 269 y 320 nm y realizar los cálculos de 

concentración correspondientes. 

 

4.7. Amplificación del fago ayudador (VCM13) 
Lo primero que se realizó para llevar a cabo la amplificación del VCM13, fue el 

crecimiento de las células 5αF’ de la compañía NEB que tienen reportado una 

eficiencia de 1-3x10" ufc/μg, a una D𝑂!$$%& que comprendan valores de 0.5 a 0.6 a 

una temperatura de 37°C y a una agitación constante de 200 rpm. El proceso de 

amplificación del fago ayudador se llevó acabo de acuerdo a la metodología “Rescate 

y amplificación de los bacteriófagos usando la librería inmune” planteada en el 2014 

por Pardon y colaboradores (Pardon et.al., 2014). 

 
4.8. Preparación de la alícuota CCMV (1μg/μl) 
Se tomó una alícuota de CCMV (1μg/μl) que se encontraba resguardada a -20 °C para 

atemperarla y mantenerla a -4°C en una hielera. Posteriormente se tomaron 500 μl de 
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la solución stock del virus para la realizar las rondas de selección empleando como 

referencia los resultados obtenidos de las ecuaciones 4 y 5. 

 
CF =

9
>

                                                         (4) 

C%V% =	CFVF                                              (5) 

 

4.9. Ronda de selección de los bacteriófagos recombinantes de la biblioteca 
inmune (𝑹𝟎)	y de las rondas 𝑹𝟏, 𝑹𝟐, 𝑹𝟑. 

Para la realización de la ronda de selección se empleó una placa de 96 pozos de la 

marca Maxisorp Nunc, en la cual en dos de sus pozos se depositó 50 μL del virus 

CCMV (1μg/μl) y se dejó en incubación a 4°C durante la toda la noche. Posterior a 

esto, cada pozo se lavó con 200 μL de la solución salina tamponada con fosfato y 

tween 20 al 0.05 % (PBST) y se incubó en agitación constante sobre el plato vibratorio 

a temperatura ambiente durante 5 minutos (este proceso se realizó tres veces). 

Después se le agregó 300 μL del tampón de bloqueo de albúmina de suero bovino 

(BSA + PBST) al 2% a cada pozo, con el fin de bloquear las uniones inespecíficas 

generadas, seguidamente se incubó con agitación constante a temperatura ambiente 

durante dos horas. Concluido el proceso anterior se prosiguió a los lavados de cada 

pozo con 200 μL de PBST a temperatura ambiente durante 5 minutos (este proceso 

se realizó por triplicado). A continuación a cada pozo se le agregó 50 μL de los 

bacteriófagos amplificados de la Ronda 0, que poseia una concentración de 1.89 x10" 

viriones/μL, y se incubó sobre el plato vibratorio con agitación constante por dos horas 

a temperatura ambiente. Finalizado el proceso anterior, se lavaron nuevamente los 

pozo con PBST a las mismas condiciones antes mencionadas, sin embargo para este 

proceso se realizaron 10 lavados.  

Posterior a este proceso, se llevo acabo la eludición de los bacteriófagos 

recombinantes que se encontraban en los pozos de la placa mediante la adición de 50 

μL de tripsina (10mg/mL) diluida en PBS y se incubó en el plato vibratorio durante 1 

hora a temperatura ambiente. Los fagos eluídos fueron transferidos en tubos de 

microcentrífuga que contenían 5 μL del inhibidor de tripsina (7mg/mL) diluida en PBS. 

Del tubo de microcentrífuga se tomó 50 μL de los fagos eluídos para infectar 3 mL de 
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las células 5αF´ y dejó en crecimiento a una D𝑂!$$%& que comprenda valores de 0.5-

0.6  a 37º C por 30 minutos. Después se le agregó 7 mL del medio Luria Bertani (LB), 

complementado con 10 mL de ampicilina (100 μg/mL) y 2% de glucosa y se dejó crecer 

a una temperatura de 37°C, con agitación constante de 170 rpm, por toda la noche. 

Posterior al proceso anterior, se le agregó 5 mL glicerol al 20% volumen final y se 

alicuotó en tubos de eppendorf previamente esterilizados en volúmenes de 1 mL y se 

guardó a una temperatura de -80°C para su empleo a futuro, con esto se generó la 

sub-biblioteca 1. 

