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I. Resumen 
 

La tecnología de genes recombinantes para la expresión de antígenos es un método efectivo 

para la inmunización de animales y humanos contra agentes virales. El desarrollo de 

vacunas orales  sugiere que los antígenos son  procesados correctamente dentro de la planta 

e inducen una respuesta inmune al ser consumidos. Los antígenos expresados en maíz (Zea 

mays) son particularmente atractivos debido a que son depositados en tejidos y semillas de 

la planta. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue la expresión de la proteína E del 

virus del Oeste del Nilo (VON) en callos embriogénicos de maíz. La secuencia codificadora 

del gen E (TM171-03) fue incorporada en el plásmido pCambia 3301 (INIFAP-VON3301). 

Para verificar la inserción  del gen E se realizó un análisis con enzimas de restricción Kpn I 

y Nco I. Los resultados mostraron un producto de aproximadamente 1500 pb que 

corresponden al tamaño esperado del gen E. Posteriormente callos embriogénicos de maíz 

fueron bombardeados mediante biobalística con el vector INIFAP-VON3301. La 

identificación del trangen E fue realizado por RT-PCR del ARN aislado de callos 

transformados con la construcción INIFAP-VON3301 y pCambia3301,  usando iniciadores 

específicos previamente diseñados que amplificaban un producto de 700 pb. La expresión 

de la proteína E fue identificada mediante Western blot en la proteína soluble total (PST) 

obtenida de callos transformados positivamente. Los resultados demostraron la expresión 

de una proteína de aproximadamente 68kDa. La proteína recombinante representó solo el  

0.86% de la proteína soluble total. 
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II. Summary 
 
The technology of recombinant gene for the expression of antigens it is an effective method 

for the immunization of animals and humans against viral pathogens. The developed oral 

vaccines suggest that the antigens are correctly processed within the plant and induce an 

immune response when swallowed. The antigens expressed in maize (Zea mays) are 

particularly attractive because are deposited in plant tissues and seeds. Therefore, the aim 

of this work was the expression of the protein E of West Nile virus (WNV) in embryogenic 

calli of maize. The protein codifying sequence of the gene E (TM171-03) was incorporated 

to the plasmid pCambia3301 (INIFAP-VON3301). To verify the insertion of the gene E an 

analysis with enzymes of restriction Kpn I and Nco I was done. The results showed a 

product of approximately 1500 pb that corresponded to the expected size for gene E. Later, 

embriogenic calli were transformed by biobalistic bombardment, with the vector INIFAP-

VON3301. The identification of the transgene E was realised by RT-PCR from the RNA 

isolated transformed calli with construction INIFAP-VON3301 and pCambia3301, using 

previously designed specific initiators that amplified a product 700 pb. The expression of 

the protein E was identified Western blot at the soluble proteins (PST) obtained form 

transformed positive calli. The results demonstrated the expression of a protein of 

approximately 68kDa. The recombinant protein represented only 0.86% of total soluble 

protein. 
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II. Introducción 
El virus del Oeste del Nilo (VON) presenta una amplia distribución en los Estados Unidos 

y suroeste de Canadá (Estrada-Franco et al., 2003). En los EUA en el 2002, el VON fue 

responsable de 6,300 casos de meningitis/encefalitis en humanos de los cuales 633 casos 

fueron fatales (CDC, 2004; Beasley et al., 2005). Mediante evidencia serológica se sugiere 

que podría estar ampliamente distribuido en México, (Blitvich et al., 2003; Estrada-Franco 

et al., 2003, Loroño-Pino et al., 2003), partes del Caribe (Dupuis AP, 2003, Komar et al., 

2003c); Quirin et al., 2004) y posiblemente el Salvador (Cruz et al., 2005).  

 

Las primeras evidencias de la circulación del virus del Oeste del Nilo en México, se 

reportaron en el 2003 en los estados de Coahuila (Bitvich et al., 2003), Yucatán (Loroño-

Pino et al., 2003), Tamaulipas, Chihuahua, Veracruz y Tabasco (Estrada et al., 2003; 

Campomanes, 2008). El estudio del estado de Coahuila correspondió al análisis serológico 

de 24 equinos procedentes de diferentes municipios, donde el 62.5% de las muestras 

presentaron anticuerpos contra el VON, sin presentar antecedentes de vacunación, ni 

reporte de haber viajado fuera del estado (Bitvich et al., 2003). El estudio del estado de 

Yucatán comprendió el análisis de 252 muestras de sueros de caballos colectadas de julio a 

octubre del 2002, donde el 1.2% de las muestras resultaron positivas (Loroño-Pino et al., 

2003). Posteriormente se realizó un estudio con 441 muestras de suero de equinos 

colectadas durante el verano del 2002 a marzo del 2003, procedentes de 14 estados de la 

República Mexicana, que incluían estados colindantes con Texas, EUA. De las muestras 

procesadas se encontraron 97 muestras (22%) con anticuerpos específicos contra el VON 

procedentes de los estados de Tabasco, Coahuila, Tamaulipas, Chihuahua, Veracruz y 

Yucatán, mientras que en los estados de Nuevo León y Tamaulipas en el 2003 se reportó 

serología positiva en aves (Estrada et al., 2003; Fernández-Salas et al., 2003; Blitvich et al., 

2003; Campomanes, 2008). Hasta el 20 de agosto del 2003, fueron notificadas serologías 

positivas del VON en 12 estados y 57 municipios. Durante este periodo se presentaron 636 

casos confirmados en equinos, 25 casos positivos en aves de 23 especies, entre las que 

predominan aves residentes (Campomanes, 2008). 
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Hasta el 2003 se tenían reportados nueve aislamientos del VON en México, procedentes del 

encéfalo de un equino en el municipio de Aldama, Tamaulipas; un zanate de Hermosillo, 

Sonora, un pelicano en Altamira, Tamaulipas, seis aves migratorias de Mexicali. B.C. y dos 

lagartos del estado de Tabasco. Para el 2004 se habían estudiado 758 muestras en equinos, 

de las cuales el 19% fueron muestras positivas a VON en animales asintomáticos y 56 

muestras en aves con el 3% de sueros positivos. En el 2004 se realizaron dos aislamientos 

del virus, el primero de un zanate en el municipio de Etchojoa en el estado de Sonora y el 

segundo de un cuervo en la cuidad de Tecate Baja California. El Laboratorio de Alta 

Seguridad del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria hasta 

marzo del 2005 había realizado un total de catorce aislamientos del VON en el territorio 

nacional. El último aislamiento viral fue realizado en el mes de marzo del 2007 a partir de 

un zanate en el estado de Aguascalientes (Campomanes, 2008).    

 

Actualmente existen dos vacunas disponibles en el mercado para equinos contra el VON, la 

primera es de virus inactivado y se encuentra disponible en EUA (Fort Dogde®). En 

México, la Productora Nacional de Biológicos Veterinarios (PRONABIVE) desarrolló una 

vacuna con virus inactivado que al ser evaluada en caballos mostró buenos resultados de 

protección. Uno de los inconvenientes de este tipo de inmunógenos es que al ser empleada 

en nuestro país, no se podría llevar a cabo una diferenciación entre los animales que han 

sido vacunados y los que pudieron haber adquirido la infección en el campo. Además, 

aunque esta vacuna es segura, se requiere de varios refuerzos para otorgar protección 

(Davidson et al., 2005; Loza-Rubio, 2008a).  

 

Con los avances de la biotecnología moderna actualmente se ensayan varios prototipos de 

vacunas contra el VON que contemplan como antígenos protectores a la proteína de 

premembrana (prM) y a la proteína E. La biotecnología basada en plantas es un área 

relativamente nueva para la obtención de productos con alto valor farmacéutico como 

vacunas, proteínas terapéuticas, enzimas y sustancias químicas específicas. Las vacunas 

orales muestran diversas características de interés como son: una fácil manipulación 

genética, el no requerir de rigurosa cadena fría y solamente manejar los genes responsables 
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de promover la inmunidad humoral y celular, lo que podría permitir diferenciar entre 

animales infectados y animales vacunados.  

 

Uno de los principales objetivos de la transformación genética del maíz ha sido la expresión 

de antígenos de patógenos de humanos y animales. Se ha demostrado que los granos son un 

excelente sistema para el suministro de vacunas comestibles, ya que el antígeno puede 

permanecer durante largos periodos de tiempo sin la necesidad de refrigerar, 

considerándolo como un sistema de expresión idóneo para la producción comercial de 

proteínas que conservan su integridad estructural y actividad biológica. La 

bioencapsulación natural de las proteínas recombinantes en los cereales podría incrementar 

su vida media en el intestino y promover la presentación del antígeno en la superficie 

mucosal, estimulando el sistema inmunológico e induciendo la producción de anticuerpos 

neutralizantes capaces de conferir protección contra cepas letales (Guerrero Andrade et al., 

2006; Gómez-Núñez L, 2007).  
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III. Antecedentes 
El virus del Oeste del Nilo, es miembro del género Flavivirus, pertenece al serocomplejo de la 

encefalitis Japonesa (EJ) conformado por virus que causan infecciones en el sistema nervioso 

central, tales como el virus de la encefalitis Japonesa en Asia; virus de la encefalitis de San Luis 

en el continente Americano; virus Rocio en Brasil, Nueva Zelanda y Nueva Guinea; y el virus 

Kunjin (reclasificado como subtipo del VON) en Australia (Scherret et al., 2001; Solomon, 

2004). A mediados de los 90´s, el VON fue responsable de brotes esporádicos de enfermedad, 

que presentaban signos como fiebre y ocasionalmente encefalitis, en África, Medio Oriente y el 

Oeste de Asia. Sin embargo, desde 1996, la encefalitis del Oeste del Nilo en humanos ha sido 

reportada frecuentemente en Europa, Medio Oriente, Rusia, Norte y Oeste de África (Marfin y 

Gluber, 2001). En 1999, el VON emergió en la cuidad de Nueva York y áreas adyacentes, donde 

ocasionó la muerte de personas, aves y caballos (Gould y Fiking, 2004; Marfin y Gluber, 2001). 

A partir de esta fecha se ha diseminado por todo los EUA y ha sido documentada la infección de 

humanos, aves y caballos en Canadá, el Caribe y América Central (CDC, 2004). El alto índice de 

diseminación del virus plantea un serio problema en salud pública y veterinaria en los siguientes 

años (Gould y Fiking, 2004), si se considera que para la población humana no existe una vacuna 

disponible que proteja a la población en riesgo (Huang et al., 2005).  

 

En México la primera evidencia serológica del VON en caballos fue detectada en el 2002 en los 

estados fronterizos con Texas, EUA y la costa del Golfo de México. Aún no se ha determinado 

como el virus se introdujo en el continente Americano, aunque se sospecha que las aves 

migratorias fueron los principales huéspedes introductorios (Boletín epidemiológico, 2000; Loeb 

et al., 2005; Deardorff et al., 2006). Las evidencias serológicas reportadas por Loroño-Pino et al., 

(2003) sugieren que este podría ser el punto de incursión del VON hacia Latinoamérica, debido a 

que el estado de Yucatán es una de las principales áreas a las que arriban muchas de las especies 

de aves migratorias del noreste y oeste de los EUA. Sin embargo, mediante el análisis 

filogenético se observa que el aislamiento realizado en Tabasco (TM-171-03) durante el 2003 

presenta características filogenéticamente distintas a los otros aislamientos realizados en México 

y además se encuentra cercanamente relacionado con las cepas que circulaban en Lousiana y 

Florida en el 2001 a 2002. Los aislamientos obtenidos de Baja California, Sonora y Tamaulipas, a 

diferencia de la cepa TM-171-03, mostraron una mayor relación filogenética, y aparentemente se 
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encuentran relacionados con cepas que circulan en Arizona y California (Deardorff et al., 2006; 

Cuevas-Romero, 2008). En base a los resultados se sugiere que la introducción del VON a 

México, pudiera haber sido por dos rutas independientes y que la cepa identificada en el estado 

de Tabasco, presenta una distribución limitada en la zona sur de la república Mexicana 

(Deardorff et al., 2006).  

   

El primer aislamiento del VON en aves fue reportado en el 2003 de un cuervo (Corvus corax) en 

el estado de Tabasco (TM-171-03) (Estrada-Franco et al., 2003). Beasley et al., 2004 

establecieron que existe una divergencia de 46 nucleótidos (0.42%) y 4 aminoácidos (0.11%) 

entre la cepa del VON (TM.171-03) con respecto a la cepa prototipo (NY99) aislada 

originalmente en Nueva York. En base a este estudio se sugiere la presencia de una nueva 

variante en México, donde el aislamiento TM-171-03, presenta una mutación en el segmento 156 

de la proteína E, que aparentemente ocasiona una atenuación de la cepa al ser evaluada en ratones 

(Beasley et al., 2004).  

  

Posteriormente, en marzo y abril del 2006, se han reportado serologías positivas en humanos, 

caballos y otros mamíferos, así como en réptiles y aves (Estrada-Franco et al., 2003; Elizondo-

Quiroga et al., 2005; Farfán-Ale et al., 2006; Deardorff et al., 2006, Alonso-Padilla et al., 2009). 

Estudios previos indican que la expansión e infectividad del VON ha sido muy diferente en 

México al comportamiento observado en los EUA, debido a que no se han presentado casos de 

enfermedad en humanos, donde hasta febrero del 2006, se estudiaron 182 casos de 

meningoencefalitis y todas han resultado negativas al VON.  

 

Una de las posibles explicaciones que el grupo de expertos en Vectores en la Secretaria de Salud 

ha planteado es que: “El panorama actual del VON en México, pudiera ser la etapa previa a la 

aparición de brotes y que el virus se este adaptando a la ecología de los diferentes escenarios del 

país. La segunda explicación se relaciona a que en México, existe una serología cruzada, con 

otros virus de la misma familia, como es el virus del Dengue que se encuentra ampliamente 

distribuido (Comité Intersectorial, 2003; Campomanes 2008). Por lo tanto, la vigilancia 

epidemiológica resulta indispensable para valorar la expansión viral, elucidar las diferencias 
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epidemiológicas y patogénicas observadas en los Estados Unidos y el resto del mundo (Blitvich 

et al., 2003; Loroño-Piño et al., 2003, Blitvich BJ, 2008; Alonso-Padilla et al., 2009).  

 

Alonso-Padilla y colaboradores en el 2009 realizaron un estudio de seroprevalencia en equinos 

asintomáticos no vacunados, en los estados de Chiapas y Puebla, identificando la presencia de 

IgG´s en el 31.6% (91/288) del total de sueros muestreados, presentando una distribución del 

53.3% y 8.0%, respectivamente. Los resultados obtenidos fueron corroborados mediante la 

técnica de seroneutralización en placa, los cuales mostraron una especificidad del 99.4% y una 

sensibilidad de 84.9% con los datos obtenidos por ELISA. La incidencia de otros flavivirus (virus 

del Oeste del Nilo, virus de la Encefalitis de San Luis y virus Ilheus) fueron detectados mediante 

la prueba de inhibición de la hemaglutinación (IH) en 138 muestras, los resultados mostraron que 

el 53% de las 83 muestras positivas (IH), tuvo reacción específica para el VON. Según los 

autores estos datos sugieren una expansión continua del VON a través de México. 

 

3.1 Clasificación taxonómica  
La familia Flaviviridae consiste de tres géneros: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus, los cuales 

se encuentran distantemente relacionados, pero comparten genes similares y motivos conservados 

en sus proteínas no estructurales. Actualmente 70 virus clasificados en el género Flavivirus se 

encuentran subdivididos en doce serogrupos antigénicos. El VON pertenece al serogrupo del 

virus de la encefalitis Japonesa (EJ), que además incluyen a otros virus como Cacipacore, 

Koutango, encefalitis de Valley Murray, encefalitis de San Luis, Usuto y Yaounde (Poidinger, 

1996; Heinz et al., 2000a). Basándose en la homología de sus secuencias nucleotídicas, el virus 

Kunjin endémico de Australia y Asia, actualmente se considera un subtipo del VON (Heinz et al., 

2000a, Scherret et al., 2001). Los diferentes aislamientos virales del VON han sido agrupados por 

tiempo y espacio dentro de dos linajes genéticos (I y II) con base en las substituciones de 

aminoácidos en su secuencia o las deleciones en su proteína de envoltura (Berthet et al., 1997). El 

linaje I incluye aquellas cepas que han causado brotes de encefalitis en humanos, caballos y aves. 

En contraste, las cepas del linaje II incluyen cepas de África del Sur, África Central, la cepa 

prototipo de Uganda aislada en 1937 que no han sido asociados con brotes de enfermedad severa 

en dichas especies (Jia et al., 1999; Lanciotti et al., 1999; Brinton, 2002).  
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3.1.1 Estructura genómica 
 

El VON presenta un genoma ARN de cadena sencilla y polaridad positiva (ARN sentido). Una 

estructura cap tipo 1 (m7GpppAmp) se encuentra presente en el extremo 5´del ARN (Cleaves y 

Dubin, 1979), pero en su extremo 3´ presenta un CUoH (Brinton, 1986; Wengler, 1991). La región 

5´ no codificante (RNC) del genoma de ARN es de 96 nucleótidos de longitud, mientras que la 

RNC 3´ es de 631 nucleótidos. El genoma del VON presenta una longitud de 11,029 nucleótidos 

y contiene un solo marco de lectura abierto (ORF) de 10,301 nucleótidos (Lanciotti et al., 1999). 

