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Resumen

El potyvirus PVY es uno de los agentes causales más frecuentemente asociados a problemas virales en cultivos de papa y 
tomate de árbol en Colombia. Dada la importancia económica de las enfermedades causadas por PVY y a la necesidad de 
generar material de siembra certificado por su sanidad viral, es fundamental la generación de herramientas de diagnóstico 
que permitan la detección temprana de este virus. En este trabajo se reporta la obtención de anticuerpos policlonales espe-
cíficos, útiles para la detección del genotipo III de PVY (GIII), una de las tres variantes que recientemente han sido reportadas 
en cultivos de papa y tomate de árbol de la región Andina de Colombia. Como antígeno, se utilizó un péptido sintético 
diseñado a partir de la región variable del extremo N-terminal del gen de la cápside viral. La sensibilidad de los anticuerpos 
fue evaluada mediante pruebas de ELISA y dot-blot utilizando péptidos sintéticos. Se realizó una prueba piloto para validar 
el uso de los anticuerpos a partir de plantas sintomáticas y asintomáticas obtenidas de una región donde confluyen cultivos 
de ambas solanáceas, encontrándose que los anticuerpos generados ofrecen mayores niveles de detección que los anti-
cuerpos comerciales comúnmente utilizados para detectar los serotipos PVY-O,C y PVY-N de este virus.

Palabras clave: anticuerpos policlonales, ELISA, potyvirus, RT-PCR, virus Y de la papa

Abstract

PVY is one of the potyvirus more frequently associated with viral infections in tomato and tamarillo crops in Colombia. Due 
to the economic impact of PVY and the need to certify seeds as virus-free it is important to develop diagnostic tools that 
allow its premature detection. In this work, the obtention of antibodies detecting the genotype III of PVY is reported. This 
genotype is one of the three PVY variants infecting tamarillo and potato in the Andean region of Colombia. The N-terminal 
variable region of the coat protein was chosen as antigen for antibody production. The sensibility of these antibodies was 
tested by ELISA and dot-blot using synthetic peptides. A pilot test was performed on symptomatic and non-symptomatic 
plants from mixed orchards of tamarillo and potato. The generated antibodies showed higher detection levels than the 
commercial antibodies commonly used to detect the PVY-O,C and PVY-N serotypes. 
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Introducción

Potato virus Y (PVY) es la especie tipo del género Po-
tyvirus (Potyviridae) (Fauquet et al., 2005). Este virus 
afecta un amplio número de especies de la familia So-
lanaceae y dependiendo del cultivar, la variante viral y 
las condiciones medio ambientales, puede inducir un 
rango de síntomas que incluyen mosaicos, moteados, 
enanismos, necrosis e incluso la muerte de sus hospe-
dantes. Este virus se dispersa principalmente por áfidos 
de manera no persistente, por propagación asexual y 
por contacto mecánico (Shukla et at., 1994). PVY tiene 
genoma de ARN de cadena sencilla positiva de aproxi-
madamente 9700 nt que codifica para una poliproteí-
na de 3061 aminoácidos (Riechmann et al., 1992), que 
sufre un proceso de proteolisis para generar 10 proteí-
nas maduras, con diferentes funciones de replicación, 
transporte y diseminación del virus (Urcuqui-Inchima 
et al., 2001).

Los aislamientos de PVY provenientes de papa han 
sido históricamente clasificados en tres razas: PVYN, 
PVYO y PVYC, de acuerdo a las reacciones sistémicas y 
locales que induce en Nicotiana tabacum y Solanum tu-
berosum (Miczynski, 1963). Otro grupo denominado 
PVYZ, fue propuesto por Jones (1990) para incluir al-
gunos aislamientos encontrados inicialmente en Gran 
Bretaña, que sobrepasaban la respuesta hipersensible 
conferida contra PVYC y PVYO por la presencia en los 
hospedantes de los genes Nc y Nytbr, respectivamen-
te (Blanco-Urgoiti et al., 1998). La raza PVYN incluye 
dos subgrupos correspondientes a las variantes PVYW 
(también conocida como PVYN:O ) y PVYNTN (Kahn et 
al., 1963). PVYNTN se caracteriza por su habilidad para 
inducir anillos necróticos en tubérculos de papa, enfer-
medad conocida como PTNRD por sus siglas en inglés 
(Potato Tuber Necrotic Ringspot Disease) y que puede 
ocasionar pérdidas hasta del 100% en este cultivo (Ko-
govsek et al., 2008). PVYN:O es definido por su reacción 
positiva con anticuerpos que reconocen el serotipo 
PVY-O y la inducción de síntomas de necrosis de venas 
en tabaco (Hu et al., 2011). Así mismo, dos tipos de 
PVYNTN, uno recombinante y otro no recombinante, 
han sido identificados (Nie y Singh, 2003). El primero 
se conoce como la variante Europea (Eu), mientras que 
el segundo es referido como la variante Norteamerica-
na (NA) de PVYNTN. Ambas variantes reaccionan contra 
anticuerpos específicos para el serotipo PVY-N (Hu et 
al., 2009)

A pesar de la gran diversidad de variantes de PVY re-
portadas, es posible diferenciar dos serotipos principa-
les entre todas ellas: PVY-O,C que incluye los miembros 
de las razas PVYO, PVYC, PVYZ, y PVYW, y el serotipo 
PVYN, que contiene los aislamientos de las razas PVYN 

y PVYNTN (Ellis et al., 1977). El anticuerpo monoclonal 
MAb2 desarrollado por McDonald et al. (1994), pue-
de identificar el serotipo-PVY-O,C sin reacción cruza-
da con aislamientos del serotipo-PVY-N; mientras que 
el anticuerpo 1F5, reportado por  Ellis et al. (1996) 
puede identificar todos los aislamientos del serotipo 
PVY-N, aunque algunos aislamientos de la raza PVYO 
pueden también reaccionar con éste anticuerpo. Apa-
rentemente una sustitución E29G en la secuencia de la 
cápside viral es la responsable de las diferencias entre 
ambos serotipos (Chikh et al., 2007). 