Este procedimiento también se llevo acabo para las siguientes rondas (𝑅', 𝑅(, 𝑅1), a 

excepción de que para estas rondas se agregó 500 μL de la sub-biblioteca obtenida 

en 50 mL del medio de crecimiento 2xTY complementado con 50 μL de ampicilina (100 

μg/mL) y glucosa al 2%. Cabe mencionar que por cada ronda de selección se 

incrementó la cantidad de lavados después de añadir e incubar a los fagos (10 lavados 

adicionales por ronda extra). Se llevo acabo tres rondas de selección y se generaron 

3 sub-bibliotecas. 

 

4.10. Amplificación de los bacteriógafos recombinantes de las rondas de 
selección 𝑹𝟏, 𝑹𝟐, 𝑹𝟑. 
Para la amplificación del bacteriófago recombinante (M13) de cada ronda de selección 

se tomó 1mL del stock en la sección 4.9 y se colocó en un matraz Erlenmeyer 

previamente esterilizado, en el que se suplementó con 50 mL de medio de crecimiento 

2XTY, 50 μl de ampicilina (100 μg/mL) y 2 mL de glucosa al 2%. Posteriormente se 

creció hasta la fase de infección a una D𝑂!$$%& entre 0.5-0.6 a 37°C y a 200 rpm.  

El proceso de amplificación de las siguientes rondas de selección se llevo acabo de 

acuerdo a la metodología “Rescate y amplificación de los bacteriófagos usando la 

librería inmune” determinada en el 2014 por Pardon y colaboradores (Pardon et.al., 

2014). 
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4.11. Titulación de los bacteriófagos recombinantes (M13) de las ronda de 
selección 𝑹𝟏, 𝑹𝟐, 𝑹𝟑. 
Después de haber amplificado a los bacteriófagos recombinantes de las rondas de 

selección, se llevo acabo el proceso de titulación, para ello se realizó un pre-inóculo 

con 2 μL de células 5αF’ de la compañía NEB (eficiencia reportada de 1- 3x109 ufc/μg) 

y se depositó en 7 mL de medio LB complementado con 7 μl de tetraciclina (10 μg/mL) 

y incubó a una atemperatura de 37°C, con sgitación constante de 200 rpm durante 16 

horas. Posteriormente, en un tubo de ensayo previamente esterilizado se añadió 1 mL 

del pre-inóculo antes mencionado, 10 mL de medio LB complementado con 10 μg/mL 

de tetraciclina y se incubó en las mismas condiciones establecidas, a una D𝑂!$$%&  

que comprenda valores de 0.5-0.6, el inóculo se conservo en una hielera. Este proceso 

se llevó acabo de acuerdo a la metodología empleada en la sección 4.4. 

 

4.12. Eliminación de glicerol en los bacteriofagos recombinantes de las rondas 
de selección con PEG 6,000 
Lo primero que se realizó para la eliminación de glicerol en los fagos recombinantes 

de cada ronda de selección, fue atemperar dos alícuotas de cada una de las muestras 

que se encontraban resguardadas a - 20°C, seguidamente se le añadió a cada muestra 

250 μl de PEG 6,000 y se incubó a - 4°C durante 60 minutos. Concluido el proceso 

anterior se tararon las muestras que contenían los fagos recombinantes de cada ronda 

y se centrifugaron a 20,000 ×g durante 15 minutos a una temperatura de - 4° C. 

Posteriormente el sobrenadante fue desechado y el pellet obtenido fue disuelto en 500 

μl de solución amortiguadora PBS 1X  y se dejó reposar durante 60 minutos. 

Seguidamente se les realizó una breve centrifugación a las muestras de cada ronda 

de selección, se recuperó el sobrenadante generado en cada una de ellas y se 

colocaron en nuevos tubos de microcentrífuga previamente esterilizado para 

posteriormente medir la densidad óptica (DO!$$%&)  y así poder calcular la razón 

A269/A320, considerando como blanco a la solución amortiguadora PBS 1X. Con los 

datos obtenidos de la DO!$$%&, se realizaron los cálculos correspondientes para 

conocer la concentración  de ng de viriones/μl de cada ronda. Finalmente, las muestras 

de los fagos recombinantes de la ronda sin glicerol fueron mantenidas a - 4°C. 
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4.13. Evaluación de la viabilidad de los bacteriófagos recombinantes de las 
rondas de selección mediante la prueba ELISA. 
Para la realización del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), se 

preparó una placa de 96 pozos de la marca Maxisorp Nunc, en la que se depositó 50 