La maduración de las diez proteínas virales codificada en este ORF es producida por el 

procesamiento proteolítico de una sola poliproteína por la acción de la proteinserina viral NS2B-

NS3 y otras proteasas celulares (Nowak, 1989; Lindenbach y Rice, 2001) (Figura 1). Las tres 

proteínas estructurales, cápside (C), membrana (prM/M) y de envoltura (E) son codificadas entre 

la porción 5´del ORF genómico, mientras que las siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, 

NS3, NS4A, NS4B y NS5) son codificadas por la porción 3´ (Rice et al., 1985; Brinton, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura genómica del virus del Oeste del Nilo. El marco de lectura abierto codifica 

una poliproteína que es procesada por la proteasa viral NS2B-NS3 y por algunas proteasas 

celulares, para dar como resultado la maduración de las proteínas virales. Además, se muestra las 

posiciones de cada una de las proteínas virales en el genoma obtenidas a partir del genoma de la 

cepa EG101 del VON (Brinton, 2002). 
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3.1.2 Morfología y composición del virión 
Los viriones del VON son pequeños (aproximadamente 50 nm de diámetro), esféricos y 

envueltos. La nucleocápside tiene aproximadamente 25 nm de diámetro y está compuesta de 

copias múltiples de la proteína C. La envoltura y la cápside del virión presentan una estructura 

icosahédrica simétrica (Heinz et al., 2000a). Algunos estudios indican que la simetría del virus es 

conferida en la partícula viral por las interacciones de la proteína E, y no por las interacciones de 

la proteína de la cápside (Pletnev et al., 2001; Kuhn et al., 2002). Muckopadhyay et al., (2003) 

determinaron la estructura de la cepa del VON responsable del brote en Nueva York (NY99), 

empleando microscopía crioelectrónica (cryoEM) y técnicas de reconstrucción de imagen. A una 

resolución de 17 Ǻ el VON presentó una simetría icosahédrica de 500 Ǻ aproximadamente, sin 

proyecciones en la superficie u espigas (Figura 2A). Una vista transversal del virus muestra la 

asociación de capas concéntricas, indicando la organización del virus en multicapas (Figura 2B).  

La capa más externa contiene una alta densidad que corresponde a las proteínas 

transmembranales E y M. Una capa lípidica de 35 a 40 Ǻ aparece con los componentes 

transmembranales de las proteínas E y M, por otra parte la nucleocápside contiene copias 

múltiples de la proteína de la cápside y del genoma de ARN. La proteína de superficie E es la 

responsable de unirse al receptor membranal de la célula hospedera y de inducir la producción de 

anticuerpos neutralizantes. Aunque la estructura atómica de la proteína E del VON es poco 

conocida, los ectodominios están estrechamente relacionados con otras proteínas membranales 

como la proteína E del virus del dengue. La molécula está ordenada como un homodímero que en 

cada monómero presenta tres dominios (I, II, III). Basándose en la similitud de la proteína E del 

VON y del virus del dengue (49% identidad), se construyó un modelo para la proteína E del 

VON mediante Cryo-EM utilizando el programa EMFit (Figura 2C) (Beasley, 2002). Una serie 

de tres dímeros se encuentran alineados uno detrás de otro, el cual forma un caparazón de 

proteínas alrededor de la capa lipídica. Una amplia proporción de la proteína E en la superficie 

puede ser neutralizada por anticuerpos monoclonales (Beasley, 2002). El arreglo de la proteína E 

del VON es similar a la del virus del dengue (Kunh et al., 2002); sin embargo, características 

para cada uno de los virus han sido observadas a diferentes densidades (Figura 2D). La densidad 

positiva indica las diferencias en los residuos de glicosilación 67 y 153 para el virus del dengue. 

Por otra parte, la densidad negativa corresponde al residuo 154 para el virus del Oeste del Nilo. 
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Probablemente estas diferencias en su estructura contribuyen a la transmisión y patogénesis para 

cada uno de los agentes virales (Muckopadhyay et al., 2003). 

 

 
 

Figura 2. Estructura del Virus del Oeste del Nilo determinada por cryo-EM a 17 Ǻ. (A) Una 

vista superficial del virus con una unidad asimétrica del icosahedro mostrado por el triángulo. (B) 

Sección central mostrando las capas concéntricas por densidad. (C) El arreglo de la proteína E 

homóloga del VON. Los residuos 307 y 330 que unen a los anticuerpos monoclonales, se 

demuestran en verde. El residuo Asn154, que está glicosilado se muestra en color rojo. (D) 

Densidad diferencial entre el virus del dengue y el VON a 248 Ǻ La densidad positiva del virus 

del dengue se muestra en negro y la densidad negativa del VON se muestra en blanco. Los 

esquemas de tres homodímeros de E son indicados por las líneas azules (Muckopadhyay et al., 

2003). 

 
3.1.3 Ciclo de replicación 
El virus del Oeste del Nilo se ha replicado en células embriogénicas de pollo, pato y ratón, en 

líneas celulares continuas de mono, humano, cerdo, roedores, anfibios e insectos, sin observar la 

presencia de efectos citopáticos (Brinton, 2002). La identificación de dos glicoproteínas como 

receptores probables del virus del dengue 4 sugiere que las moléculas de superficie de las células 
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hospederas son necesarias para la entrada de flavivirus (Salas-Benito y del Ángel, 1997). Después 

de la unión a un receptor celular desconocido, los viriones entran a la célula mediante endocitosis 

y a un pH bajo se fusiona la membrana viral con la membrana de la vesícula endosomal, 

liberando a la nucleocápside dentro del citoplasma (Heinz y Allison, 2000a) (Figura 3A). El 

genoma de ARN es liberado y traducido en una poliproteína simple (Figura 3B). La proteinserina 

NS2B-NS3 y varias proteasas celulares cortan la poliproteína en sitios múltiples para generar 

proteínas virales maduras (Figura 3C). La ARN polimerasa viral ARN dependiente NS5 en 

conjunto con otras proteínas virales no estructurales y posiblemente proteínas celulares, copian la 

cadena complementaria del molde de ARN genómico (Figura 3D), y esta cadena de ARN en 

turno sirve como molde para la síntesis de nuevos ARNs (Figura 3E). La síntesis de ARN es 

semiconservativa y asimétrica. Chu y Westaway (1985) sugirieron que solamente una cadena 

simple de ARN se copia en cierto tiempo determinado (forma replicativa RF), mientras que las 

cadenas se reinician eficientemente para que nuevas cadenas sean copiadas de una cadena simple 

utilizada como molde de replicación intermedia RI. Una vez establecida la cadena de ARN viral, 

la síntesis puede continuar en ausencia de síntesis de proteínas, indicando que el precursor de la 

poliproteína viral no es requerido (Cleaves, 1981; Chu y Westaway, 1985; Westaway, 1999). Los 

nuevos genomas de ARN podrían funcionar como molde para la traducción y transcripción, así 

como para la producción de sustratos de encapsidación. Datos obtenidos con un replicón del virus 

Kunjin sugieren que la traducción es un requisito previo para la replicación de nuevos ARNs 

(Khromykh et al., 1999), y que la replicación es indispensable para la encapsidación (Khromykh 

et al., 2001). Al comienzo del ciclo de replicación, nuevos genomas de ARN podrían alternarse 

entre la replicación y la traducción porque hasta ese momento no se ha acumulado una suficiente 

cantidad de proteínas estructurales. El ensamblaje del virión ocurre en asociación con la 

membrana del retículo endoplásmico rugoso. Los viriones intracelulares inmaduros, que 

contienen heterodímeros de E y prM (precursor de M), son acumulados en vesículas y a través de 

la vía secretora del hospedero (Figuras 3F y 3G), donde los glicanos de E y prM son modificados 

(Wengler, 1989; Heinz et al., 1994) (Figura 3H). La glicosilación y la porción hidrofílica N-

terminal de prM es partida en el aparato de Golgi por las proteasas celulares (Stadler et al., 1997). 

La porción carboxilo-terminal (M) permanece insertada en la envoltura del virión maduro y 

contiene un ectodominio corto y dos dominios de membrana (Murray, 1993).  
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La interacción prM-E podría mantener a la proteína E estable y liberar nuevos viriones. Los 

viriones son transportados a la membrana plasmática en vesículas y son liberados por exocitosis 

(Mason, 1989; Nowak, 1989) (Figura 3I). La progenie es liberada después de 10 a 12 horas de la 

infección y los títulos extracelulares no son observados antes de las 24 horas (Brinton, 2002a).  

 
Figura 3. Ciclo de replicación del Virus del Oeste del Nilo. A. Unión y entrada del virión. B. 

Traducción del ARN vírico. C. Proceso proteolítico de la poliproteína. D. Síntesis del ARN 

vírico. E. Síntesis de nuevos ARNs. F. Transporte de proteínas estructurales a las vesículas de la 

membrana citoplasmática. G. Encapsidación de los nuevos ARNs. H. Movimiento de viriones a 

la superficie de las células. I. Liberación de las nuevas partículas virales. SHA Hemaglutinina de 

sedimentación (partícula subviral que se libera en algunas ocasiones) (Brinton, 2002).  

 

3.1.4 Proteínas virales  
El ARN del VON es un sólo marco de lectura que codifica para 10 proteínas, tres estructurales 

(Proteína de Cápside, Premembrana-membrana y Proteína de envoltura) y siete no estructurales 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). El marco de lectura está flanqueado por 

regiones no codificantes que contienen estructuras secundarias que juegan un papel importante en 

la replicación viral (Beasley, 2005).  
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La proteína de la cápside pC se ha encontrado en dos formas. La proteína se corta en la región C-

terminal en su parte hidrofóbica y la parte residual se designa como proteína de anclaje a la 

membrana (Canch). El corte subsecuente de este tallo hidrofóbico por la proteasa viral, resulta en 

una proteína madura asociada al virión (Cvir), que es integrada a la membrana del retículo 

endoplásmico. Las regiones terminales -C y -N, se anclan al genoma viral (Khromykh, 1998).  

 
Por otra parte, la proteína de premembrana prM, forma un dímero con la proteína de envoltura 

pE. Esta proteína es esencial para el correcto plegamiento de la proteína E, lo que sugiere que 

prM tiene una función de chaperona. Estas proteínas originan la producción de partículas 

subvirales (Beasley, 2005).  

 

La proteína de envoltura pE juega un papel importante en la fusión a la membrana. Es el principal 

antígeno y promotor de anticuerpos neutralizantes de virus. Contiene doce residuos de cisteína 

muy conservados, así como tres sitios de glicosilación; se ha mostrado que la proteína puede 

formar dímeros, cada monómero comprende tres distintos dominios estructurales. El dominio III 

es la región principal al receptor y el sitio de reconocimiento de anticuerpos, la antigenicidad y el 

tropismo del virus también se relacionan con esta región (Rey et al., 1995; Roehring, 2003; 

Beasley, 2005). En estudios realizados utilizando anticuerpos monoclonales, se observó que este 

epítopo no está conservado en todas las cepas del virus, aunque la discriminación no fue entre 

cepas que pertenecen a diferentes linajes genéticos. Por otra parte la exposición a pH ácidos 

induce cambios dramáticos conformacionales en la proteína E que son acompañadas por la 

transición de las formas diméricas a triméricas y esta trimerización es la que permite la fusión 

con la membrana (Bressanelli et al., 2004).  

 

En cuanto a las proteínas no estructurales, estas juegan un papel importante tanto en la 

replicación viral como en la interacción con las proteínas de la célula hospedera. Además de que 

parecen funcionar como antagonistas del interferón. La proteína NS1 es glicosilada y existe tanto 

la forma dimérica como hexamérica en las células infectadas. Las mutaciones afectan la 

glicosilación, el procesamiento y transporte de la proteína. Su asociación con el ARN viral y el 

efecto de las mutaciones sugieren un papel importante en los eventos de la replicación temprana.  
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Por otra parte, la proteína NS3 es relevante en la replicación viral codificando para la proteasa 

viral. Estudios estructurales y mutacionales han identificado el sitio activo de la proteasa 

haciéndolo un buen blanco para la terapia antiviral. Las otras cuatro proteínas no estructurales 

(NS2A, NS2B, NS4A, NS4B) son pequeñas proteínas hidrofóbicas, que están involucradas en la 

replicación viral. Las proteínas NS3 y NS5 también están relacionadas con la replicación viral y 

se ha visto que se unen específicamente al extremo 3’ no codificante del ARN genómico (Jones 

et al., 2005). 

 

3.1.5 Ciclo de transmisión  
La conexión de los ciclos de transmisión local del VON en áreas tropicales del Sureste y áreas 

templadas del Norte sugiere ser mediante aves migratorias. Las aves tropicales y las comunidades 

de mosquitos podrían mantener permanentemente los ciclos de transmisión local. Sin embargo, se 

contempla que las migraciones podrían transportar el virus hacia el norte, áreas templadas y 

proveer la posibilidad de la aparición de brotes esporádicos de la enfermedad (Rappole et al., 

2000).  

 

Si se contempla que la diseminación del VON podría ser mediante aves migratorias, se vuelve 

indispensable el comprender las rutas migratorias, para anticipar la dinámica espacial de la 

enfermedad. Las rutas de las aves migratorias son claras; aves del este de los Estados Unidos 

migran en gran parte hacia el Caribe, Sudamérica y a Mesoamérica. En contraste, aves del Oeste 

de los Estados Unidos generalmente migran al sur, entre ellos México y Centroamérica (Townsed 

et al., 2004).  

 

El principal ciclo de transmisión para el VON involucra a los mosquitos ornitofílicos como 

vectores, y a las aves como hospederos. Entre las aves se incluyen 25 especies de nueve órdenes 

que se han visto afectadas. En general, las especies del orden de los Passeriformes parecen 

representar el principal reservorio para la transmisión del VON, aunque otros órdenes podrían 

contribuir. Los modos alternativos de transmisión, incluyen la transmisión vertical y contacto 

directo entre hospederos vertebrados en la ausencia de vectores artrópodos. La segunda categoría 

podría incluir la transmisión sexual, fecal-oral, oral y aerosoles (Kuno et al., 2001) (Figura 4).  
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La transmisión vertical para el VON ha sido reportada tanto para vertebrados como para 

invertebrados. En el 2002 se reportó un caso de infección por el VON en un infante; la infección 

fue atribuida a la transmisión transplacentaria que ocurrió subsecuentemente a la del mosquito 

vector (CDC, 2002). El infante nació con daño cerebral aproximadamente once semanas después, 

detectando la presencia de IgM´s en sangre y siendo positivo el tejido placentario para el ARN 

viral. La transmisión vertical en vertebrados no humanos hasta el momento no ha sido 

documentada. Sin embargo, se notificó la persistencia de bajos niveles de infección en el ovario 

en un estornino once días después de haber terminado la tasa detectable de viremia; la pregunta 

que surge entonces: es si la transmisión transovárica en aves es posible (Komar et al., 2003b). La 

transmisión transplacentaria en ratones (Mathur et al., 1982), cerdos (Burns et al., 1950), y 

humanos (Chaturvedi et al., 1980) ha sido reportada para otros flavivirus como la Encefalitis 

Japonesa (Komar, 2003a).  

 
Figura 4. Ciclo primario del Virus del Oeste del Nilo en Aves (Komar, 2003a). 
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Varios ciclos alternativos, han sido documentados y servido como argumento de la complejidad 

del ciclo de transmisión. El potencial de un ciclo ave-garrapata-ave ha sido demostrado en 

Europa (Hubalek y Halouzka, 1996). El VON ha sido aislado de dos tipos de garrapata Argasidae 

y Amblyommine. Bajo condiciones experimentales, las garrapatas del género Argas, 

Ornithodoros y Dermacenter han demostrado su capacidad de transmisión del VON a aves, 

aunque las pruebas realizadas como vector competente fueron negativas (Anderson et al., 2003) 

(Figura 5).  

 
Otros posibles vectores del VON podrían incluir a las moscas Icosta americana (Orden: Diptera, 

Familia: Hippoboscidae) de las cuales el VON ha sido aislado en Norteamérica (Komar, 2003a; 

Gancz et al., 2004). Muchas especies de mosquitos podrían ser capaces de transmitir el VON de 

manera vertical. Estudios experimentales han demostrado bajas tasas de transmisión vertical en 

Aedes albopictus, Aedes Aegypti, Culex tritaeniorhynchus y Culex pipiens. La transmisión 

transovárica se presume que puede ser la causa de la persistencia del virus durante el invierno en 

el género Culex spp. y la hembra mosquito Cx. univittatus (Komar, 2003a). 
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Figura 5. Ciclos de transmisión del virus del Oeste del Nilo (Peterson et al., 2004). 
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3.2 Hospederos Invertebrados (Vectores) 
Actualmente la infección por el VON ha sido documentada en una gran variedad de especies de 

mosquitos incluidas 43 especies en Europa (Hubálek y Halouzka, 1999). En el hemisferio oeste 

docenas de especies de mosquitos han sido reportadas como acarreadoras del virus (Andreadis et 

al., 2001). El género Culex aparece como el vector dominante en el mantenimiento de los ciclos 

de transmisión local. Otros géneros, sin embargo, podrían ser muy importantes en otras regiones 

geográficas demostrando ser vectores competentes para la transmisión del VON (Komar, 2003a) 

(Tabla 1).  