μL del virus CCMV (1μg/μl) y se incubó a 4°C durante 16 horas. Consecutivamente, se 

lavó cada pozo con 200 μL de PBST y se incubó sobre el plato vibratorio a temperatura 

ambiente durante 5 munitos (este procedimiento se repitió tres veces). Después  en 

cada pozo se añadió 300 μL de BSA+PBST al 2% y se incubó sobre el plato vibratorio 

durante una hora. Posteriormente, se retiró el BSA+PBST y se prosiguió a la 

realización de lavados en cada uno de los pozos a las mismas condiciones 

mencionadas anteriormente. Concluido el proceso anterior, se tomó una placa de 96 

pozos y se adicionó 50 μL de los fagos recombinantes generados en cada ronda de 

selección, suero de llama como control positivo y el fago ayudador como control 

negativo (cada muestra se ajustó a una concentración de 3.27x10" viriones/μL) y se 

incubó sobre el plato vibratorio durante una hora.  

Posteriormente se realizó una serie de lavados con PBST a cada pozo que contenia 

la muestra, a las mismas condiciones mencionadas con anterioridad. 

Subsecuentemente, a cada pozo se le adicionó 50 μL del anticuerpo anti-M13-pVIII-

HRP (1:1000, diluidos en BSA al 2%) y se incubó durante 1 hora, en agitación 

constante y a temperatura ambiente. Concluido el proceso anterior, se volvió a realizar 

una serie de lavados a cada pozo en las mismas condiciones antes mencionadas; 

luego a cada pozo se le adicionó 50 μL de TMB-One-Step-Turbo y se incubó durante 

20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se adicionó 50 μL de ácido sulfúrico 

(2M) en cada pozo con el objetivo de suspender la reacción colorimétrica y medir su 

absorbancia en el espectrofotómetro a 465 nm. 

 
4.14. PCR de colonia  
Se tomó una placa de la ronda número tres obtenida en el proceso de titulación y 

realizo la recolección cuidadosa de colonias al azar con una punta estéril, 

posteriormente se diluyó en un tubo de PCR que contenía 50 μL de H(O MQ 

esterilizada (este proceso se repitió 5 veces). En una placa nueva se realizó el estriado 
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de muestra que contenía la punta estéril y se incubó a 37°C, sin agitación, durante 16 

horas. Seguidamente en un tubo nuevo de PCR previamente esterilizado se colocaron 

los siguientes componentes: 

 
Tabla 1. Componentes empleados para la realización del PCR de 
colonia 

Componente Volumen (μL) 

Agua-MQ 9.6 

Ready Mix Taq PCR Reaction Mix 45 

VHH-Back Sfil (10 μM) 2.7 

VHH-For Sfil (10 μM) 2.7 

 

Concluido el proceso anterior, se realizaron 5 alícuotas en tubos de PCR previamente 

esterilizado; colocando en cada una 10 μL del tubo componente preparado con 

anterioridad y 5 μL de templado (Tubo compuesto de la colonia diluida en agua-MQ). 

Seguidamente las reacciones fueron colocadas en el Termociclador con las siguientes 

condiciones: 

 
Tabla 2. Condiciones empleadas en el termociclador para el PCR usando los 
oligonucleótidos VHH Back Sfil y VHH For Sfil 

Ciclos Temperatura Tiempo 

1 95°C 3 minutos 

 94°C 30 segundos 

27 65°C 30 segundos 

 72°C 30 segundos 

1 72°C 7 minutos 

 

Finalmente, los productos obtenidos en este proceso se examinó mediante un gel de 

agarosa LE al 1% que fue colocada en una cámara de electroforésis durante una hora. 
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CAPÍTULO V. RESULTADOS 
 
5.1. Rescate y amplificación de bacteriófagos recombinantes a través de la 
biblioteca inmune. 
En el proceso del rescate de bacteriófagos recombinantes a través de la biblioteca 

inmune (R$), se obtuvó una concentración de 4.76 x 10#	Cel/mL			y cuatro placas con 

una eficacia de 102 de transformantes (Figura 15). 

 
Figura. 15. Transformación de células  5αF´ a escala. De acuerdo a la biblioteca 
inmune se obtuvó una concentración de 4.76 x 10!	𝐶𝑒𝑙/𝑚𝐿			y cuatro placas con 
una eficacia de 10"	transformantes, estas fueron se sembraron en placas de LB 
sólido, suplementadas con 100 μg/mL de ampicilina.  

 

Para llevar a cabo la amplificación de los fagos recombinantes a través de la biblioteca 

inmune, lo primero que se realizó fue la medición de la absorción de la muestra por 

medio de espectrofotometría a razón 𝐴(!"/𝐴1($. 

 
Tabla 3. Espectofotometría a relación 𝑨𝟐𝟔𝟗/𝑨𝟑𝟐𝟎 de las muestras VHH 

 269 nm 320 nm 

VHH  0.385 0.183 

 

Acorde con los resultados de la tabla anterior y utilizando la ecuación 2 de Sambrook, 

J. Rissell, 2001, se realizaron los cálculos correspondientes para conocer la 

concentración de los viriones presentes en la  muestra. 
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Viriones
µlL = 3(!"-31($

!)$2!"#$#%&'&ó)

(6	X	10'1)                         (2) 

 
• Muestra VHH 

Viriones
µlL =

0.385 − 0.183

6407 basesvirión

(6	X	10'1) = 1.89	x	10" 	Viriones µlL  

 
5.2. Titulación de los bacteriófagos recombinantes de la biblioteca inmune (𝐑𝟎) 
El proceso de titulación de los fagos recombinantes a través de la biblioteca inmune 

(R$), nos permitió conocer la cantidad de colonias lisogénicas presentes en nuestra 

muestra, para ello primero se realizó el conteo en las placas petris y posteriormente se 

ejecutó la ecuación 3 para conocer la eficiencia obtenida. Acorde a la figura 16.B, se 

obtuvieron 18 colonias lisogénicas en promedio y una eficacia de 𝟏. 𝟖	𝒙𝟏𝟎𝟗 𝐮𝐟𝐩 𝛍𝐥L  . 

 
Figura. 16. Titulación de los bacteriófagos recombinantes de la ronda 0. (A) El control negativo 
consistió en la siembra de células 5αF´; (B) Células 5αF´ infectadas con el fago de la biblioteca 
inmune (𝑅()	diluido en 10)* , ambas sembradas en placas con medio LB sólido, suplementado 
con 100 μg/μl ampicilina. 

     

M13	VHH = '#	567689:;
('='$*+)('='$*,)

= 1.8𝑥10" ufp µlL  

 

Acorde al resultado, se pudo constatar que la eficiencia obtenida es igual a la 

concentración de viriones de la muestra. 
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5.3. Producción de fago ayudador (VCM13) 
En la producción del fago ayudador se obtuvó una concentracion de 4.47 x 10#	Cel/mL, 

éste proceso se realizó con el fin de no tener limitante para realizar las siguientes 

amplificaciones de los fagos recombinantes de las siguientes rondas de selección. 

Posteriormente se midió la muestra generada a una espectofotometría 𝐴(!"/𝐴1($.  

 
Tabla 4. Espectofotometría 𝑨𝟐𝟔𝟗/𝑨𝟑𝟐𝟎 del fago ayudador 

Muestra 269 nm 320 nm 

VCM13 0.716 0.393 

 

Acorde con los datos de la tabla anterior y usando las ecuaciónes 1 y 2 de Sambrook, 

J. Rissell, 2001, se realizarón los cálculos correspondientes para conocer la 

concentración de los viriones presentes en la  muestra, en la que se obtuvo un valor 

de 8.41 ng/µL y 3.02 x 109 virones/µL respectivamente. 

 

5.4. Purificación del fago ayudador (VCM13) 
Después de haber realizado la producción del fago ayudador, se procedió a su 

purificación, para ello se midió la muestra por medio de espectofotometría a razón  

𝐴(!"/𝐴1($ tal y como se muestra en la tabla 5. 

 
Tabla 5. Absorción a las longitudes de onda 269 y 320 nm  del fago ayudador 

 269 nm 320 nm 

M13  0.863 0.045 

 

Acorde a los datos obtenidos en la tabla anterior y utilizando las ecuaciónes 1 y 2 de 

Sambrook, J. Rissell, 2001, se realizarón los cálculos correspondientes para conocer 

la concentración de los viriones presentes en la  muestra, en la que se obtuvo un valor 

de 213.02 ng/µL y 7.66 x 109 virones/µL respectivamente. 
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5.5. Amplificación del fago ayudador (VCM13) 
Después de haber realizado el proceso de producción y purificación del fago ayudador 

VCM13 se procedió a su amplificación, esto con el fin de no tener limitante al momento 

de realizar las próximas amplificaciones de los fagos recombinantes de las rondas de 

selección. Acorde a las ecuaciones (1) y (2), se realizarón los cálculos 

correspondientes para conocer la concentración de los viriones presentes en la  

muestra, en la que se obtuvo 41.15 ng/µL  correspondiente a 1.48 x 109 virones/µl.  