 
Tabla 1. Vectores competentes para el virus del Oeste del Nilo 

 
 

ESPECIES 
 
# 

TASA DE 
INFECCIÓNa 

TASA DE 
TRANSMISIÓNb 

Cx. erythrothorax 25 100 64 
Cx. Nigripalpus 127 84 10 
Cx. Pipiens 209 84 25 
Cx. Quinquefasciatus 236 63 30 
Cx. Salinarius 20 95 35 
Cx. Stigmatosoma 48 77 19 
Cx. Tarsalis 91 81 62 
Ochleratus dorsalis 29 41 34 
O. japonicus 119 76 71 
O. melanimon 60 48 20 
O. sierrensis 50 14 6 
O. taeniorhynchus 75 12 3 
Aedes albopictus 241 81 66 
A. sollicitans 50 70 12 
A. vexans 35 37 17 
Culliseta inornata 28 75 21 
  a Porcentaje de mosquitos expuestos previo a la infección 
  b  Porcentaje estimado de mosquitos vectores competentes 
  (Goddard et al., 2002). 
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El Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de América ha enlistado 22 

especies diferentes de vectores que incluyeron, hasta diciembre del 2001: Aedes albopictus, A. 

cinereus, A. vexans, Anopheles punctipennis, A. quadrimaculatus, Coquillettidia perturbans, 

Culex pipiens, C. restuans, C. nigripalpus, C. quinquefasciatus, C. salinarius, Culiseta melanura, 

Ochlerotatus canadensis, O. cantator, O. japonicus, O. sollicitans, O. trivittatus, Orthopodomyia 

signifera, Psorophora columbiae y Uranotaenia sapphirina (Nótese que las especies del género 

Ochlerotatus eran previamente clasificadas como Aedes) (CDC, 2002).  

 

Existen vectores denominados primarios, los cuales se alimentan preferentemente de aves, 

particularmente de especies que desarrollan elevados niveles de viremia. Si las condiciones son 

las apropiadas para la reproducción y alimentación del vector (factores ambientales, densidad de 

población, tasa de infección), una infección epizoótica podría ocurrir en la población de aves.  

Por otro lado, existen vectores denominados de puente, los cuales presentan una alimentación 

más general, es decir, que se alimentan de un mayor número de especies, y aunque no sean 

vectores de amplificación muy eficientes debido a que no presentan niveles elevados de viremia, 

los cuales representan un gran riesgo para la infección en humanos y equinos, dado que estos 

vectores pueden infectarse cuando se alimentan de una ave infectada y transmitir el virus a un 

mamífero susceptible (Hayes et al., 2005b). 

 

 En Europa ha sido documentada una gran variedad de especies de mosquitos como vectores de la 

infección para el VON. Se han reportado 43 especies de mosquitos, incluyendo como vectores 

principales a mosquitos del género Cx. Pipiens, Cx. modestus y Coquillettidia richardi (Hubalek 

y Halouzka, 1999). En Asia, Cx. quinquefasciatus, Cx. tritaeniorhynchus y Cx. visniu (Delgado-

López et al., 2003).  La abundancia del vector está directamente relacionada con la intensidad de 

la transmisión del VON. Por otra parte, se ha informado de la transmisión del virus por vías no 

relacionadas con vectores, como son: la transfusión sanguínea, donación de órganos, infección 

durante el embarazo o alimentación y la exposición ocupacional al virus (Hayes et al., 2005b). 
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3.3 Hospederos vertebrados (reservorios) 
El VON presenta un amplio rango de hospederos que podrían ser infectados. El CDC ha 

reportado la infección del virus en 29 especies de mamíferos, entre ellas: la ardilla del Este 

(Tamias estriatus), zorrillos (Mephitis mephitis), zorra (Scirius niger), ardilla gris (Scirus 

carolinensis), lobo gris (Canis lupus), oveja (Ovis domesticus), cabra (Oreamnos americanus), 

gran murciélago café (Eptesicus fuscus), focas (Oryctolagus cunniculus), gato doméstico (Felis 

domesticus) y el perro (Canis familiaris). Otros vertebrados podrían además iniciar una función 

como amplificadores. En Rusia, el VON fue aislado de ranas (Rana ridibunda) que 

subsecuentemente se demostró que era hospedero competente para la infección de mosquitos  

(Culex pipiens). Investigaciones recientes han mostrado que serpientes (Thamnophis sirtalis), 

iguana verde (Iguana iguana) y la rana toro (Rana catesbeiana) son reservorios incompetentes 

(Klenk y Komar, 2003) (Figura 6). 

 

 
 

Figura 6. Hospederos vertebrados para el virus del Oeste del Nilo 
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3.3.1 Patogenia  
El VON se replica en las células dendríticas del sitio de inoculación y se disemina a los nódulos 

linfáticos y médula. La penetración viral al sistema nervioso central antecede a la estimulación de 

los receptores tipo toll-3 en las células dendríticas y se incrementan los niveles del factor de 

necrosis tumoral-α (TNFα). El virus infecta directamente a las neuronas, especialmente las 

células de la materia gris y de la médula espinal. En algunos casos el daño tisular se ha asociado a 

la respuesta inmune, lo cual contribuye a los cambios patológicos. Por otra parte las infecciones 

no fatales del virus parecen ser neutralizadas por el sistema inmune del hospedero, sin embargo; 

el virus puede persistir en algunos vertebrados (Hayes et al., 2005c; Hayes y Gubler, 2005a). 

 

 Un elevado porcentaje de las infecciones en humanos son asintomáticas, y en los casos clínicos 

se pueden presentar fiebre, síntomas gastrointestinales, encefalitis e incluso parálisis. Los signos 

clínicos no neurológicos son raros e incluyen hepatitis, pancreatitis, miocarditis, orquitis, 

manifestaciones oculares como corioretinitis. La infección del tallo cerebral así como del cordón 

espinal, puede causar parálisis muscular, parálisis diafragmática y parálisis intercostal, dando 

como resultado falla respiratoria (Hayes et al., 2005c).  

 

El periodo febril asociado a la infección puede durar varios días hasta meses; mientras que las 

manifestaciones neurológicas pueden estar presentes por meses o años. En el caso específico de 

infecciones en humanos, la forma neuroinvasiva de la enfermedad representa un 9%. En el caso 

de los equinos, tienen mayor posibilidad de desarrollarla, sin conocer la causa a la que se deba 

esta mayor susceptibilidad. Los signos que se presentan en caballos con encefalitis son debilidad, 

ataxia, incremento en la temperatura corporal, movimientos anormales, anorexia, el rechinar de 

los dientes y finalmente la postración y muerte (Hayes et al., 2005c). 
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3.3.2 Descripción Clínica 
a) Humanos 
La infección del VON en humanos causa manifestaciones subclínicas hasta la muerte. Las 

infecciones clínicas presentan una duración de 2-21 días después de la infección. Los casos sin 

manifestaciones neurológicas generalmente no requieren hospitalización, y son llamados Fiebre 

del Oeste del Nilo (FON), mientras que los neurológicos comúnmente comprenden 

meningoencefalitis, por lo que han sido llamados Meningoencefalitis del Oeste del Nilo (MON) 

(Petersen, y Marfin, 2004).  

 

Asnis et al., (2000) publicaron las observaciones en ocho pacientes con meningoencefalitis 

evaluados durante el brote de la ciudad de Nueva York en 1999. El cuadro clínico en este grupo 

fue similar al encontrado en Europa y el Medio Oriente. Los síntomas presentados fueron fiebre, 

síntomas gastrointestinales y cambio en el estado mental; la mitad de los pacientes presentó dolor 

de cabeza y debilidad muscular severa. Las manifestaciones clínicas en común fueron malestar 

general, fatiga, síntomas gastrointestinales, tremor, dolor abdominal, cambios sensorio-focales, 

faringitis, conjuntivitis, ataques y linfadenopatía. Causando hipertensión, diabetes mellitus y 

enfermedad de la arteria coronaria como problemas médicos secundarios (Komar, 2003a). 

 
b) Equinos 
La infección por el VON en caballos y otros equinos domésticos se clasifican desde 

asintomáticos hasta encefalitis fatal. Una alta proporción de caballos infectados desarrollan 

encefalitis comparados con los humanos. Estudios experimentales sugieren que cerca del 10% de 

los caballos infectados desarrollan la enfermedad clínica (Bunning et al., 2002). En caballos 

naturalmente infectados, la infección del VON típicamente causa cambios de actitud 

(somnolencia, apatía, aprehensión, depresión, o hiperexcitabilidad) y signos neurológicos como 

paresis y parálisis. Las lesiones histológicas se observan en el tallo cerebral y materia gris 

(Komar, 2003a). Sin embargo, la vigilancia epidemiológica en los equinos en el continente 

Americano requiere del diagnóstico diferencial para otras encefalitis equinas encontradas en esta 

región, tales como Encefalitis Equina Venezolana, virus de la Encefalitis Equina del Este y Oeste, 

virus de la Encefalitis de San Luis y virus de la rabia (Fernández-Salas et al., 2003).  
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c) Aves  
La mortalidad atribuida a la infección del VON en Norte América ha sido reportada en 198 

especies desde el 2002. Algunas especies de aves, especialmente los córvidos son altamente 

susceptibles. Generalmente los signos de infección incluyen letargia, recumbencia y en algunos 

casos, hemorragia (Komar et al., 2003b). Swayne et al., (2002) documentaron la postura anormal 

en un ganso doméstico (Anser anser domesticus). 

 

 A causa de los índices de infección natural en aves durante epizootias, la enfermedad en aves 

seropositivas podría ser difícil atribuirla a una infección por VON. Esto es particularmente un 

problema en aves cautivas en zoológicos y centros de rehabilitación en vida libre. En Norte 

América, mediante estudios histopatológicos se ha descrito la patogénesis natural, de la infección 

aguda del VON en aves de 14 especies, representada por ocho órdenes, y la infección 

experimental en gansos. La hemorragia cerebral, esplenomegalia, meningoencefalitis y 

miocarditis fueron las lesiones prominentes encontradas. Las células de Purkinge fueron 

particularmente el blanco de infección, excepto en córvidos. La causa de la muerte en muchas de 

estas aves fue probablemente por el deterioro múltiple de los órganos (Komar et al., 2003b). 

 

d) Otros vertebrados 
Las manifestaciones clínicas causadas por el VON en otros vertebrados permanecen 

desconocidas, así como en réptiles, anfibios y otros mamíferos. En Norte América, caimanes 

cautivos han muerto por la infección del VON. Infecciones fatales han sido reportadas de manera 

informal desde el 2002 en aproximadamente 20 especies de mamíferos además de caballos y 

humanos (Komar et al., 2003b). 

 
3.4 Vacunas para la prevención del virus del Oeste del Nilo 

3.4.1Vacunas de virus inactivado  
La vacunación con virus inactivados o modificados ha sido un mecanismo efectivo para la 

prevención de infecciones causadas por flavivirus en humanos y animales domésticos (Hoke et 

al., 1988; Xin, 1988). Actualmente existen dos vacunas disponibles en el mercado para equinos 

contra el VON; la primera es de virus inactivado y se encuentra disponible en EUA para utilizarla 

en caballos (Fort Dogde®). La protección de la vacuna fue del 94% en los animales vacunados 
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ante un desafío por vía parenteral con el virus del Oeste del Nilo. En México, la Productora 

Nacional de Biológicos Veterinarios (PRONABIVE) desarrolló una vacuna con virus inactivado 

que al ser evaluada en caballos mostró buenos resultados de protección, pero requiere de varios 

refuerzos para otorgar protección (Davidson et al., 2005). 

 

Minke et al., (2004) desarrollaron un canaripox (vCP2017) expresando los genes prM/E de la 

cepa aislada NY99 de VON. La capacidad protectora del vCP2017 fue probada en equinos 

vacunados a través de la picadura de mosquitos infectados. La vacuna indujo anticuerpos 

neutralizantes y confirió inmunidad por un año en los caballos. Posteriormente esta vacuna fue 

aprobada por la USDA para ser utilizada en esta especie. 

 
3.4.2 Vacunas Experimentales 
Davis et al., (2001) evaluaron una vacuna de ADN (pCBWN) que contenía los genes prM/E del 

VON. Cuatro caballos fueron vacunados con una sola dosis vía intramuscular. Se monitoreo la 

producción de anticuerpos neutralizantes mediante la prueba de reducción de la neutralización en 

placa (PRNT), en donde los caballos vacunados desarrollaron títulos de anticuerpos de ≥1:5 entre 

los 14 y 31 días post-vacunación. Para determinar si la vacuna podría proteger a los caballos de la 

infección fueron desafiados con aproximadamente 15 mosquitos infectados por el virus. Los 

caballos vacunados con el plásmido pCBWN permanecieron sanos después del desafío. En 

ninguno de ellos se detectó viremia o fiebre a los 14 días post-desafió, mientras que los caballos 

no vacunados presentaron la infección después de ser expuestos al virus, desarrollando siete de 

ellos viremia durante los primeros 6 días post-desafío. 

 

Pletnev et al., (2002) establecieron las bases para el desarrollo de una vacuna quimérica atenuada 

contra el VON. Construyeron 18 quimeras con un virus del Dengue tipo 4 (DEN4). Los genes 

para las proteínas estructurales prM y E del DEN4, fueron remplazados de la clona de cDNA por 

los genes correspondientes de la cepa NY99. Dos de las 18 clonas de la quimera WN/DEN4 

produjeron transcritos completos de ARN que eran infecciosos cuando se transfectaban células 

susceptibles. Las dos clonas infecciosas compartían un motivo en el dominio transmembranal 

localizado inmediatamente río abajo de la proteasa NS2B-NS3 (sitio que separa la proteína de la 

cápside en el DEN4 y la proteína prM del VON en la quimera), a diferencia de las 16 quimeras 
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no infecciosas. La quimera WN/DEN4 fue 28,500 veces menos neurovirulenta en ratones 

destetados inoculados vía intracerebral y 10,000 veces menos virulento en ratones adultos 

inoculados vía intraperitoneal. La quimera WN/DEN4 confirió protección ante un desafió letal 

del VON.  

 

Hall et al., (2003) probaron una vacuna de ADN que contenía una mutación en la proteína NS1 

del virus Kunjin (prolina-250/leucina) previamente atenuado en ratones destetados. El virus 

Kunjin fue aislado a partir de sangre de ratones inmunizados de 3-4 días después de la 

inoculación del DNA, demostrando que el ARN infeccioso fue transcrito en el sistema in vivo, 

sin embargo, ningún síntoma asociado al virus fue observado. Posteriormente 19 días post-

inmunización, se detectaron anticuerpos neutralizantes en suero de los animales inmunizados. 

Los animales inmunizados fueron desafiados con una dosis letal de la cepa NY99 o un virus 

Kunjin silvestre vía intracerebral o intraperitoneal, los ratones inmunizados con 0.1-1 µg de 

plásmido fueron completamente protegidos contra el VON. 

 

Pletnev et al., (2003) desarrollaron una vacuna quimérica para el virus del Oeste del Nilo 

(WN/DEN4) la cual presentaba una deleción de 30 nucleótidos (∆30) en la región no codificante 

3´ del virus del Dengue tipo 4. La viremia en monos vacunados con WN/DEN4-3´ ∆30 se redujo 

al 100% comparada con los monos infectados con el virus del VON o Dengue. Los resultados 

indicaron que la sola quimerización y la presencia de la mutación ∆30, independientemente 

contribuyen a la atenuación fenotípica viral en primates no-humanos. A pesar de los elevados 

niveles de atenuación en monos, las quimeras indujeron títulos de anticuerpos neutralizantes de 

moderados a altos y previnieron la viremia en monos desafiados contra el VON.  

 

Candela-Iglesias et al., (2005) clonaron las proteínas prM y E en un lentivirus. En este reporte se 

encontraron resultados alentadores en ratones, al utilizar un vector viral como sistema de 

expresión para estos antígenos, ya que se indujo una respuesta inmune celular y la producción de 

anticuerpos neutralizantes. Sin embargo los mismos autores destacan que la aplicación de este 

tipo de vacunas, involucra cuidados extensivos tanto en la producción como en su uso, debido a 

los riesgos durante su evaluación en la fase clínica. 
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Monath et al., (2006) desarrollaron una vacuna recombinante ChimeriVax-WN02, construida de 

una clona del virus 17D de la Fiebre Amarilla, en la cual se remplazaron los genes de las 

proteínas prM y E del 17D por los del virus del Oeste del Nilo. Pruebas preclínicas en monos 

definieron los sitios de replicación in vivo. La vacuna ChimeriVax-WN02 y 17D de la Fiebre 

Amarilla presentan una distribución similar pero diferentes cinéticas de replicación. Los sitios 

prominentes de replicación fueron la piel y órganos linfoides. Los virus fueron aislados de sangre 

al día 7 y de órganos al día 14. En el estudio clínico, monos adultos fueron inoculados con 5.0 x 

1010 unidades formadoras de placas (UFP) (n=30) o 3.0 x 1010 UFP (n=15) de ChimeriVax 

WN02, vacuna comercial YF (n=5) y placebo (n=30). La incidencia de eventos adversos en los 

animales que recibieron la vacuna fue similar a la del grupo placebo. La viremia transitoria fue 

detectada en 42 de los 45 animales vacunados con ChimeriVax-WN02 (93%) y cuatro de cinco 

animales vacunados con YF-Vax (80%). Todos los animales desarrollaron anticuerpos 

neutralizantes contra el virus del Oeste del Nilo, la vacuna ChimeriVax-WN02 rápidamente 

indujo una respuesta inmune después de haber administrado una sola dosis.  

 

Watts et al., (2007) midieron la eficacia de una vacuna recombinante para el virus del Oeste del 

Nilo en hámster. Los grupos de hámsteres fueron inmunizados vía subcutánea con la proteína de 

envoltura recombinante (80µg de E) con/sin la proteína NS1. Los animales vacunados fueron 

desafiados vía intraperitoneal con una cepa virulenta a las 2 semanas, 6 meses y 12 meses post-

vacunación. Los resultados para ambos tratamientos fueron similares, en ninguno de los casos se 

detectaron niveles de viremia post-desafío, tanto para los desafiados a las 2 semanas como a los 6 

meses. En contraste, el porcentaje de mortalidad en los animales desafiados a las 2 semanas fue 

del 73%, mientras que para los desafiados a los 6 meses fue del 53% comparados con el grupo 

control. Cuando se desafiaron 12 meses post-vacunación, se detectaron bajos niveles de viremia 

en algunos de los hámsteres vacunados, presentándose un solo caso de la enfermedad. En 

comparación con el grupo control el índice de mortalidad fue del 77%.  