 

5.6. Preparación de la alícuota CCMV  
Para la preparación de la alícuota CCMV se emplearon las ecuaciones de 

concentración (4) y (5). Y para obtener el volumen requerido se uso la solución 

amortiguadora PBS 1X. Despues de haber realizado los cálculos correspondientes, tal 

y como se muestra en la tabla 6, se tomó 10 μl de la alícuota de CCMV (1μg/μl) y se 

diluyó en 490 μl de solución amortiguadora. 

 
Tabla 6. Preparación de la alicuota CCMV 

Ecuación Datos Resultados 

𝑪𝟐=𝐦
𝐯
 m=1	µg 

v= 50 µl 
C* =

+	-.
/0	-1

 = 0.02 µg µl( 	 

CCMV 

C1V1=C2V2 

 
C1= 1	µg/µl 

V1=  ? 

C2= 0.02 µg µl(  

V2= 500 µl 

V1=2*3*4+
 

V1= 10 µl de CCMV 

 

 

5.7. Amplificación de los bacteriófagos recombinantes de cada ronda de 
selección 𝑹𝟏, 𝑹𝟐, 𝑹𝟑. 
Para llevar acabo el proceso de amplificación de los fagos recombinantes de las rondas 

de selección, lo primero que se realizó fue la medición de las muestras a longitudes de 

onda de 269 y 320 nm, tal y como se muestra en la tabla 7. 
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Tabla 7. Absorción a las longitudes de onda 269 y 320 nm	de las rondas 
de selección. 

 269 nm 320 nm 

R1 2.191 0.617 

R2 1.660 0.494 

R3 0.384 0.049 

 

Acorde a los datos obtenidos en la tabla anterior, se llevo acabo la ejecución de  las 

ecuaciones 1 y 2, para realizar los cálculos correspondientes y conocer la 

concentración de viriones en las muestras. 

• Ronda 1 

𝑛𝑔
𝜇𝑙L =

2.191 − 0.617
3.84

(1000) = 	409.89	 ng µlL  

 
𝑉𝑖𝑟𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠

𝜇𝑙L =
2.191 − 0.617

6407 𝑏𝑎𝑠𝑒𝑠𝑣𝑖𝑟𝑖ó𝑛

(6	𝑋	10'1) = 14.740	𝑥	10" 	Viriones µlL  

 
• Ronda 2 

𝑛𝑔
𝜇𝑙L =

1.660 − 0.494
3.84

(1000) = 	303.64	 ng µlL  

 
𝑉𝑖𝑟𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠

𝜇𝑙L =
1.660 − 0.494

6407 𝑏𝑎𝑠𝑒𝑠𝑣𝑖𝑟𝑖ó𝑛

(6	𝑋	10'1) = 10.9	𝑥	10" 	Viriones µlL  

 
 

• Ronda 3 

𝑛𝑔
𝜇𝑙L =

0.384 − 0.049
3.84

(1000) = 	87.23	 ng µlL  

 
𝑉𝑖𝑟𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠

𝜇𝑙L =
0.384 − 0.049

6407 𝑏𝑎𝑠𝑒𝑠𝑣𝑖𝑟𝑖ó𝑛

(6	𝑋	10'1) = 3.13	𝑥	10" 	Viriones µlL  
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5.8. Titulación de los bacteriófagos recombinantes de las ronda de selección. 
La titulación de los fagos recombinantes de cada ronda de selección se llevo a acabo 

con el fin de obtener las colonias lisogénicas presentes en cada una, para ello primero 

se realizó el conteo de las placas petris y posteriormente se ejecutó la ecuación 3 para 

conocer la eficacia en cada ronda. En la figura 17 B, C y D, se puede observar las 

colonias lisogénicas obtenidas. 

 

 
 Figura. 17. Titulación de los fagos recombinantes de las rondas de selección. (A) Control 
negativo consistió en la siembra de células 5αF´; (B) células 5αF´ infectadas con el bacteriófago 
R1; (C) células 5αF´ infectadas con el bacteriófago R2; (D) células 5αF´ infectadas con el 
bacteriófago R3. Todas las muestras fueron sembradas en placas con medio LB sólido, 
suplementado con 100 μg/μl ampicilina. 

 

Los resultados obtenidos en la ejecución de la ecuación 3 para las unidades 

formadoras de placas (ufp) de cada ronda de selección son:  

𝐑𝟏 = 2.19	x10'$  ufp µlL  ;  𝐑𝟐 = 3.04	x10'$  ufp µlL  ; 𝐑𝟑 = 5.0466	x10'$  ufp µlL  

(B) 

(C) (D) 
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Acorde a los resultados obtenidos de la titulación de los fagos recombinantes, se puede 

concluir que la eficiencia obtenida en cada ronda de selección es cada vez más 

específica.  
 

5.9. Ronda de selección de los bacteriófagos recombinantes de la biblioteca 
inmune y de las rondas R1, R2 y R3. 
Se realizaron tres rondas de selección en este proceso con el fin de aumentar la 

afinidad hacía la proteína de la cápside del CCMV y para ello lo primero que se realizó 

fue la cuantificación de la eficiencia de infección de los fagos recombinantes sobre 

cada ronda de selección (ver Fig.18). Seguidamente los fagos eluidos de las rondas 

de selección fueron amplificados, para posterioriormente realizar la titulación del 

mismo de acorde a la sección 5.8 (titulación de bacteriofagos recombinantes).   
 

 
Figura. 18. Obtención de los bacteriófagos recombinantes amplificados de las rondas de 
selección contra el CCMV. La ronda 0 corresponde a los fagos recombinantes amplificados a 
partir de la biblioteca inmune; las rondas 1, 2 y 3 representan a los fagos recombinantes de las 
ronda de selección realizada en el biopanning.  
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Acorde con los resultados de la fig.18, se llegó a la conclusión que durante el proceso 

de titulación de los fagos recombinantes, estos fueron incrementandose conforme se 

realizaban las rondas de selección. Las rondas 1,2 y 3 aumentaron un orden de 

magnitud en comparación a los fagos recombinantes recuperados de la biblioteca 

inmune. 

5.10. Eliminación del glicerol en los bacteriófagos recombinantes de la ronda 
de selección (𝑹𝟎) con PEG 6000 
Después de haber realizado la eliminación del glicerol en las muestras de la ronda de 

selección (R0), se llevó a cabo la medición de la densidad óptica de los fagos 

recombinantes, tal y como se muestra en la tabla 8. 

 
Tabla 8. Densidad óptica de los fagos recombinantes a longitudes de 
onda de 269 y 320 nm. 

 269 nm 320 nm 

R0 IMN 0.175 0.092 

R0 VHH 0.263 0.138 

 

Acorde a los datos obtenidos de la densidad óptica y empleando las ecuaciones (1) y 

(2), se obtuvó la concentración de viriones en cada una de las muestras: 

 

IMN 
ng

µlL =
0.175 − 0.092

3.84
(1000) = 21.61	 ng µlL  

Viriones
µlL =

0.175 − 0.092

6407 basesvirión

(6	X	10'1) = 7.77	x	10# 	Viriones µlL  

VHH 
ng

µlL =
0.263 − 0.138

3.84
(1000) = 	32.55	 ng µlL  

 
Viriones

µlL =
0.263 − 0.138

6407 basesvirión

(6	X	10'1) = 	1.17	x	10" 	Viriones µlL  
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5.11. Ensayo ELISA para evaluar la viabilidad de los fagos recombinantes 
Los resultados obtenidos en el ensayo ELISA, nos permitió conocer la capacidad de 

reconocimiento de los fagos recombinantes de las rondas de selección sobre el CCMV, 

tal y como se muestra en la Figura 19. Para esta prueba de viabilidad se empleó como 

control negativo al fago ayudador (VCM13) y como control positivo al suero inmune de 

llama. 

 
Figura. 19. ELISA de los bacteriófagos recombinantes de las rondas de selección contra el 
CCMV. El nivel de reconocimiento y afinidad de los fagos recombinantes en contra del CCMV 
se llevo acabo mediante el anticuerpo anti-M13-pVIII (Con actividad peroxidasa); mientras que 
para la deteccción del suero inmune se uso un anticuerpo antillama acoplado a una peroxidasa 
(este proceso se realizo por triplicado). 

Acorde a los resultados obtenidos en el ensayo ELISA, se pudo constatar que el nivel 

de reconocimiento de los fagos recombinantes de las rondas 1,2 y 3 hacía el CCMV 

presentó un aumento considerable en contraste con los de la ronda 0, obtenidos a 

través de la biblioteca inmune. Así mismo, cabe mencionar que en las rondas 1,2 y 3 

no se observó aumento considerable hacía el reconocimiento del antígeno. Por otro 

lado, se constató que existe mayor capacidad de reconocimiento de los fagos 

recombinantes del suero inmune, pero no existe diferencia significativa entre estos. 
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5.12. PCR de colonia 
Después de haber obtenido las colonias transformadas con el fagémido (pComb3XSS) 

asociado con el fragmento VHH se llevo acabo un PCR de colonia, esto con el fín de 

corroborar la presencia del gen del fragmento de interés (VHH) en las muestras. Para 

ello se tomaron 5 colonias al azar de la ronda 3 y acorde a los resultados reflejados en 

la figura 20, de las 5 colonias evaluadas 4 fueron positivas, es decir que 80% de las 

colonias estudiadas si presentaron el fragmento de interés. 