 

Lieberman et al., (2007) utilizaron como sistema de expresión células de Drosophila S2 para la 

expresión de la proteína truncada de envoltura (80E) y NS1 del virus del Oeste del Nilo. Las 

proteínas purificadas fueron utilizadas en conjunción con el adyuvante ISCOMATRIX®, 

utilizando un esquema de vacunación en ratones con 1, 3 y 10 µg de la proteína 80 E, y 0, 0.3 y 1 



27 | P á g i n a  
 

µg de la proteína NS1. Los ratones fueron monitoreados para medir la respuesta inmune humoral 

y celular por la prueba de reducción de la neuralización en placa y ELISA, además de medir la 

proliferación de linfocitos y la producción de citocinas. Los resultados revelaron que las proteínas 

80E y la proteína NS1 indujeron altos títulos de anticuerpos neutralizantes. Los esplenocitos de 

los ratones inmunizados, mostraron proliferación y la producción de citocinas (INF-γ, IL-4, IL-5 

e IL-10). El nivel de proliferación de linfocitos y la producción de citocinas estimulados por el 

antígeno vacunal 80E y NS1 fueron comparables a los niveles obtenidos por la estimulación con 

el mitógeno (fitohemaglutinina) indicando una robusta respuesta celular. 

 

Jang-Hann et al., (2007) expresaron el dominio III de la proteína E del virus del Oeste del Nilo 

(WNVE III). La inmunización con la proteína recombinante fue administrada por vía 

intraperitoneal utilizando como adyuvante oligodeoxinucleótido (CPG-DNA) durante un periodo 

de tres semanas (3 inyecciones). Los ratones inmunizados generaron altos niveles de anticuerpos 

neutralizantes. El isotipo de IgG fue predominantemente IgG2a en los sueros murinos. Los 

cultivo de esplenocitos de los ratones vacunados con la proteína WNV E III, secretaron una 

amplia cantidad de INF-γ e IL-2 y mostraron proliferación de células T en presencia de la 

proteína WNV E III, desarrollando un tipo de respuesta inmune tipo Th1 contra el virus del Oeste 

del Nilo.  

 

3.5 Las vacunas comestibles 
A lo largo de la historia, se ha observado que la forma más eficaz de controlar y en algunos casos 

erradicar las enfermedades infecciosas es la vacunación. Mediante técnicas de biología molecular 

se ha contribuido en el desarrollo de nuevas estrategias para la producción de vacunas. Estas 

comprenden a las proteínas derivadas de agentes patógenos tales como virus, bacterias y 

parásitos. El cultivo de tejidos vegetales ha desarrollado diversos métodos como herramientas 

para la propagación clonal, hibridación somática, células en suspensión y protoplastos, para su 

transformación genética comenzando una función vital en el establecimiento de organismos de 

producción alternos (Tiwari et al., 2009).  
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La producción de vacunas en plantas transgénicas fue propuesta por primera vez en la década de 

los 90’s. El impacto de esta nueva tecnología radica en que todas las partes de la planta como 

hoja, semillas, raíz y frutos pueden ser utilizadas en la elaboración de productos biomédicos. Las 

vacunas de subunidades consisten en macromoléculas específicas que inducen una respuesta 

inmune protectora contra el agente patógeno. Estas vacunas son la consecuencia de la 

localización de antígenos responsables o involucrados en la inducción de la respuesta inmune 

protectora, el aislamiento de los genes correspondientes, y la producción de la proteína 

recombinante en el sistema de expresión. Estos avances en la ingeniería genética han hecho 

posible la introducción de genes exógenos a muchas especies vegetales como los cereales o las 

legumbres. Esta ventaja se ha empleado para producir vacunas que expresan genes de diversos 

antígenos en plantas, a este tipo de vacunas se les ha dado el nombre de “vacunas comestibles”. 

La producción de antígenos por este sistema resulta más atractiva ya que estas proteínas sufren 

procesos postraduccionales, como la glicosilación o la proteólisis que pueden optimizar su 

función (Faye et al., 2005).  

 

Actualmente, se han desarrollado una amplia variedad de vacunas comestibles de interés 

veterinario, donde se han obtenido resultados prometedores en las especies blancos para las 

cuales han sido diseñadas. Entre ellas se incluyen la expresión de los péptidos del virus 

epidémico de la diarrea porcina (PEDV) (COE) y (CO-26) en papa y tabaco, la glicoproteína S de 

la gastroenteritis transmisible del cerdo en maíz, papa, hojas de Arabidopsis y tabaco; la región 

antigénica (ESAT-6) de M. tuberculosis en hojas de Arabidopsis thaliana; la glicoproteína G del 

virus de la rabia en cacahuate, tabaco, jitomate, espinaca, zanahoria y maíz; el antígeno de 

superficie (SpaA) de Erysipelothrix rhusopathiae en tabaco; la proteína de fusión del virus de la 

enfermedad de Newcastle en arroz y maíz; la leucotoxina (LKT) de Manhemia haemolítica en 

hojas de trébol blanco; la proteína de la cápside (VP2) del parvovirus canino en hojas de 

Arabidopsis, virus del mosaico de chícharo y tabaco; la glicoproteína del virus de la estomatitis 

vesicular (VSVG) en tabaco; la proteína estructural VP60 del virus de la enfermedad hemorrágica 

del conejo (RHVD) en papa; la variante HA1/H5 del virus de la influenza aviar HA1/H5 en 

tabaco; la glicoproteína capsular antifagocítica (F1) de Yersina pestis en tabaco y jitomate; la 

proteína de la cápside del virus de Norwalk en tabaco y papa; la proteína de la cápside (VP2) del 

virus de la enteritis del mono (virus del mosaico del chícharo); la glicoproteína S del virus de la 
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hepatitis murina (virus del mosaico del tabaco); la proteína estructural VP1 del virus de la 

enfermedad Foot & Mouth en Arabidopsis, alfalfa, virus del mosaico del chícharo, virus del 

mosaico del tabaco y papa (Wigdorovitz et al., 2004; Dong et al., 2005; Dus Santos et al., 2005; 

Kang et al., 2005; Tacket, 2005; Tiwari et al., 2009) (Tabla 2). 

 

Entre las vacunas comestibles para uso humano se encuentran la subunidad enterotoxigénica 

termolábil de E. coli en tabaco, papa y maíz; la subunidad B de V. cholerae en papa; la subunidad 

A del pilus estructural de E. coli entreopatogénica en tabaco; la subunidad B de V. cholerae en 

tabaco, papa y jitomate; el antígeno de superficie del virus de la hepatitis humana en hojas y 

cultivos celulares de tabaco, papa, callos de lupin (leguminosa), soya y lechuga; la hemaglutinina 

del virus de sarampión en tabaco; las proteínas gp41, gp120 y el péptido V3 del virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) tipo I en virus del mosaico de alfalfa, chícharo y tabaco; la 

proteína G y de fusión del virus respiratorio sincitial en jitomate y tabaco; el péptido D2 de 

fibronectina de Staphylococcus aureus en tabaco y virus del mosaico de chícharo; la proteína F 

de Pseudomonas aeruginosa en el virus del mosaico de tabaco; el péptido de circumsporozoito de 

Plasmodium falciparum en tabaco; la oncoproteína del papilomavirus humano tipo 16 en tabaco, 

entre otros (Streatfield, 2003; Tiwari et al., 2009) (Tabla 2).  

 

Los niveles de expresión varían enormemente dependiendo de la proteína a expresar y la elección 

del tipo de planta utilizada. La especificidad del sistema de expresión muestra una fuerte 

influencia en los niveles de producción del antígeno. Factores como el genoma (núcleo Vs 

plásmido) (Daniell et al., 2001), las características del promotor (Chikwamba et al., 2002), la 

elección de secuencias líder, el procesamiento del mensaje (Richter et al., 2000) y la presencia de 

órganos blanco para la expresión de proteínas en la célula vegetal (Ritcher et al., 2000; Streatfield 

et al., 2003) entre otros, son algunos de los aspectos que pueden afectar el nivel de expresión. 

La importancia de expresar antígenos en genomas vegetales, ha sido con el objetivo de producir 

vacunas de subunidades (Dalsgaard et al., 1997; Brennan et al., 1999) (Tabla 2).  
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Patógeno/Hospedero Antígeno Sistema Expresión Referencia 
Cepa Enterotoxigénica de E. coli/ 

humano y cultivos animales 
Toxina B Termo-lábil Tabaco 0.001% PST/0.0002% Pf Haq et al., 1995

Cepa Enterotoxigénica de E. coli/ 
humano y cultivos animales 

Toxina B Termo-lábil Papa 0.2% PST/0.001% Pf Haq et al., 1995; Mason et 
al., 1995; Tacket et al., 1998; 

Lauterslager et al., 2001
Cepa Enterotoxigénica de E. coli/ 

humano y cultivos animales 
Toxina B Termo-lábil Maíz 10% PST/0.1% P Streatfield et al., 2001; 

Chikwamba et al., 2002 
Lamphear et al., 2002; 
Streatfield et al., 2003

V. cholera/humano Toxina de Cólera (CTB) Papa 0.3% PST/0.002% Pf Arakawa et al., 1997, 1998
E. coli Enteropatogénica/humano Pilus estructural sub. A Tabaco 8% PST/ 1% Pf da Silva et al., 2002

V. cholerae/humano Toxina de Cólera (CTB) Tabaco 4% PST/ 0.5% Pf Daniell et al., 2001
V. cholerae/humano Toxina de Cólera (CTB) Jitomate 0.04% PST/0.005% Pf Jani et al., 2002

V. cholerae, rotavirus, cepa Entero- 
toxigénica de E. coli/humano 

Toxina de Cólera B fusionada con la 
enterotoxina NSP4 de rotavirus 

Toxina de cólera A fusionada con el 
factor de colonización fimbrial de  E. coli 

CFA/1 

Papa 0.003% Pf Yu y Langridge, 2001 

Virus de la Hepatitis B/humano Antígeno de Superficie Tabaco 0.007% PST/ 0.0008% Pf Mason et al., 1992; 
Thanavala et al., 1995 

Virus de la Hepatitis B/humano Antígeno de Superficie Papa 0.002% Pf Richter et al., 2000; Kong et 
al., 2001 

Virus de la Hepatitis B/humano Antígeno de Superficie Callo de 
lupino 

0.00002% Pf Kapusta et al., 1999 

Virus de la Hepatitis B/humano Antígeno de Superficie Lechuga 0.0000006% Pf Kapusta et al., 1999 
Virus de la Hepatitis B/humano Antígeno de Superficie Papa 0.006% PST/ 0.00004% 

Pf 
Ehsani et al., 1997 

Virus de la Hepatitis B/humano Antígeno de Superficie Cultivos 
celulares de 

soya 

0.007% Pf Smith et al., 2002 
 

Virus de la Hepatitis B/humano Antígeno de Superficie Cultivos 
celulares de 

Tabaco 

0.0008% Pf Smith et al., 2002 

Virus de la Hepatitis B/humano Proteína Intermedia Papa 0.001% PST/ 0.000009% 
Pf 

Ehsani et al., 1997 

Virus de la Hepatitis C/humano Región hipervariable 1 de la proteína 2 
fusionada con la subunidad B de la de 

cólera 

Tabaco 0.04% PST/0.005% Pf Nemchinov et al., 2000 

Virus Norwalk/humano Proteína de la Cápside Tabaco 0.2% PST/0.03% Pf Mason et al., 1996 

Tabla 2. Vacunas de Subunidad Expresadas en Plantas para uso Humano y Veterinario
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Tabla 2. (Continuación) 

Patógeno/Hospedero Antígeno Sistema Expresión Referencia 
Sarampión/humano Hemaglutinina Tabaco 

 
Datos no publicados Huang et al., 2001; Webster 

et al., 2002 
Virus de la Inmunodeficiencia tipo 

I/humano 
Péptido de la proteína gp41 Chícharo Datos no publicados Porta et al., 1994 

Virus de la Inmunodeficiencia tipo 
I/humano 

Péptido V3 Proteína gp120 Tabaco 
 

Datos no publicados Yusibov et al., 1997 

Virus de la Inmunodeficiencia tipo 
I/humano 

Péptido V3 Proteína gp120 Jitomate 0.03% Pf Joelson et al., 1997 

Virus de la Inmunodeficiencia tipo 
I/humano 

Péptido de la proteína 
transmembranal gp41 

Chícharo 2% TPV/0.002% McLain et al., 1996; Durrani 
et al., 1998; Mc Inerney et 

al., 1999 
Virus de la Inmunodeficiencia tipo 

I/humano 
Péptido de la proteína 
transmembranal gp41 

Tabaco Datos no publicados Marusic et al., 2001 
 

Virus de la Inmunodeficiencia tipo 
I/humano 

Proteína de la Nucleocápside p24 Tabaco 0.4% PST/0.05% Pf Zhang et al., 2000; 2002 
 

Citomegalovirus/humano Glicoproteína B Semillas de 
Tabaco 

0.01% PST/0.00007% Pf Tackaberry et al., 1999 
 
 

Rhinovirus tipo 14/humano Péptido de la proteína VP1 Chícharo Datos no publicados Porta et al., 1994 
Virus Sincitial Respiratorio/humano Peptido dela proteína  G Tabaco 0.006% Pf Belanger et al., 2000 
Virus Sincitial Respiratorio/humano Proteína de fusión Jitomate 0.0003% Pf Sandhu et al.,  2000 

Staphylococcus aureus/humano Péptido D2 de fibronectina unido a 
la proteína FnBP 

Chícharo  4% TPV/0.005 Pf Brennan et al., 1999 
 

Staphylococcus aureus/humano Péptido D2 de fibronectina unido a 
la proteína FnBP 

Papa 2% TPV/0.0003 Pf Brennan et al., 1999 
 

Pseudomonas aeruginosa/humano Proteína F Chícharo 4% TPV/0.005% Pf Brennan et al., 1999; 
Gilleland et al., 2000 

Pseudomonas aeruginosa/humano Proteína F Tabaco Datos no publicados Staczek et al., 2000 
Plasmodium falciparum 

(malaria)/humano 
Péptidos de circumporozoito Tabaco 0.003% Pf Turpen et al., 1995 

 
Papilomavirus tipo 16/humano Oncoproteína E7 Tabaco 0.0004% Pf Franconi et al., 2002 

 
Virus Norwalk/humano Proteína de la cápside Papa 0.4% PST/ 0.003% Pf Mason et al., 1996; Tacket et 

al., 2000 
Virus Norwalk/humano Proteína VP6 Tabaco 0.005% Pf O´Brien et al., 2000 
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Tabla 2. (Continuación) 

Patógeno/Hospedero Antígeno Sistema Expresión Referencia 
Linfoma de células B/humano Cadena Simple Fv fragmento de Tabaco 0.003% Pf McCormick et al., 1999 

Bacillus anthracis Antígeno Protector Tabaco Datos no publicados Aziz et al., 1994 
Virus de la Rabia/humano 

Animales domésticos y silvestres 
Péptidos de la glicoproteína 

y nucleocápside 
Tabaco y 
Espinaca 

10% TPV/0.0005% Pf Yusibov et al., 1997; 
Modelska et al., 1998; 
Yusibov et al., 2002 

Virus de la Rabia/humano 
Animales domésticos y silvestres 

Glicoproteína Jitomate 1% PST/ 0.1%Pf McGarvey et al., 1995 

Virus Food & Mouth disease/animales Proteína estructural VP1 Arabidopsis Datos no publicados Carrillo et al., 1998 
Virus Food & Mouth disease/animales Proteína estructural VP1 Alfalfa Datos no publicados Wigdorovitz et al., 1999 
Virus Food & Mouth disease/animales Proteína estructural VP1 fusionada 

a β-glucoronidasa 
Alfalfa 0.004% PST/0.0005% Pf Dus Santos et al., 2002 

Virus Food & Mouth disease/animales Proteína estructural VP1 Chícharo Datos no plublicados Usha et al., 1993 
Virus Food & Mouth disease/animales Proteína estructural VP1 Tabaco 0.02% Pf Wigdorovitz et al., 1999 
Virus Food & Mouth disease/animales Proteína estructural VP1 Papa 0.01% PST/0.001% Pf Carrillo et al., 2001 
Virus de la Gastroenteritis transmisible/ 

cerdo 
Glicoproteína S Papa 0.07% PST/0.005% Pf Gómez et al., 2000 

Virus de la Gastroenteritis transmisible/ 
cerdo 

Glicoproteína S Tabaco 0.2% PST/0.03 Pf Tuboly et al., 2000 

Virus de la Gastroenteritis transmisible/ 
cerdo 

Glicoproteína S Semilla de Maíz 2% PST/0.02 Pf Streatfield et al., 2001;
Lamphear et al., 2002 

Rotavirus Bovino grupo A/bovinos Proteína VP6 Papa 0.002% PST/0.00001% Pf Matsumura et al., 2002 
Mannheimia haemolítica (pasteurelosis)/ 

bovinos 
Leucotoxina fusionada a GFP Ajo 0.5% PST/ 0.0009% Pf Lee et al., 2001 

Virus de la enfermedad hemorrágica/ 
conejo 

Proteína estructural VP60 Papa 0.3% PST/ 0.04% Pf Castanon et al., 1999 
 

Virus  de la enfermedad hemorrágica/ 
conejo 

Proteína Estructural VP60 Tabaco Datos no publicados Fernández-Fernández et al., 
1998 

Parvovirus canino/perro Proteína de la cápside VP2 Tabaco Datos no publicados Fernández-Fernández et al., 
1998 

Parvovirus canino/perro Proteína de la cápside VP2 
fusionada a β-glucoronidasa 

Arabidopsis 0.1% PST/ 0.003% Pf Gil et al., 2001 

Parvovirus canino/perro Proteína de la cápside VP2 Chícharo 2% TPV/ 0.002% PF Langeveld et al., 2001; 
Nicholas et al., 2001 

Virus de hepatitis murina/ratón Glicoproteína S Tabaco Datos no publicados Koo et al., 1999 
PST, Proteína soluble total; Pf, Peso fresco; TPV, Tamaño de la partícula viral (Streatfield et al., 2003 (b); Tiwari et al., 2009).
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3.6 El sistema Inmune Mucosal 
La inducción de la respuesta inmune mucosal inicia con el reconocimiento del antígeno por 

células especializadas llamadas células-M. Estas células están localizadas en las 

membranas mucosales o tejidos linfoides como las placas de Peyer en el intestino delgado. 

Las células-M conducen el antígeno por el tejido subalterno a las células presentadoras de 

antígenos (APC) que interna y procesan al antígeno. El resultado de la presentación de los 

epitopos antigénicos en las células APC de superficie y con la asistencia de células T 

colaboradoras, activan las células B. Las células B activadas migran a los linfonodos 

mesentéricos donde maduran dentro de las células plasmáticas y migran a las membranas 

mucosales para secretar inmunoglobulina A (IgA). Sobre el transcurso a través de la 

superficie epitelial mucosal hacia el lumen, el complejo de las moléculas de IgAs, la 

membrana secreta componentes para formar IgAs secretora (IgAs). Transportadas dentro 

del lumen, las IgA secretoras interactúan con los epitopos antigénicos y neutralizan la 

invasión de patógenos. Las vacunas derivadas de plantas inducen ambas respuestas, la 

respuesta mucosal y la respuesta inmune sistémica. Los niveles inducidos de IgA e IgG en 

suero proveen la capacidad de disminuir los síntomas clínicos causados por una infección 

con una cepa de virus atenuada de rabia (Walmsley y Arntzen, 2000). Las vacunas que 

estimulan la inmunidad mucosal presentan diferentes ventajas contra las vacunas 

tradicionales entre ellas se incluyen: 1) el potencial de conferir inmunidad sistémica y 

mucosal; 2) incremento en la estabilidad del biológico; 3) incremento de la vida media y 4) 

la eliminación de agujas y la necesidad de personal calificado en salud pública y 

especialistas en la administración de vacunas (Freytag y Clements, 2005). 

 

3.7 La Transformación Genética de Maíz 
Los primeros cereales transgénicos se obtuvieron por medio de la electroporación y 

tratamiento de los protoplastos con polietilenglicol. Estos ensayos fueron llevados con 

maíz, arroz y pastos forrajeros. Hasta 1990, estos métodos permanecieron como la vía 

principal para transformar monocotiledóneas. Posteriormente, el desarrollo del bombardeo 

de partículas permitió obtener plantas fértiles y se convirtió en el sistema más utilizado para 

transformar cereales.  
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El maíz es un sistema establecido con altos niveles de expresión y producción comercial de 

proteínas recombinantes y antígenos (Hood y Jilka, 1999). La comercialización de 

proteínas recombinantes como la avidina y la β-glucoronidasa purificadas de maíz, ha 

demostrado el potencial a gran escala para la producción de proteínas de uso terapéutico 

que conservan su integridad estructural y su actividad biológica (Hood et al., 1997; Witcher 

et al., 1998; Lamphear et al., 2002). De esta manera, uno de los principales objetivos de la 

transformación del maíz ha sido la expresión de antígenos de patógenos de humanos y 

animales. Se ha demostrado que los granos son un excelente sistema para el suministro de 

vacunas comestibles, ya que el antígeno puede permanecer durante largos periodos de 

tiempo sin la necesidad de refrigerar. La semilla de maíz es un sitio de almacenamiento 

natural de proteínas que podría ser aprovechado como un poderoso vehículo para la 

liberación de antígenos por vía oral (Lamphear et al., 2002). La bioencapsulación natural de 

las proteínas en el maíz, incrementa la vida media del antígeno en el intestino y promueve 

su liberación en la superficie mucosal (Modelska et al., 1998; Bailey, 2000; Streatfield et 

al., 2001; Streatfield et al., 2002; Lamphear et al., 2002; Guerrero-Andrade et al., 2006). 

Los antígenos que han sido expresados en maíz son los siguientes: la subunidad B de la 

toxina de Escherichia coli y la proteína S del virus de la gastroenteritis del cerdo 

(Streatfield et al, 2001); la proteína G del virus de la rabia (Loza-Rubio et al., 2008b), 

Gómez-Núñez, 2007); la proteína F del virus de Newcastle (Guerrero-Andrade et al., 2006) 

(Tabla 3). 

 

Tabla 3. Vacunas de subunidad expresadas en maíz. 

Patógeno/Hospedero Antígeno Sistema Expresión Referencia 
Virus de la Rabia/animales Proteína G Maíz 1.0% PST Loza-Rubio et al., 

2008 
Virus de la enfermedad de 

Newcastle/aves 
Proteína F Maíz 0.95% a 3% Guerrero-Andrade 

et al., 2006 
Coronavirus TEGV/cerdo Glicoproteína S Maíz 2% PST/0.02% 

Pf 
Streatfield et al., 

2001;Lamphear et 
al., 2002 

Cepa Enterotoxigénica de E. 
coli/humano y cultivos 

animales 

Subunidad B de la 
toxina termolábil 

Maíz 10% PST/0.1% 
Pf 

Streatfield et al., 
2001; Chikwamba 

et al., 2002, 
Lamphear et al., 

2002; Streafield et 
al., 2003 

PST, Proteína Soluble Total; Pf, Peso fresco  
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3.7.1 Los callos embriogénicos de maíz  
El callo embriogénico de maíz ha sido clasificado como tipo I y tipo II. El callo 

embriogénico tipo I describe un callo compacto, nodular y embriogénico, él cual prolifera 

como una mezcla de tejido complejo exhibiendo estructuras escutelares que generan 

embriones somáticos. Este callo es blanco y opaco, relacionado con su contenido de 

almidón. Del callo tipo I se pueden regenerar plantas, pero a diferencia del tipo II, no puede 

mantener la capacidad regenerativa por un año de tal manera que su propagación no se 

puede mantener por periodos prolongados. La regeneración de plantas a partir de este tipo 

de callo se da por la germinación del embrión (Emons y Kieft, 1995). 

 

El callo tipo II es friable, embriogénico, de crecimiento rápido con la presencia de 

numerosos embriones somáticos globulares (cuyo desarrollo es muy similar al cigótico) 

adheridos al callo por medio del suspensor; de color blanco a amarillento, como fue 

observado por Green Rhodes (1982), mantiene su capacidad tanto embriogénica como 

regenerativa por periodos largos: El callo tipo II se inicia directamente del escutelo y puede 

proliferar en toda la superficie del escutelo o bien, en otras ocasiones, únicamente en 

pequeños sectores (Emons y Kieft, 1995; Jiménez-Villalobos, 2006).  

 

La elección del callo embriogénico tipo II obedeció a las siguientes razones: este tipo de 

callo es suave y prolifera en un alto índice más que el callo tipo I, esto constituye un factor 

que puede contribuir a una alta densidad de células transformadas y un mejor índice de 

propagación del tejido transgénico (Aulinger et al., 2003). Además de cumplir con los 

requisitos necesarios de un sistema celular receptor: 1) las células blanco son accesibles o 

competentes para la introducción del ADN exógeno; 2) las células blanco son competentes 

a una transformación integrativa por la introducción de ADN durante el ciclo celular y la 

capacidad para la recombinación; 3) las células son capaces de sostener la división celular 

después de la transformación para permitir el desarrollo de un sector clonal transformado 

que pueda ser seleccionado y; 4) aquellos sectores clonales tienen la capacidad 

morfogenética para la regeneración de plantas fértiles (Kausch et al., 1995; Jiménez-

Villalobos, 2006). 
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3.7.2 Expresión del gen reportero uidA en plantas  
Entre los genes reporteros disponibles, el gen uidA (ß-glucuronidasa) es el más utilizado en 

la transformación de plantas, a pesar de que este tipo de ensayo es de naturaleza 

destructiva. La proteína ß-glucuronidasa (GUS) es una hidrolasa obtenida a partir de la 

bacteria intestinal Escherichia coli que cataliza la hidrólisis de una gran variedad de ß-

glucurónidos, la cual se encuentra codificada por un gen denominado uidA. La expresión 

del gen uidA en plantas genéticamente modificadas depende directamente de las 

características de la secuencia promotora unida al gen. En el caso de promotores 

constitutivos, la enzima GUS podría estar presente en todas las células de la planta. La 

cantidad de enzima por célula depende en la actividad del promotor. La acumulación de la 

enzima ocurre dentro del citoplasma, la cual no se encuentra sujeta a modificaciones 

postraduccionales (Jefferson y Wilson, 1991). Con la colaboración de un péptido que se 

une a la secuencia codificadora del transgén, el GUS es transportado a través de la 

membrana del retículo endoplásmico (Gillisen et al., 1998).  

 

Si bien la unión de glucurónidos naturales no produce productos coloreados, existen 

glucurónidos obtenidos artificialmente que cuando son unidos a la enzima ß-glucuronidasa 

liberan productos coloreados o fluorescentes. Uno de estos sustratos es el glucurónido di-

metil umbeliferona (MUG) que al ser unido con la enzima ß-glucuronidasa se libera 

metilumbeliferona (MU), éste puede ser detectado con alta sensibilidad gracias a su 

fluorescencia. Otro sustrato de la ß-glucuronidasa es el ácido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-ß-

D-glucurónico (X-Gluc®). Al ser unido a la enzima de un intermediario indoxilo inestable, 

incoloro, sufre una dimerización oxidativa para dar el producto final dicloro-dibromo 

índigo, de color azul e insoluble en agua.  

 

El X-Gluc® no es tan barato como el glucurónido di-metil umbeliferona, y al no fluorescer 

tiene una sensibilidad de detección menor. Sin embargo, es ideal para la detección 

histoquímica de la ß-glucuronidasa, ya que al ser hidrolizado por esta enzima se forma un 

precipitado insoluble que no se difunde fuera del tejido aún cuando se someta a procesos de 

fijación.  
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Para resumir, el MUG se utiliza para la medición precisa de la actividad en extractos crudos 

de tejidos, mientras que el X-Gluc® se usa para detección histoquímica del patrón de 

expresión de promotores génicos en diversos tejidos (Figura 7).  

 

 
 

Figura 7. Reacción de hidrólisis del sustrato cromogénico X-Gluc® (incoloro), que da 

como producto final el compuesto colorido 5-5´-dibromo-4-4´dicloro-índigo (de color 

azul) (Jefferson RA, 1987). 

 
Una amplia variedad de glucóronidos se encuentran disponibles comercialmente y podrían 

ser utilizados en análisis fluorométricos, espectrofotométricos, luminométricos e 

histoquímicos, tanto cualitativos, como cuantitativos (Gallagher, 1992; Jefferson, 1993). La 

actividad endógena de la β-glucoronidasa que podría ser responsable del incremento de la 

actividad enzimática podría ser fácilmente eliminada por tratamientos simples, como el 

incremento en el pH, la adición de metanol en el buffer de reacción o tratamiento con calor 

(Kosugi et al., 1990; Jefferson y Wilson, 1991; Hansch et al., 1995; Gillisen et al., 1998). 
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3.7.3 Resistencia al glufosinato de amonio  

El metabolismo endógeno del glufosinato en plantas es limitado y su degradación puede ser 

demasiado lenta, antes de que el herbicida cause lesión o la planta muera (Komoba y 

Sandermann, 1992; Muller et al., 2001; OECD, 2002). Por lo tanto los genes exógenos 

tienen que ser insertados para codificar una enzima que pueda desintoxicar al L-glufosinato 

rápidamente. La enzima es llamada fosfinotricin N-acetiltransferasa (PAT). La PAT puede 

convertir rápidamente al L-glufosinato al metabolito no fitotóxico N-acetil-L-glufosinato 

(NAG) mediante la acetilación del glufosinato, reduciendo o eliminando la posibilidad de 

que el glufosinato inhiba a la glutamina sintetasa (GS) (Figura 7) (D´Halluin et al., 1992; 

Drogue et al., 1992; Rasche, 1995; Vasil, 1996; Muller et al., 2001; OECD, 2002; Ruhland 

et al., 2004). El herbicida en su forma inactiva D-Glufosinato parece estar estable en las 

plantas debido a la acetilación L-específica de la enzima PAT (Drogue et al., 1992; Tan, 

2005; 2006).  

 

 
 

Figura 8. Plantas transformadas tolerantes al glufosinato de amonio que contienen la 

enzima PAT codificada por el gen bar o pat. La enzima PAT desintoxica rápidamente al 

glufosinato mediante la acetilación de este compuesto.  
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Dos tipos de genes han sido utilizados para transformar cultivos tolerantes al glufosinato. 

Uno de los genes, llamado bar aislado de Streptomyces hygroscopicus y el gen pat aislado 

de S. viridochromogenes que codifican para la enzima PAT (Rasche, 1995; Vasil, 1996; 

Wehrmann et al., 1996; Tan, 2006) Los dos genes son altamente similares aunque 

provienen de diferentes especies (Vasil, 1996). La enzima PAT codificada por los genes 

bar y pat son funcional y estructuralmente equivalentes y dentro de las plantas presentan un 

funcionamiento similar en las plantas transgénicas (Wehrmann et al., 1996). Si la enzima 

PAT es utilizada como marcador de selección en plantas transgénicas, niveles inferiores de 

la actividad de PAT son requeridas comparados a los niveles requeridos en cultivos 

tolerantes al glufosinato (OECD, 2002). Se han comercializado diversas especies tolerantes 

al glufosinato tales como maíz, algodón y canola (Duke, 2005). Sin embargo, la mayoría de 

los cultivos actualmente han sido transformados con el gen bar y pat por ser excelentes 

marcadores para la transformación (Dekler y Duke, 1995; Duke et al., 2002; Tan, 2006).  
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IV. Justificación 
En México hasta el 2003 se  habían reportaron las primeras evidencias serológicas de la 

circulación del virus del Oeste del Nilo (VON) en caballos y aves de 12 estados y 57 

municipios. Así mismo para el 2005 se tenían notificados 14 aislamientos procedentes de 

los estados de Tabasco, Tamaulipas, Sonora y Baja California. Aunque en humanos no se 

han detectado casos de infección los expertos en Vectores de la Secretaría de Salud 

sugieren que en nuestro país esta  pudiera ser la etapa previa a la aparición de brotes y que 

el virus se este adaptando a la ecología de los diferentes escenarios. El alto índice de 

diseminación del virus plantea un serio problema en salud pública y veterinaria en los 

siguientes años, si se considera que las vacunas disponibles en el mercado son derivadas de 

virus inactivado (Fort Dogde® y EquiVON®). El principal inconveniente de este tipo de 

inmunógenos es que al ser empleada en nuestro país, no se podría llevar a cabo una 

diferenciación entre los animales que han sido vacunados y los que pudieron haber 

adquirido la infección en el campo, es por esto que resulta indispensable la elaboración de 

imunógenos de nueva generación. La biotecnología basada en plantas permite la obtención 

de productos con alto valor farmacéutico como vacunas, proteínas terapéuticas, enzimas y 

sustancias químicas específicas, dentro de esta rama los callos embriogénicos han sido de 

los explantes comúnmente utilizados para la expresión de proteínas recombinantes, por ser 

un sistema particularmente útil para la transformación por biobalística y la producción de 

plantas transgénicas. En la actualidad se han expresado proteínas antigénicas de interés 

veterinario en plantas de maíz, considerándolo un sistema de expresión idóneo para la 

producción comercial de proteínas recombinantes que conservan su integridad estructural y 

su actividad inmunológica. Debido a esto el objetivo de este trabajo fue la expresión de la 

proteína E del virus del oeste del Nilo en callos embriogénicos de maíz tipo II  ya que las 

vacunas orales muestran diversas  ventajas  como son: una fácil manipulación genética, el 

no requerir de rigurosa cadena fría y solamente manejar los genes responsables de 

promover la inmunidad humoral y celular. 
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V. Hipótesis 
 

 Si se transforman callos embriogénicos de maíz con la construcción INIFAP-VON 

3301 que codifica al gen E del Virus del Oeste del Nilo, entonces se generará un 

cereal transgénico que exprese a la proteína recombinante. 
 
 
VI. Objetivo 

 
6.1 Objetivo General 
 

 Generar y caracterizar callos embriogénicos de maíz transgénicos que expresen la 

proteína E del virus del Oeste del Nilo. 
 
6.2 Objetivos específicos 
 
 

 Purificar y amplificar la construcción INIFAP-VON 3301. 
 
 

 Transformar callos embriogénicos de maíz tipo II mediante biobalística. 
 
 

 Mantener y proliferar callos de maíz tipo II transformados con el gen E del virus del 
Oeste del Nilo. 
 
 

 Expresión transitoria del gen reportero β-glucoronidasa en callos transformados con 
el plásmido INFAP-VON 3301 mediante pruebas histoquímicas y Western blot.  
 
 

 Identificar la expresión del gen E del Virus del Oeste del Nilo en callos 
embriogénicos de maíz transformados. 
 

 
 Identificar la expresión de la proteína E del virus del Oeste del Nilo en callos 

embriogénicos de maíz transformados. 
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VII. Materiales y Métodos 
7.1 Cultivo de callos embriogénicos de Maíz tipo II. 

El material biológico utilizado para la transformación genética fue proporcionado por el 

Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, del Departamento de Bioquímica de la Facultad 

de Química de la UNAM. Los callos embriogénicos de maíz tipo II fueron obtenidos de 

embriones inmaduros de 8-10 días de edad. El medio N6P fue empleado para la inducción y 

proliferación de los callos embriogénicos (Chu et al., 1975). Los cultivos celulares de maíz 

fueron mantenidos en crecimiento durante 3-4 meses previo a la transformación genética. 