 

 
Figura. 20. Electroforésis de los bacteriófagos recombinantes. En un gel de 
agarosa al 1%, se evaluaron 5 colonias en total de las cuales 4 fueron positivas, 
esto significa que el 80% de las colonias transformadas presentan el gen del 
fragmento VHH. 

 

600 



54  

DISCUSIÓN 

 

Uno de los desafio que enfrenta la industria agrícola de vigna unguiculata (caupí) son 

las enfermadades de origen viral, provocada particularmente por el virus moteado 

clorótico del caupí (CCMV), que se encuentra determinado por las afectaciones de la 

lámina foliar, carencia de vainas y alteración en la distribución de la clorófila, además 

de estos síntomas que afectan a la planta se forman mosaicos, enanismo y hojas 

deformes, que perturban su ciclo de vida y de su producción. Es por ello que el objetivo 

fundamental de este proyecto de investigación es generar una alternativa que 

proporcione un diagnóstico temprano y eficiente contra el CCMV, mediante el empleo 

de nanoanticuerpos de camélidos capaces de detectar al antígeno de interés, esto con 

el fin de evitar grandes pérdidas en el rendimiento, calidad y durabilidad de los cultivos. 

Vigna unguiculata (Caupí) proviene de la familia Fabaceae y subfamilia Papilionoideae 

de la tribu phaseoleae (Meena et al., 2015), su importancia se debe a que es 

considerada como una leguminosa de alto valor nutricional (Adeola et al., 

2011; Freitas, Teixeira & Ferreira, 2004) para los países en desarrollo (Olunike, 2014).  

Su ventaja radica por que es capaz de adaptarse distintos tipos de suelos y a regiones 

tropicales (Meena et al., 2015). En México, esta leguminosa se cultiva pricipalmente 

en los estados de Guerrero, Tabasco, Campeche y Yucatán (Lagunes-Espinoza et al., 

2008), donde se consumen de diferentes maneras los granos verdes y secos 

(Márquez-Quiroz et al., 2015). 

El empleo de los nanoanticuerpos, se debe a sus ventajas significativas como su 

pequeño tamaño (15 kDa), poseen un dominio único (VHH), tienen estabilidad química 

y térmica (Cortez-Retamozo et al., 2004 ; Wang et al., 2014), presentan una elevada 

afinidad de reconocimiento hacia la molécula de interés o antígeno y posee baja 

inmunogenicidad por su homología en contraste con los anticuerpos monoclonales que 

poseen el dominio VH (Klarenbeek et al., 2015).  

Para llevar acabo la selección de los nanoanticuerpos contra el CCMV, se empleó la 

metodología establecida en el 2014 por Pardon y Colaboradores (Pardon et al., 2014) 

y el método de selección de despliegue en fagos; lo primero que se realizó fue el 

rescate y amplificación de los fagos recombinantes a través de la biblioteca inmune 
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(figura 15), en la que se obtuvó una concentración de 4.76 x10# cel/mL y una eficiencia 

de 107 transformantes; seguidamente se llevo acabo su amplificación y los resultados 

obtenidos en su concentración fue de 52.6 ng/μL y 1.89 x10" virión/μL. En el proceso 

de titulación de los fagos recombinantes de la R0  se obtuvieron 18 colonias lisogénicas 

y una eficacia de 1.8 x10" ufc/ μL. Para la creación de la biblioteca inmune, una 

eficiencia calificada válida para la selección de anticuerpos es de aproximadamente 

10!, en contraste a las requeridas para las bibliotecas de fragmentos derivados de 

anticuerpos monoclonales (IgG). Esto se debe a que la especificidad de las bibliotecas 

de VHH tiene un solo dominio y ya clonado presenta la especificidad original (Rosales 

Fuerte I.A, 2020) y no requieren de una dimerización para crear un anticuerpo funcional 

(Muyldermans, 2013); mientras que la especificidad de las bibliotecas de anticuerpos 

igG dependen del apareamiento de los dominios VH y VL (Rosales Fuerte I.A, 2020). 