 
7.2 Amplificación y purificación del vector INIFAP-VON 3301. 

La secuencia codificadora del gen E del VON de 1,502 pb, con número de acceso 

AY60002 se obtuvo del GenBank, la cual corresponde a la cepa aislada de un cuervo 

(Corvus corax) en el estado de Tabasco, México (TM-171-03). La secuencia fue clonada e 

incorporada al plásmido pCambia 3301 que contiene la fusión transcripcional del gen uidA 

(β-glucoronidasa), con el promotor constitutivo CAMV 35S del virus del mosaico de la 

coliflor, y el gen bar que codifica para la enzima fosfinotricin acetil-transferasa, que otorga 

resistencia al glufosinato de amonio utilizado como agente de selección en plantas. 

 

La construcción INIFAP-VON 3301 fue proporcionada por el proyecto “Desarrollo de una 

vacuna comestible en sorgo para la prevención del Virus del Oeste del Nilo” SAGARPA-

2004-24. Esta construcción se amplificó en células químicamente competentes DH5α 

mediante choque térmico y se purificó utilizando un kit comercial Maxiprep (Qiagen™) de 

acuerdo a las especificaciones del proveedor. Posteriormente el plásmido fue cuantificado 

en un nanofotómetro™ (INPLEN, n° cat. LKB529, Múnich, Alemania). 
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Secuencia del gen E del virus del Oeste del Nilo aislado en México. Región: 967-2469 nt. 
Las flechas indican las regiones correspondientes a los iniciadores diseñados para la RT-

PCR 
 
 

   ttca actgccttgg aatgagcaac agagacttct tggaaggagt 
gtctggagca acatgggtgg atttggttct cgaaggcgac agctgcgtga 
ctatcatgtc taaggacaag cctaccatcg atgtgaagat gatgaatatg 
gaggcggcca acctggcaga ggtccgtagt tattgctatt tggctaccgt 
cagcgatctc tccaccaaag ctgcgtgccc gaccatggga gaagctcaca 
atgacaaacg tgctgaccca gcttttgtgt gcagacaagg agtggtggac 
aggggctggg gcaacggctg cggactattt ggcaaaggaa gcattgacac 
atgcgccaaa tttgcctgct ctaccaaggc aataggaaga accatcttga 
aagagaatat caagtacgaa gtggccattt ttgtccatgg accaactact 
gtggagtcgc acggaaacta ccccacacag gttggagcca ctcaggcagg 
gagattcagc atcactcctg cggcgccttc atacacacta aagcttggag 
aatatggaga ggtgacagtg gactgtgaac cacggtcagg gattgacacc 
aatgcatact acgtgatgac tgttggaaca aagacgttct tggtccatcg 
tgagtggttc atggatctca acctcccttg gagcagtgct ggaagtactg 
tgtggaggaa cagagagacg ttaatggagt ttgaggaacc acacgccacg 
aagcagtctg tgatagcatt gggctcacaa gagggagctc tgcatcaagc 
tttggctgga gccattcctg tggaattttc aagcaacact gtcaagttga 
cgtcgggtca tttgaagtgt agagtgaaga tggaaaaatt gcagttgaag 
ggaacaacct atggcgtctg ttcaaaggct ttcaagtttc ttgggactcc 
cgcagacaca ggtcacggca ctgtggtgtt ggaattgcag tacactggca 
cggatggacc ttgcaaagtt cctatctcgt cagtggcttc attgaacgac 
ctaacgccag tgggcagatt ggtcactgtc aacccttttg tttcagtggc 
cacggccaac gctaaggtcc tgattgaatt ggaaccaccc tttggagact 
catacatagt ggtgggcaga ggagaacaac agatcaatca ccattggcac 
aagtctggaa gcagcattgg caaagccttt acaaccaccc tcaaaggagc 
gcagagacta gccgctctag gagacacagc ttgggacttt ggatcagttg 
gaggggtgtt cacctcagtt gggaaggctg tccatcaagt gttcggagga 
gcattccgct cactgtttgg aggcatgtcc tggataacgc aaggattgct 
gggggctctc ctgttgtgga tgggcattaa tgctcgtgat aggtccatag 
ctctcacgtt tctcgcagtt ggaggagttc tgctcttcct ctccgtgaac 
gtgcatgct 
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7.2.1 Cortes con Enzimas de Restricción. 

El plásmido INIFAP-VON 3301 se cortó con las enzimas de restricción Nco I (Invitrogen) 

y Kpn I (Invitrogen) para liberar el inserto de 1502 bp correspondiente al gen E del virus 

del Oeste del Nilo. La reacción se incubó durante 1 hora a 37°C y los productos fueron 

visualizados en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio, para corroborar la 

presencia del gen en la clona purificada.  

 

 
Figura 9. Esquema de la Construcción INIFAP-VON3301. En la parte inferior se puede 

observar la inserción de la secuencia codificante del gen E con los sitios de restricción para 

las enzimas Kpn I y Nco I que liberan un fragmento de aproximadamente 1,502 bp.  

 
7.3 Transformación genética mediada por biobalística. 

Se transformaron 100 callos embriogénicos de maíz con el vector INIFAP-VON 3301, 

mediante biobalística utilizando una pistola de baja presión. Los parámetros para la 

transformación genética fueron los siguientes: distancia 13 cm, presión de Helio 8 bar, 

vacío -21 In Hg, tamaño de la bala de tungsteno M5 (0.4 µm de diámetro) de acuerdo a los 

parámetros reportados por Jiménez-Villalobos, (2006). Como control negativo se 

bombardearon 20 callos de maíz con el vector pCambia 3301.  
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Los callos embriogénicos fueron mantenidos en medio de proliferación N6P durante 8 días 

posbombardeo, posteriormente fueron subcultivados en medio N6P con glufosinato de 

amonio a una concentración de 3.0 mg L-1 durante 3 meses, para seleccionar y proliferar las 

células que incorporaron al vector INIFAP-VON 3301. El control negativo se mantuvo en 

el mismo medio con el agente de selección. 

 

7.3.1 Prueba histoquímica de expresión transitoria (β-glucoronidasa).  

A las 48 horas posbombardeo se realizó la prueba histoquímica de expresión del gen 

reportero uidA en los callos embriogénicos de maíz, utilizando el protocolo reportado por 

Jefferson (1987). Los explantes fueron incubados con el sustrato X-Glu (PhytoTecnology), 

a 37°C durante 24 horas para observar el producto 5-5´dibromo-4,4´dicloro-índigo 

(coloración azul indígo) en los callos embriogénicos transformados. Los resultados fueron 

recopilados y documentados para su posterior análisis.  

 
7.3.2 Identificación de la proteína β-glucoronidasa mediante Western blot.  

Los callos transformados y el control negativo fueron molidos en nitrógeno líquido. De esta 

manera, se obtuvo el extracto crudo con la proteína soluble total (PST) y se cuantificó en el 

programa Microplate 5.3 BioRad® con un filtro de 590 nm y un coeficiente de correlación 

del 0.999. Los extractos crudos fueron separados mediante SDS-PAGE al 10%. Para 

visualizar las bandas de acuerdo a su peso molecular, uno de los geles fue teñido con una 

solución de azul brillante de Coomasie G-250. El gel restante se transfirió a una membrana 

de PDVF de 0.45µm (Millipore) durante 1 hora. Posteriormente se tiñó con rojo de 

Ponceau al 0.5% para visualizar el patrón de proteínas. La membrana fue tratada con las 

soluciones A y B “Blot Restore” (Millipore) para remover los residuos de la tinción. El 

bloqueo de la membrana se realizó en una solución salina fosfatada (PBS) al 5% de leche 

descremada durante 1 hora, a continuación se realizaron tres lavados con PBS, durante 10 

minutos y se incubó con el primer anticuerpo anti-β-glucoronidasa 1:1,000 (Invitrogen) 

durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente la membrana se lavó en tres ocasiones en PBS 

para remover el primer anticuerpo. El segundo anticuerpo anti-IgG de conejo 1: 10,000 

(Sigma, n° cat. A6154) se incubó durante 1 hora a 4°C. Las placas fueron reveladas con un 

kit de quimioluminiscencia HRP Immobilon™ Western (Millipore). 
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7.4 Identificación del gen E del virus del Oeste del Nilo mediante RT-PCR 

Para identificar la secuencia codificadora del gen E del virus del Oeste del Nilo en los 

callos de maíz transformados con la construcción INIFAP-VON 3301, se realizó una 

extracción de ARN total del tejido bombardeado con el gen de interés y el control, 

utilizando un protocolo previamente establecido en el laboratorio. A las muestras obtenidas 

se les realizó una RT-PCR con un kit de Qiagen® OneStep (Qiagen), utilizando iniciadores 

específicos previamente diseñados en el laboratorio para la cepa mexicana y que 

amplificaban un producto de 702 bp (Tabla 4). La secuencia de los oligonucleótidos fue la 

siguiente: WNVe+ Sentido 5’gac aag gag tgg tgg aca 3’; WNVe- antisentido 5’ att cca aca 

cca cag tgc 3´. El programa utilizado en la amplificación se describe a continuación: 

Síntesis de cDNA 45°C 60 minutos, PCR desnaturalización inicial 94°C 2 minutos, 

desnaturalización 94°C 30 segundos, alineación 50°C 2 minutos, extensión 72°C 1 minuto 

(40 ciclos) y una extensión final 72°C 10 minuto, utilizando como control positivo una 

vacuna inactivada para el virus del Oeste del Nilo (Fort-Dodge®, Iowa, USA). Los 

productos de RT-PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 0.8% teñido con bromuro 

de etidio.  

 

Tabla 4. Reacción de RT-PCR para el gen E del VON. 

Componente Volumen/Reacción Concentración Final 

Tampón 5x Qiagen OneStep RT-

PCR* 

4.0 µl 1x 

Mezcla de dNTP (10 mM) 2.0 µl 400 µM de cada dNTP 

WNVe+ sentido (12 µM) 1.0 µl 0.6 µM 

WNVe- antisentido (12 µM) 1.0 µl 0.6 µM 

Enzima Qiagen OneStep RT-PCR 2.0 µl -------- 

H2O libre de ARNasa 8 µl -------- 

ARN  2.0 µl 2 µg 

Volumen Total 20 µl  

* Contiene 12.5 mM de Cl2Mg 
Una concentración final del primer de 0.6 µM es óptimo para muchos sistemas iniciador-
molde. 
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7.5 Identificación del la proteína E mediante Western blot. 

Previó a la identificación de la proteína E del virus del Oeste del Nilo, se estandarizó la 

técnica de Western blot para titular el anticuerpo primario anti-West Nile virus 8150 

(Chemicon, n° cat. 92590), utilizando diluciones decrecientes del anticuerpo 1:1,000, 

1:2,500, 1:5,000 y 1:10,000, y como anticuerpo secundario anti-IgG de ratón (Amersham 

Bioscience, n° cat. NIF825) a una dilución 1:3,000. Los resultados muestran una banda de 

68 kDa correspondiente a la proteína E contenida en la vacuna comercial (Fort Dodge®). 

La concentración que se eligió fue de 1: 1,000 de anticuerpo primario para los ensayos de 

expresión de la proteína recombinante en los callos embriogénicos de maíz. Para el ensayo 

de expresión de la proteína recombinante del virus del Oeste del Nilo. Los callos 

transformados y el control negativo fueron molidos en nitrógeno líquido. De esta manera, 

se obtuvo el extracto crudo con la proteína soluble total (PST), y se cuantificó en el 

programa Microplate 5.3 BioRad® con un filtro de 590 nm, y un coeficiente de correlación 

del 0.999. Los extractos crudos fueron separados mediante SDS-PAGE al 10%. Para 

visualizar las bandas de acuerdo a su peso molecular, uno de los geles fue teñido con una 

solución azul brillante de Coomasie G-250. El gel restante se transfirió a una membrana de 

PDVF de 0.45µm (Millipore), durante 1 hora. Posteriormente se tiñó con rojo de Ponceau 

al 0.5% para visualizar el patrón de proteínas. Las condiciones del Western blot para la 

identificación de la proteína E en callos embriogénicos de maíz fue realizada bajo las 

mismas condiciones anteriormente mencionadas, utilizando anticuerpos específicos para la 

identificación de la proteína E de VON (ver materiales y métodos). Las placas fueron 

reveladas con un kit de quimioluminiscencia HRP Immobilon™ Western (Millipore, n° cat. 

WBKLS0500, Billerica USA). 

 

7.6 Cuantificación de la Proteína E expresada en callos embriogénicos de maíz. 

La cuantificación de la proteína E recombinante se llevó a cabo mediante densitometría, 

midiendo el área de la proteína E de VON, en comparación con concentraciones 

ascendentes previamente conocidas de albúmina sérica bovina (ASB) utilizada como 

control. Posteriormente, los resultados fueron analizados y extrapolados por gramo de peso 

seco, para conocer el porcentaje de expresión de la proteína heteróloga expresada en el 

sistema vegetal. 
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VIII. Resultados  
8.1 Análisis de restricción de la construcción INIFAP-VON 3301 

La construcción INIFAP-VON 3301 se cuantificó en un nanofotómetro obteniendo una 

concentración de 5.327 µg/µl en 100 µl y una relación A260/A280 de 1.934. Previo a la 

transformación, la construcción fue digerida con las enzimas de restricción para verificar la 

inserción de la secuencia codificadora del gen E del VON utilizando las enzimas Kpn I 

(Invitrogen) y Nco I (Invitrogen), a 37°C durante 1 hora y los productos de la reacción 

fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. En la figura 10 se muestra las digestiones 

de la construcción INIFAP-VON 3301, en la parte superior del gel se observa un producto 

de tamaño molecular superior a los 11,000 pb que corresponde al vector pCambia 3301. Por 

otra parte se visualiza un producto de aproximadamente 1,502 bp que corresponde a la 

secuencia codificadora del gen E del virus del Oeste del Nilo del aislado en México. En la 

parte inferior del gel se observa una banda de aproximadamente 400 bp que corresponde a 

un sitio de corte interno del gen para la enzima Kpn I (Figura 9). Este resultado sugiere la 

presencia de la secuencia codificadora del gen E del virus del Oeste del Nilo, dentro de la 

construcción INIFAP-VON 3301. Posteriormente la concentración tuvo que ser adecuada a 

1 µg/µl para la transformación genética de los callos embriogénicos de maíz. 

 
 

Figura 10.  Análisis de restricción de la construcción INIFAP-VON 3301 con las enzimas 

Kpn I y Nco I para liberar al gen E del virus del Oeste del Nilo de 1502 pb. Carril 1.- 

Marcador DNA 1 kb Ladder; carril 2.- Marcador DNA 100 pb Ladder; carriles 3 al 5.- 

Muestras del vector INIFAP-VON 3301 digerido con KpnI y NcoI. 
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8.2 Prueba histoquímica de expresión transitoria. 

Los resultados de la prueba histoquímica para la detección transitoria del gen reportero 

uidA en los callos embriogénicos de maíz transformados con la construcción INIFAP-VON 

3301, fue realizada a las 48 horas posbombardeo. Los callos transformados con la 

secuencia de interés, presentaron coloración azul índigo a consecuencia de la hidrólisis del 

sustrato X-Gluc® con la proteína β-glucoronidasa. En la figura 11 se muestran los 

resultados de la prueba histoquímica para la identificación transitoria del gen reportero uidA 

en callos embriogénicos de maíz transformados y no transformados. Las tonalidades azul 

índigo muestran la reacción cromogénica en los callos bombardeados con la construcción 

INIFAP-VON 3301 (Figura 11B) y control positivo (Figura 11C), que indican de manera 

temprana la incorporación del transgen en el genoma vegetal.  

 

 
 

Figura 11. Prueba hístoquímica para la expresión transitoria de la proteína β-glucoronidasa 

en los callos embriogénicos de maíz a las 48 horas posbombardeo. 11A) Callos 

embriogénicos de maíz bombardeados con balas M5; 11B) Callos embriogenicos de maíz 

bombardeados con la construcción INIFAP-VON3301 11C) Callos embriogénicos de maíz 

bombardeados con el vector pCambia 3301 (control positivo). Las tonalidades azul índigo 

muestran la expresión de la proteína  β-glucoronidasa.  
 

8.3 Identificación de la proteína β-glucoronidasa mediante Western blot.  

Para corroborar los datos obtenidos en la prueba histoquímica de expresión transitoria en 

los callos embriogénicos de maíz. La proteína β-glucoronidasa fue identificada mediante 

Western blot utilizando un extacto crudo de E. coli como control positivo. Se tomaron 

muestras representativas de los callos embriogénicos de maíz bombardeados con la 

construcción INIFAP-VON 3301, pCambia 3301 y control negativo (M5). De cada una de 

A B C
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las muestras se obtuvieron las proteínas solubles totales y se cargaron 50 µg de cada uno de 

los extractos crudos en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. 

En la figura 12 se muestra el gel de poliacrilamida teñido con azul brillante de Coomasie G-

250. 

 
Figura 12. Gel de poliacrilamida al 10% de extractos crudos de callos embriogénicos de 

maíz, a las 24 horas posbombardeo. MPM.- Marcador de peso molecular Benchmark 

preinstained protein, Invitrogen. Carril 1.- Extracto crudo de E. coli (control positivo); 

carril 2.- Callos embriogénicos transformados con el vector pCambia 3301; carriles 3 al 7.- 

Callos embriogénicos de maíz transformados la construcción INIFAP-VON 3301; carril 8- 

Callos embriogénicos bombardeados con balas M5. 

 

El patrón proteínico de los callos bombardeados con balas M5 fue similar a los 

bombardeados con el plásmido INIFAP-VON 3301 y pCambia 3301, debido a que a las 48 

horas, los callos embriogénicos no se encuentran en contacto con el agente de selección 

(figura 12). Sin embargo, se utilizó un Western blot para la identificación de la proteína β-

glucoronidasa mediante el empleo de anticuerpos específicos. Por lo tanto, las proteínas 

fueron transferidas a una membrana de PDVF para detectar la expresión del gen reportero 

uidA. En la figura 13 se muestran los resultados del Western blot donde se identificó la 

expresión de una proteína de peso molecular aproximado a los 66 kDa, que corresponde a 

la proteína β-glucoronidasa de maíz reportada por Kusnadi et al., (1998) en los callos 

181 kDa  
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 82 kDa 
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bombardeados con la construcción INIFAP-VON 3301, pCambia 3301, y en el extracto 

crudo de E. coli (control positivo), mientras que en el control negativo no se identificó la 

expresión de la proteína β-glucoronidasa. Sin embargo el anticuerpo policlonal reconoció 

dos proteínas de peso molecular de aproximadamente 70kDa y 75kDa.  

 

 
 

Figura 13. Identificación de la proteína β-glucoronidasa mediante Western blot en callos 

embriogénicos de maíz, a las 48 horas post-bombardeo. Carril 1.- Extracto crudo de E. coli 

2.- Callos embriogénicos transformados con el vector pCambia 3301 3 al 6.- Callos 

embriogénicos transformados con el plásmido INIFAP-VON 3301; 7.- Control negativo 

(sin ADN). Las flechas indican la expresión de la proteína β-glucoronidasa en los callos 

bombardeados de maíz y en el extracto crudo de E. coli. 

 

8.4 Identificación del gen E del virus del Oeste del Nilo mediante RT-PCR. 

Posteriormente, se identificó la incorporación del gen E del virus del Oeste del Nilo en los 

callos embriogénicos de maíz transformados con la construcción INIFAP-VON 3301, 

utilizando como control negativo callos embriogénicos transformados con el vector 

pCambia 3301, los cuales fueron mantenidos en medio N6P, con el agente de selección 

glufosinato de amonio durante 3-4 meses posbombardeo. A partir del ARN genómico del 

tejido vegetal se corrió una RT-PCR utilizando los iniciadores específicos para detectar al 

gen E de VON. En la figura 14 se muestra los resultados de la RT-PCR. Las muestras 

transformadas con la construcción INIFAP-VON 3301 amplificaron un producto 

aproximado de 700 pb, correspondiente al gen E del virus del Oeste del Nilo, en 

comparación al control negativo (carril 2). 
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En los callos embriogénicos de maíz tipo II bombardeados con la construcción INIFAP-

VON 3301 se identifico el transgen que codifica para la proteína E del VON mediante RT-

PCR (carriles 3-7). 

    

 
 
Figura 14. Identificación del gen E del virus del Oeste del Nilo en callos embriogénicos de maíz 

mediante RT-PCR. La flecha negra muestra un producto amplificado de alrededor de 700 bp 

correspondiente al gen E del VON. Carril 1.- Marcador de tamaño molecular 1Kb Plus DNA 

Ladder, carril 2.- Callos bombardeados con el vector pCambia 3301 (control Negativo), carriles 3 

al 7.- Callos de maíz transformados con el plásmido INIFAP-VON 3301.  

 

8.5 Titulación del anticuerpo antiWest-Nile Virus 8150, mediante Western blot. 

Previo a la identificación de la proteína E del virus del Oeste del Nilo en los callos 

embriogénicos de maíz, se estandarizó la técnica de Western blot para identificar la 

proteína E vacunal realizando diluciones decrecientes del anticuerpo monoclonal anti-West 

Nile Virus 8150. En la figura 15, se muestran los resultados de la titulación del anticuerpo. 

A partir de la dilución 1: 5,000 a la dilución 1: 1,000 se identificó la proteína E contenida 

en la vacuna comercial (Fort-Dodge), con un peso molecular mayor a los 64 kDa, por lo 

que se decidió utilizar la concentración 1: 1,000, para ensayos posteriores debido a que se 

obtenía mayor señal.  
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Figura 15. Titulación del anticuerpo monoclonal anti-West Nile virus 8150 a partir de la 

proteína E vacunal (Fort Dodge). MPM.- Marcador Benchmark protein ladder. Carril 1.- 

Dilución 1:10,000; carril 2.- 1:5,000; carril 3.- 1: 2,500; carril 4.- 1:1,000. Las flechas 

indica la expresión de la proteína E vacunal del virus del Oeste del Nilo. 

 

8.6 Identificación del la proteína E mediante Western blot. 

Los callos embriogénicos que presentaron la incorporación del gen E del VON en el ARN 

genómico, se analizaron mediante western blot, para identificar la expresión de la proteína 

E recombinante. Para ello se utilizaron muestras representativas de cada uno de los 

diferentes lotes de callos transformados con la construcción INIFAP-VON 3301. Las 

muestras fueron molidas en nitrógeno líquido y se obtuvo la proteína soluble total (PST). 

Como controles negativos se utilizaron callos embriogénicos transformados con el vector 

pCambia 3301.  

 

Las proteínas fueron transferidas a una membrana de PDVF e incubadas con el anticuerpo 

monoclonal anti-West Nile virus 1: 1,000. En la figura 16 se muestra el patrón proteínico 

de los callos embriogénicos teñidos con rojo de Ponceau. Las muestras transformadas con 

la construcción INIFAP-VON 3301 presentan una proteína de aproximadamente 68 kDa 

comparada con los callos negativos. En la figura 16 se identificó la expresión de la proteína 

E del virus del Oeste del Nilo en los callos embriogénicos bombardeados con la secuencia 

codificadora del gen E, mediante el uso del anticuerpo monoclonal anti-West Nile virus 

8150 (Chemicon®). En el carril 1 se puede identificó la proteína E contenida en la vacuna 

(FortDodge®) la cual presenta un peso aproximado superior a los 64 kDa.  
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Figura 16. Transferencia de los extractos crudos de callos embriogénicos bombardeados a 

la membrana de PDVF teñida con rojo de Ponceau al 0.5%. MPM.- Marcador Benchmark 

protein ladder. Carril 1.- Proteína E vacunal (FortDodge®); carriles 2 al 5 y 7 -8.- Callos 

embriogénicos de maíz transformados con la construcción INIFAP-VON 3301; carril 6.- 

Control negativo (pCambia 3301). La flecha negra muestra la proteína de alrededor de 68 

kDa en los cultivos transformados con la secuencia de interés. 

 

Los resultados del Western blot se muestran en la figura 17 en la que se observa la 

expresión de la proteína E recombinante del virus del Oeste del Nilo en callos 

embriogénicos de maíz, mantenidos con el agente de selección glufosinato de amonio 

durante 3-4 meses. 

  
             
 
                 
 

 

 

 

 

Figura 17. Identificación de la proteína E recombinante en callos embriogénicos de maíz 

mediante Western blot. MPM.- Marcador Benchmark protein ladder. Carril 1.- Proteína E 

vacuna comercial (Fort Dodge®); carriles 2 al 5 y 7 -8.- Callos embriogénicos de maíz 

transformados con la construcción INIFAP-VON 3301; carril 6.- Control negativo 

(pCambia 3301). La flecha negra indica la expresión de la proteína E recombinante del 

VON de aproximadamente 68 kDa. 
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8.7 Cuantificación de la proteína E expresada en callos embriogénicos de maíz. 

La cuantificación por densitometría fue llevado mediante la resolución de los extractos 

crudos de los callos embriogénicos en un gel de poliacrilamida al 10%, midiendo el área de 

la proteína E detectada en el Western blot, comparándola con concentraciones previamente 

conocidas de albúmina sérica bovina, utilizada como control (figura 18). Posteriormente se 

llevó a cabo un análisis de regresión, para conocer la cantidad de proteína E recombinante 

en los 50 µg de proteína soluble total (PST), cargados en el gel de poliacrilamida. 

Finalmente se realizaron los cálculos correspondientes para conocer la cantidad presente 

por un gramo de peso seco del tejido vegetal. Los resultados mostraron que en un gramo de 

peso seco de callos transgénicos de maíz se encuentran 86 µg de la proteína E recombinante 

del virus de Oeste del Nilo, por lo que el porcentaje de expresión de la proteína fue del 

0.86% de la proteína soluble total (PST).  
 

 
 
Figura 18. Gel de poliacrilamida al  10% de extractos crudos de callos embriogénicos de 

maíz. Carril 1.- Marcador Benchmark protein ladder, carril 2.- Proteína E vacuna comercial 

(Fort Dodge®); carriles 3 al 6 y 8 al 9.- Callos embriogénicos de maíz transformados con 

la construcción INIFAP-VON 3301;  carril 7.- Control negativo transformado con el vector 

pCambia 3301. La flecha negra indica la proteína cuantificada en la densitometría. 

 

 
 

Figura 19. Curva de albumina sérica bovina para la cuantificación de la proteína E del 

virus del Oeste del Nilo en callos transgénicos de maíz tipo II. Carril 1.- 1 µg de ASB; 

carril 2.- 2 µg de ASB; carril 3.- 3 µg; carril  4.- 4 µg; carril 5.- 5 µg; carril 6.- 6 µg y carril 

7.- 7 µg. 
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IX. DISCUSIÓN 
En este estudio se reporta la transformación genética de callos embriogénicos de maíz tipo 

II (Zea mays L), que expresan la proteína E del virus del Oeste del Nilo. Los callos 

embriogénicos transformados con la construcción INIFAP-VON 3301 expresaron una 

proteína de peso aproximado a los 68 kDa, la cual fue identificada con el anticuerpo 

monoclonal anti-West Nile virus 8150 (Figura 17). La proteína E expresada en los callos 

embriogénicos presentó un ligero incremento en su peso molecular en comparación con la 

proteína control (Fort Dodge®). La razón posible del incremento en el peso molecular de la 

proteína E, es que al ser expresada en los callos embriogénicos de maíz podría sufrir 

algunos procesos postraduccionales, tales como: glicosilación o proteólisis lo que pudiera 

optimizar su función según lo reportado por Faye et al., 2005. La traducción de la proteína 

E recombinante expresada en los callos de maíz tipo II, parece conservar los sitios 

antigénicos en el epítope que reconoce el anticuerpo monoclonal anti-West Nile virus 8150. 

El cual ha sido utilizado en la detección de anticuerpos en pollos mediante la técnica Mac-

ELISA, así como, en estudios antigénicos, y en pruebas inmunohistoquímicas, mostrando 

una alta sensibilidad y especificidad para el virus del Oeste del Nilo y virus Kunjin (Groves 

et al., 2008; Adams et al., 1994; Scherret, 2001; Höfle et al., 2008). Este resultado sugiere 

la posible conservación de uno de los epítopes de la proteína E expresada en los callos 

embriogénicos transformados, por lo que podría estimular la producción de anticuerpos 

neutralizantes contra el virus del Oeste del Nilo y así, convertirla en una alternativa para el 

desarrollo de una vacuna comestible.  

 

La producción de proteínas recombinantes en semillas de maíz ha sido ampliamente 

estudiada, produciendo proteínas inmunógenicas para diversas enfermedades relevantes en 

la salud animal, por ejemplo: Lamphear et al., (2002) y Streatfield et al., (2001) reportaron 

la expresión de la glicoproteína S del virus de la gastroenteritis del cerdo en maíz 

obteniendo un índice de expresión de 0.8% al 1.0% y 2% de la PST, respectivamente. 

Guerrero-Andrade et al., (2006) reportaron la expresión de la proteína de fusión del virus 

de la enfermedad de Newcastle en granos transgénicos de maíz. Los índices de expresión 

de la proteína F recombinante en las líneas transgénicas obtenidas fue del 0.95% al 3% de 

la proteína soluble total (PST), la cual fue cuantificada mediante densitometría.  
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Por otra parte, Loza-Rubio et al., (2008b) reportaron la expresión de la glicoproteína G del 

virus del la rabia en semillas transgénicas de maíz obteniendo un índice de expresión del 

1% de la PST, cuantificada mediante densitometría. El índice de expresión de la proteína E 

obtenida en callos transformados de maíz fue del 0.86%, la cual fue cuantificada mediante 

densitometría. La expresión de la proteína E recombinante se encuentra dentro de los 

niveles de expresión reportados 0.8-3%. Sin embargo, si se toma en cuenta que la expresión 

de la proteína E del VON fue en callos embriogénicos y no en las semillas de maíz, 

muestran un incremento en la expresión al ser comparados con los obtenidos en cultivos 

celulares de tabaco 0.007% de la PST, y soya 0.0008% PF reportado por (Smith et al., 

2002). La transformación genética en plantas está dirigida a una adecuada elección del tipo 

de explante y el uso de promotores específicos para la expresión genética. La elección del 

tipo de explante se tomó en cuenta de acuerdo al índice de proliferación que presentan los 

callos embriogénicos de maíz tipo II, comparados con el tipo I, lo que constituye un factor 

importante en la contribución a una alta densidad de células transformadas y un mejor 

índice de propagación del tejido transgénico (Aulinger et al., 2003).  

 

En este estudio la transformación mediante el método de biobalística, mostró ser un método 

eficaz para la transformación de callos embriogénicos de maíz.  La inserción del transgén 

mediante RT-PCR mostró la amplificación de un producto aproximado a las 700 pb, que 

correspondía a la expresión del gen  E del virus del Oeste del Nilo (Figura 14), sugiriendo 

la incorporación y la trascripción del gen de interés en el genoma vegetal. La inserción del 

transgen varía de acuerdo al método de transformación. Los métodos comúnmente 

utilizados en cultivo de tejidos vegetales es mediante biobalística y la infección por 

Agrobacterium tumefasciens. Southgate et al., (1995) reportaron que en el método de 

biobalística, sólo el 7.5% de las partículas bombardeadas, se encuentran dentro del núcleo, 

mientras que un 79.8% se localizan dentro de vacuolas celulares y un 12.7% en el 

citoplasma. Esto recae en que sólo un pequeño porcentaje de células incorporan el transgen 

dentro de su genoma. Por lo tanto, es indispensable realizar cinéticas de crecimiento del 

cultivo  para identificar en que momento se lleva a cabo la fase exponencial, para optimizar 

la incorporación del transgen en el ADN genómico.  
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El uso de genes que confieren resistencia al agente de selección en plantas (bar o pat), es 

indispensable para la selección y proliferación de las células transformadas. La mayoría de 

las estrategias para la selección en plantas, se basa en la inhibición del crecimiento de las 

células no trasformadas, es decir se hace uso de un sistema de selección positiva (Klein et 

al., 1993; Jiménez-Villalobos, 2006).  

 

Los genes reporteros han sido de gran utilidad, para la detección temprana de explantes 

transformados, uno de los genes reporteros comúnmente utilizados en plantas es el gen 

uidA, que codifica para la proteína β-glucoronidasa. Para identificar a las 48 horas 

posbombardeo se realizó una prueba de expresión transitoria en los callos embriogénicos de 

maíz bombardeados y controles para la identificación de la proteína β-glucoronidasa. Los 

resultados de la prueba histoquímica mostraron zonas de coloración azul índigo en los 

explantes transformados con la secuencia y controles positivos (Figura 11B y 11C). Los 

callos embriogénicos bombardeados solamente con balas M5 (control negativo), 

presentaron pequeñas zonas con coloración azul menos intensas (Figura 11A), la causa 

probable de esta coloración podría deberse a la expresión endógena de la proteína β-

glucoronidasa en maíz aunque hasta el momento no ha sido reportada. Los callos 

embriogénicos de maíz tipo II transformados con el plásmido pCambia 3301 y la 

construcción INIFAP 3301 mostraron la expresión de la proteína β-glucoronidasa, como 

resultado de la inserción del trangen uidA en los callos embriogénicos de maíz tipo II. En 

base a los resultados de la prueba histoquímica, se realizó un Western blot utilizando un 

anticuerpo policlonal para la detección de la proteína β-glucoronidasa. Los resultados 

mostraron la expresión de una proteína de 66 kDa en los callos embriogénicos de maíz  

bombardeados con la construcción INIFAP-VON 3301 y control positivo. La expresión de 

la proteína de 66 kDa detectada en el Western blot en los callos bombardeados con la 

construcción que contiene al gen reportero concuerda con la proteína β-glucoronidasa 

expresada en maíz (Kusnadi et al., 1998) (Figura 13). Jefferson y Wilson (1991) 

argumentaron que la expresión endógena del gen uidA podría ser por el incremento en la 

actividad enzimática, y a su vez esta podría ser fácilmente eliminada por tratamientos 

simples, como el incremento en el pH, la adición de metanol al buffer de reacción o por 

tratamiento con calor (Kosugi et al., 1990; Jefferson y Wilson, 1991, Hansch et al, 1995; 
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Gillisen et al, 1998). En los ensayos realizados para la prueba histoquímica, se modificó el 

buffer de fosfatos a diferente pH; para disminuir la expresión del gen reportero uidA en 

callos embriogénicos de maíz no transformados, se observó que a un pH de 8.8 la expresión  

disminuía de manera importante, pero no se lograba erradicar por completo. Mascarenhas y 

Hamilton (1992) argumentaron que la prueba de expresión transitoria del gen uidA en 

cultivos celulares, presenta una alta sensibilidad por el sustrato, pero suele estar propenso a 

la producción artefactos. Por tal motivo en este estudio se consideró necesaria la aplicación 

de pruebas complementarias para la identificación del gen reportero uidA.  