Posteriormente se llevo acabo la amplificación de los fagos recombinantes de las 

rondas de selección, en la ronda 1 se obtuvo una concentración de viriones: 409.89 

ng/μL y 14.740 x10" virión/μL; mientras que en la ronda 2: 303.64 ng/μL y 10.9 x10" 

virión/μL y en la ronda 3: 87.23 ng/μL  y 3.13 x10" virión/μL. Acorde a los resultados 

conseguidos se pudo constatar que la cantidad de fagos recombinantes incrementaron 

su afinidad en comparación a los obtenidos en la ronda 0.  

En el proceso de titulación de las rondas de selección, las rondas 1,2 y 3 incrementaron 

un orden de magnitud en comparación a la ronda 0. Este incremento se debe a que 

después de haber realizado la primera ronda de selección, los fagos recombinantes 

obtenidos poseian mayor capacidad de reconocimiento hacia el CCMV. También se 

observo un pequeño incremento entre las rondas siguientes, no obstante este 

incremento no fue tan relevante en contraste con los fagos de la ronda 0 (Figura 18). 

Posteriormente, se llevo a cabo un ensayo ELISA con el fin de verificar la presencia y 

capacidad de reconocimiento de los fagos recombinantes hacia el antígeno de interés 

(Figura 19). Los fagos de las rondas 1,2 y 3 presentaron mayor nivel de reconocimiento 

en comparación con los fagos de la ronda 0. Sin embargo, no presentaron un nivel de 

reconocimiento mayor frente al suero inmunizado de llama, esto se debe a que se 

encuentra compuesta de inmonoglobulinas de cadena pesada (hcAbs) como de igG, 

lo que le confiere la capcidad de reconocer al antígeno de interés (CCMV). Acorde a 
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la metodología presentada por Pardon y colaboradores en el 2014, la literatura 

establecida menciona que para llevar a cabo la selección de los fagos recombinantes 

con éxito, éstas deben poseer un grado de reconocimiento mayor hacia el antígeno de 

interés y deben presentar en el proceso de titulación como mínimo 2 niveles de 

magnitud sobre los fagos obtenidos a través de la biblioteca inmune (Ronda 0). Para 

conseguir este resultado pueden emplearse varios métodos como incrementar las 

rondas de selección, elevar el porcentaje de BSA ó Tween 20, realizar más lavados 

antes de realizar la elución de los fagos recombinantes (Rosales Fuerte I.A, 2020). 

Concluido el proceso anterior, se llevo acabo un PCR de colonia, en el que se 

evaluaron 5 muestras de la ronda tres, de las cuales el 80% de los transformantes 

presentaron el gen VHH con bandas de 600 pb, que corresponden al tamaño promedio 

de un nanoanticuerpo. Es importante destacar que este trabajo de investigación puede 

servir como base para el desarrollo de biosensores basados en nanoanticuerpos para 

detección de enfermedades fotopatológicas. 
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CONCLUSIÓN 

A través de la producción de nanoanticuerpos de camélidos contra el CCMV, 

podriamos obtener un diagnóstico temprano y eficiente contra los virus que 

amenazan al reino de los vegetales. Con esta alternativa se pretende reducir las 

grandes pérdidas en el rendimiento, calidad y durabilidad de los cultivos de vigna 

unguiculata (caupí). La importancia de este cultivo radica por su elevado valor 

nutricional y por ser fuente principal de muchas partes del mundo.  

Acorde al trabajo de investigación realizado, se pudo constatar que durante el 

proceso de rescate y amplificación de los fagos recombinantes a través de biblioteca 

inmune para  la obtención de la subbiblioteca 1 contra el antígeno, se logro obtener 

una eficiencia ≈102 transformantes. Mediante la técnica de despliegue en fagos, se 

logró expresar la biblioteca recombinante del nanoanticuerpo VHH en el fago 

reombinante M13, el cual posee la capacidad de reconocer al CCMV. Mientras que 

los resultados  obtenidos de las subblibliotecas en el ensayo ELISA de las rondas 

1,2 y 3 presentaron un incremento significativo en el nivel de reconocimiento al 

antígeno en comparación con la ronda 0. 

Para finalizar, se llevo acabo un PCR de colonia, en el que se pudo obtener una 

eficiencia del 80% con la presencia del VHH. Los nanoanticuerpos producidos 

contra el CCMV, poseen un gran interés debido a sus diversas aplicaciones 

biotecnológicas, por lo que este trabajo de investigación puede servir como base 

para el desarrollo de biosensores basados en nanoanticuerpos que permitan 

detectar aquellas enfermedades que afectan los cultivos agricolas de vigna 

unguiculata (caupì). 
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