 

Una de las prioridades en el establecimiento de un protocolo de transformación genética de 

plantas es la elección del promotor y la naturaleza del explante en donde se desea expresar 

el gen de interés. La expresión de la proteína E del virus del Oeste del Nilo fue dirigida por 

el promotor CaMV35S del virus del mosaico de la coliflor que presenta diversas 

características de interés como son: ser de naturaleza constitutiva, lo que permite la 

expresión del transgen en todas las partes de la planta, estar ampliamente probado en 

especies dicotiledóneas y monocotiledóneas, en donde se han reportado altos niveles de 

expresión del transgen (Gandhi et al., 1999). Wally et al., (2008) compararon la expresión 

de la proteína β-glucoronidasa con cinco diferentes promotores en raíces y hojas de 

zanahoria (Daucus carota L.). Los resultados que obtuvieron fueron altos niveles de 

expresión de la proteína β-glucoronidasa en plantas con el promotor CaMV35S, Doble 

CaMV35S (DCaMV35S) y el promotor de ubiquitina UBQ3, en comparación cuando 

fueron dirigidas por los promotores mannopine sintasa (mas2) y el promotor de 

Agrobacterium rhizogenes (rolD). Los altos niveles de expresión de la proteína β-

glucoronidasa fueron observados en raíces y tejidos vasculares de las plantas transformadas 

con el promotor CaMV35S, DCaMV35S y UBQ3. Cuando la expresión de la β-

glucoronidasa fue cuantificada, el promotor UBQ3 presentó un mayor nivel de actividad en 

raíces de plantas maduras, pero los promotores CaMV35S y DCaMV35S presentaron 

mayores niveles de actividad en las hojas de las plantas. El promotor CaMV35S del virus 

del mosaico de la coliflor mostró ser eficaz para la expresión a nivel transcripcional y 

traduccional de la proteína E del virus del Oeste del Nilo en callos embriogénicos de maíz 

tipo II.  
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Prakash et al., (2008) compararon el efecto de dos promotores en maíz: Os-Actina1 de 

arroz y CaMV35S. Utilizó como explante 5,000 embriones inmaduros repartidos en cuatro 

experimentos independientes para cada uno de los dos promotores. Los niveles de callos 

resistentes fueron más altos con el promotor Os-Actina1 en comparación al promotor 

CaMV35S en todos los experimentos. No existieron diferencias entre la frecuencia de 

regeneración o en las características morfológicas de las plantas obtenidas con ambos 

promotores, aunque el índice de escapes fueron bajos en los callos transformados con el 

promotor Os-Actina1, en comparación al promotor CaMV35S. El menor número de copias 

de la inserción fue significativamente alto con el promotor CaMV35S. Con base en estos 

resultados, los autores infieren que el tipo de promotor es un factor importante que se debe 

considerar en el establecimiento de protocolos de transformación, teniendo influencia no 

solamente en la frecuencia de transformación, si no también en el número de copias del 

inserto en las plantas transgénicas. Debido a que un mayor número de copias insertado en el 

DNA genómico de la planta, pudiera ocasionar silenciamiento del gen de interés. 

 

Las semillas de maíz presentan características atractivas incluyendo; 1) la producción y 

almacenamiento de proteínas recombinantes; 2) establecimiento de la infraestructura para la 

producción, cultivo, transporte, almacenamiento, y procesamiento; 3) disminución en los 

costos de producción; 4) libre de contaminantes patógenos; 5) la relativamente fácil 

manipulación genética para la producción de plantas transgénicas que expresen proteínas 

antigénicas de interés. A lo largo del tiempo tres diferentes compañías han desarrollado 

productos utilizando maíz para la producción de proteínas, incluidas ProdiGene, Epicyte 

Pharmaceuticals Inc. y Monsanto Company. En este estudio no se logró la obtención de 

plantas adultas de maíz debido a que las plantas regeneradas obtenidas en condiciones in 

vitro, al momento de aclimatizarlas, no lograron continuar su crecimiento, probablemente 

como respuesta a los cambios en el medio ambiente y las condiciones de estrés a las que 

fueron sometidas, dando como resultado la muerte de la plántula (Green, 1892); por lo que 

como recurso final se utilizaron los callos embriogénicos de maíz, para la expresión de la 

proteína E recombinante del virus del Oeste del Nilo.  
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La bioencapsulación natural de las proteínas en callos embriogéncos o granos de maíz, 

puede incrementar su vida media en el intestino y promover la presentación del antígeno en 

la superficie mucosal. Si bien la infección del virus del Oeste del Nilo se da por vía 

sistémica y nuestra vacuna principalmente induce la producción de anticuerpos a nivel 

mucosal, se ha observado que para otras enfermedades este tipo de vacunas puede producir 

anticuerpos neutralizantes e inducir una respuesta inmune celular capaz de conferir 

protección ante el desafió contra cepas letales (Loza-Rubio, 2008; Rojas-Anaya, 2009).  

 
La biotecnología en plantas es un área relativamente nueva para la obtención de productos 

de gran valor como vacunas, proteínas terapéuticas, enzimas y químicos específicos. Los 

costos relativos utilizando plantas o cultivos celulares como biorreactores, se estiman a ser 

de 20 a 1000 veces menores, comparado con sistemas de células de mamíferos o animales 

transgénicos, respectivamente. Se sugiere que el empleo de este sistema de expresión 

podría ser viable para la expresión de antígenos humanos y de interés veterinario.  
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X. CONCLUSIÓN 
 
 
 
 
 

  Se logró expresar una proteína de aproximadamente 68 kDa en callos 
embriogénicos de maíz tipo II, que de acuerdo a los ensayos de RT-PCR y Western 
blot se trata de la proteína E del virus del Oeste del Nilo, manifestándose con una 
expresión de 0.86 µg/g de PST. 

 
 
 
 
 
XI. PERSPECTIVAS 
 
 
 
 
 

 Realizar espectrometría de masas a la proteína obtenida con el propósito que se trata 
de la proteína E del virus del Oeste del Nilo.  

 
 
 
 
 

 Realizar ensayos inmunogénicos en animales de laboratorio, para evaluar a la 
proteína expresada en callos embriogénicos de maíz tipo II. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



63| P á g i n a  
 

XII. ANEXO 
 
MEDIOS Y SOLUCIONES 
 
Preparación de partículas de Tungsteno Guerrero Andrade (1998). 
 

1. Pesar 60 mg de partículas de tungsteno de 0.4 µm de diámetro y colocarlas en un tubo de 
centrífuga de 15 ml. 

2. Añadir 2 ml de ácido nítrico y 1 ml de agua desionizada estéril, sonicar brevemente. 
3. Centrifugar los tubos a 10,000 r.p.m. durante 10 a 30 segundos. 
4. Eliminar el sobrenadante y se agregar 1 ml de etanol absoluto, sonicar brevemente. 
5. Centrifugar brevemente de 10 a 30 segundos a 10,000 r.p.m. 
6. Eliminar el etanol y agregar 1 ml de agua desionizada estéril, sonicar brevemente. 
7. Separar en alícuotas 200 µl de la suspensión en tubos de 1.5 ml. 
8. Añadir 750 µl de agua desionizada estéril a cada tubo. 
9. Almacenar las alícuotas a -20°C. 

 
Adsorción del DNA a las micropartículas. (Klein et al, 1988) 
 

1. En un tubo 1.5 ml se colocan 50 µl de la suspensión de micropartículas de tungsteno. 
2. Se adiciona 5 µl de DNA (1µg µl -1).  
3. Añadir 50 µl de cloruro de calcio (CaCl2) 2.5 M y 20 µl de espermidina 0.1 M por 

separado. 
4. Homogenizar los componentes por pipeteo durante 2 minutos. 
5. Centrifugar la mezcla durante 5 a 10 segundos a 13,000 rpm. 
6. Eliminar 100 µl del sobrenadante. 
7. Resuspender las micropartículas en el líquido remanente (25 µl). 
 

 
Prueba de expresión transitoria de GUS (Jefferson, 1987) 
 
 

1. Los explantes bombardeados se colocan en tubos de cristal y a cada uno se le agrega 
solución de X-gluc® hasta que los explantes sean cubiertos totalmente y se incuban a 
37°C por un periodo de 48 hrs. 

2. La solución X-gluc® se desecha y los explantes se lavan dos veces con Buffer “Z” pH 
7.4. 

3. Lavar los explantes con etanol al 70% en cuatro ocasiones. 
4. Eliminar la clorofila con una solución de acetona-metanol (1:3), lavar los explantes en 

varias ocasiones realizando cambios de la solución. 
5. Por último se lavan los explantes con buffer Z para eliminar los residuos de la solución 

anterior. 
 
 
 
 
 



64 | P á g i n a  
 

SOLUCIONES PARA LA PREPARACIÓN DEL SUSTRATO DE X-GLUC® 
Reactivo Concentración 

(mM) 
Stock 10X Cantidades para 25 

ml de sustrato 
(ml) 

Amortiguardor de fosfatos 
de sodio (pH 7.0 y 8.5) 

100 1M 2.5 

EDTA 10 100mM 2.5 
Ferrocianuro de Potasio 0.5 5mM 2.5 
Ferricianuro de Potasio 0.5 5mM 2.5 
Tritón X-100 0.5 5mM 2.5 
X-Gluc* 1mg 5mM 25mg 

    *Se tiene que disolver en DMSO previamente 
    La mezcla se afora a 25 ml con agua desionizada estéril y se almacena a-20°C 
 

SOLUCIONES PARA LA EXPRESIÓN TRANSITORIA 
     a) Buffer “Z”* 

REACTIVO Concentración 
(mM) 

Cantidad en (g) para 
500 ml 

Fosfato de Sodio (monobásico) 40 2.76 
Fosfato de Sodio (dibásico) 60 2.46 
Cloruro de Potasio 10 0.37 
Sulfato de magnesio (heptahidratado) 1 0.12 

    *El pH se ajusta a 7.0 u 8.0 
 
   b) Etanol al 70% 

Etanol absoluto (ml) Agua Destilada/Estéril (ml) 
350 150 

 
   c) Mezcla de Acetona-Metanol (1:3) 

Acetona (ml) Metanol (ml) 
166 498 

 
   d) Glicerol al 50%* 

Glicerol absoluto (ml)  Agua Destilada/Estéril (ml) 
250 250 

   *Esterilizar en autoclave durante 18 min a 1.3Kg/cm-2 

 
Análisis de restricción de la construcción INIFAP-VON 3301. 

 
La construcción INIFAP-VON 3301 se digirió con las siguientes enzimas: Kpn I y Nco I 
 
15 µl de agua desionizada estéril. 
2 µl de buffer 1 (Invitrogen®) 
0.5 µl de enzima Kpn I (Invitrogen®) 
0.5 µl de enzima Nco I (Invitrogen®) 
2 µl de plásmido. 
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Homogenizar todos los componentes de la mezcla por pipeteo e incubar a 4°C durante toda la 
noche. Observar el producto de la reacción en un gel de agarosa al 0.8% y se visualizarlo en 
un transiluminador de luz UV.  

 
 
Extracción de proteínas de callos embriogénicos de maíz. 
 

1. En tubos de 1.5 ml colocar 200 mg del tejido previamente molido en nitrógeno líquido.  
2. Añadir 200 µl de buffer de extracción de proteínas*, homogenizar perfectamente el tejido 

por vortexeo.  
3. Centrifugar las muestras a 15, 000 rpm durante 15 minutos. 
4. Recuperar el sobrenadante en tubos nuevos, evitando tomar otras fases. 
5. Repetir los pasos 3 y 4. 
6. Almacenar las proteínas solubles totales a -20°C. 

Cuantificar las proteínas solubles totales (PST) en el programa Microplate 5.0 (BioRad®), 
utilizando el método de Bradford (BioRad®). 

 
*Buffer de extracción de proteínas. 
 

EDTA                              10mM 
Na2HPO4                         0.15% 
KH2PO4                          0. 04% 
Triton 100X                       0.1% 
NaCl                                0.61% 
Ascorbato de Sodio      5 mg/mL-1* 
PMSF                           1 mM* 
*Adicionar al momento de utilizarlo. 

 
 
Western Blot para la proteína β-glucoronidasa. 
 

1. Correr las proteínas solubles totales en un SDS-PAGE 10%. 
2. Activar la membrana de PDFV con metanol absoluto y enjuagar la membrana con agua 

desionizada estéril. 
3. Preparar una mezcla del amortiguador de transferencia CAPS 100 µM (10 ml) + Metanol 

absoluto (10 ml) y aforar con agua desionizada a 100 ml. 
4. Poner la membrana junto con el gel de poliacrilamida en la solución preparada durante 30 

minutos. 
5. Realizar la transferencia a 75 mA durante 1 hora 30 minutos. 
6. Posterior a la transferencia la membrana se tiñe con rojo de Ponceau al 0.5% para 

verificar que la transferencia se haya llevado a cabo correctamente. 
7. La membrana se trata con las soluciones Restore A y B (Chemicon®), para remover los 

residuos del colorante. 
8. Lavar la membrana con PBS 1X durante 10 minutos. 
9. Bloquear la membrana con PBS al 5% de leche descremada, mediante 1 hora 30 minutos. 

Enjuagar la membrana realizando 3 lavados de 5 minutos c/u con  PBS. 
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10. Incubar el primer anticuerpo anti β-glucoronidasa 1:1,000 (Invitrogen®) disuelto en 
buffer de bloqueo al 0.5% de tween 20, durante toda la noche a 4°C.  

11. Repetir los lavados con PBS, al día siguiente e incubar el segundo anticuerpo anti IgG-
conejo 1:5,000 (Sigma®) disuelto en buffer de bloqueo 0.5% de tween 20, durante 1 hora 
30 minutos a 4°C.  

12. Repetir los enjuagues con PBS, retirar los residuos y aplicar las soluciones de revelado 
por quimioluminiscencia (Millipore®).  

13. Revelar en una placa fotográfica (Kodak®) y fijar la placa. Almacenar los resultados para 
su análisis. 

 
Western Blot para la proteína E del virus del Oeste del Nilo. 
 

1. Correr las proteínas solubles totales en un SDS-PAGE 10%. 
2. Activar la membrana de PDFV con metanol absoluto y enjuagar la membrana con agua 

desionizada estéril. 
3. Preparar una mezcla del amortiguador de transferencia CAPS 100 µM (10 ml) + Metanol 

absoluto (10 ml) y aforar con agua desionizada a 100 ml. 
4. Poner la membrana junto con el gel de poliacrilamida en la solución preparada durante 30 

minutos. 
5. Realizar la transferencia a 75 mA durante 1 hora 30 minutos. 
6. Posterior a la transferencia la membrana se tiñe con rojo de Ponceau al 0.5% para 

verificar que la transferencia se haya llevado a cabo. 
7. La membrana se trata con las soluciones Restore A y B (Chemicon®), para remover los 

residuos del colorante. 
8. Lavar la membrana con PBS 1X durante 10 minutos. 
9. Bloquear la membrana con PBS al 5% de leche descremada, mediante 1 hora 30 minutos. 

Enjuagar la membrana realizando 3 lavados de 5 minutos c/u con  PBS. 
10. Incubar el primer anticuerpo anti West Nile virus 8150 1:1,000 (Chemicon®) buffer de 

bloqueo al 0.5% de tween 20, durante toda la noche a 4°C.  
11. Repetir los lavados con PBS, al día siguiente e incubar el segundo anticuerpo anti IgG-

ratón NIF825 1:3,000 (Amersham Bioscences®) buffer de bloqueo al 0.5% de tween 20, 
durante 1 hora 30 minutos a 4°C.  

12. Repetir los enjuagues con PBS, retirar los residuos y aplicar las soluciones de revelado de 
quimioluminiscencia (Millipore®).  

13. Revelar en una placa fotográfica (Kodak®) y fijar la placa. Almacenar los resultados para 
su análisis. 

 
CAPS 100 µM (ácido 3-(ciclohexilamino)-1propanosulfonico). 
 

4.426 mg CAPS (Sigma®). 
Disolver en 200 ml de agua desionizada estéril.  
Ajustar a pH a 11 
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Solución Salina Fosfatada (PBS 10X). 
 

NaCl             80.0 g 
KCl                 2.0 g 
KH2PO4              2.7 g 
Na2HPO4      14.4 g 

       
      Disolver en 500 ml de agua desionizada. Ajustar a pH 7.2-7.4 y aforar a 1 Litro.  
 
      Bis-Acrilamida al 30% 
 

Acrilamida                             29.2 g 
Bis-acrilamida                          0.8 g 
Agua desionizada c.b.p.         100 ml 

 
      Amortiguador del gel apilador 2X (pH 6.8). 
 

Tris-HCl                            7.88 g 
SDS                                   0.4   g 
Agua desionizada c.b.p.    100 ml 

 
     Amortiguador del gen separador 2X (pH 8.8). 
 

Tris-HCl                              23.64 g 
SDS                                       0.4   g 
Agua desionizada c.b.p.       100 ml 
 

     Buffer de Corrida SDS-PAGE 
 

Tris base                               3.03 g 
SDS                                      1.0   g 
Glicina                                14.4   g 
Agua desionizada                 1.0   litro 

 
     Solución de Teñido Coomasie SDS-PAGE 
 

Agua bidestilada                           227 ml 
Metanol Absoluto                         227 ml 
Ácido acético glacial                      45 ml 
Coomasie R250                            1.25 g 

 
Nota: Disolver en agitación y almacenar en un frasco ámbar. El reactivo es estable y reciclable    
bajo estas condiciones. 
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Solución decolorante SDS-PAGE 
Agua bidestilada                           227 ml 
Metanol Absoluto                         227 ml 
Ácido acético glacial                      45 ml 

 
Nota: El reactivo es reciclable filtrándolo en carbón activado, se desecha cuando presenta una 
coloración azul intensa. El SDS-PAGE se sumerge en el reactivo en agitación constante y 
realizando cambios constantes en la solución. 
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