Adicionalmente a las razas de PVY obtenidas en papa, 
se han identificado diferentes variantes en otros hospe-
dantes como Capsicum spp., S. lycopersicum y N. taba-
cum (Singh et al., 2008). Algunos de estos aislamientos 
son incapaces de desarrollar infecciones sistémicas en 
papa y presentan diferencias notables en las secuen-
cias de sus genomas, especialmente en la región que 
codifica para la cápside viral (Romero et al., 2001). 
Esta situación implica diferencias en las respuestas de 
dichos aislamientos frente a anticuerpos desarrollados 
para la detección de los serotipos de PVY provenien-
tes de papa, tal como lo demostraron Ounouna et al. 
(2002) para cepas de PVY afectando Capsicum spp. 
en Túnez.

Con base en análisis de secuencias de la cápside vi-
ral, en Colombia se han identificado al menos tres 
genotipos diferentes de PVY (denominados GI, GII 
y GIII) afectando cultivos de papa y tomate de árbol 
(S. betaceum) (Gil et al., 2011; Jaramillo et al., 2011). 
Adicionalmente, Ayala et al. (2010), con base en se-
cuenciación del gen de la cápside viral, identificaron 
un nuevo potyvirus afectando plantas de tomate de 
árbol obtenidas en el departamento de Antioquia, 
para el cual propusieron el nombre de Tamarillo leaf 
malformation virus (TaLMV). En dichos trabajos, los ge-
notipos I y II de PVY incluían aislamientos obtenidos 
de ambos hospedantes y presentaban altos niveles 
de afinidad filogenética con las razas PVYN y PVYNTN 
de diferentes países del mundo. El genotipo III solo 
se encontró en tomate de árbol y tiene una relación 
distante con las cepas representativas de las diferentes 
razas conocidas de PVY. En un estudio posterior utili-
zando un mayor número de cepas, Henao et al. (2011) 
encontraron aislamientos de PVY (GIII) en cultivos de 
papa en Colombia. Con base en estos resultados y en 
el hecho que en Colombia, es frecuente encontrar ex-
plotaciones comerciales de ambos cultivos en las mis-
mas zonas agroecológicas, se ha sugerido la existencia 
de transmisión cruzada de PVY entre estos hospedan-
tes (Jaramillo et al., 2011). 
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Debido al incremento en la incidencia y severidad de 
las enfermedades virales causadas por PVY en cultivos 
de tomate de árbol y papa en Colombia, es fundamen-
tal la generación de herramientas de diagnóstico para 
apoyar los programas de manejo integrado de enfer-
medades, especialmente los esquemas de vigilancia 
cuarentenaria y de generación de material de siembra 
certificado por su sanidad viral. Pese a la existencia 
de anticuerpos comerciales para la detección de este 
virus, observaciones previas realizadas por nuestro 
grupo y basadas en comparaciones de los niveles de 
sensibilidad de pruebas de ELISA con anticuerpos ge-
néricos contra potyvirus y específicos para PVY, han 
advertido que estos últimos no siempre son efectivos 
en la detección de las variantes de PVY presentes en 
Colombia, en particular para aquellas con el genotipo 
III (GIII). En este trabajo se reporta la obtención de 
anticuerpos específicos para PVY (GIII) y su utilización 
en pruebas de detección basadas en ELISA, dot-blot y 
flujo lateral. Estos anticuerpos fueron generados a par-
tir de la inoculación de un péptido sintético diseñado 
con base en la identificación de una región antigénica 
de la región N-terminal de la proteína de la cápside de 
cepas representativas de dicho genotipo.

Materiales y métodos

Colección de material vegetal

Las muestras de las plantas de tomate de árbol y papa 
con síntomas de mosaicos presumiblemente asocia-
dos a la infección por PVY, fueron obtenidas en el 
corregimiento de Santa Elena, Medellín (06°07’08”N, 
74°55’45”W) y utilizadas en el proceso de estandariza-
ción de las pruebas serológicas desarrolladas en este 
trabajo. Para la realización de la prueba piloto de de-
tección de PVY, se obtuvieron en total 20 muestras de 
tejido foliar de papa y 20 muestras de tomate de ár-
bol en diferentes cultivos de los municipios de La Ceja 
(06°32’10”N, 75°42’21”W) y La Unión (05°58’38”N, 
75°21’54”W) (Antioquia, Colombia).

Producción de anticuerpos

La región con mayor potencial antigénico para la sín-
tesis de péptidos fue obtenida mediante un análisis de 
hidrofilicidad siguiendo el método de Hopp y Woods 
(1981) e implementado en el software BioEdit 6.0.6 
(Hall, 1999). El péptido PVY(p) fue sintetizado me-
diante el método de fase sólida y verificado por es-
pectrometría de masas y HPLC. Los anticuerpos fueron 
producidos por la compañía GenScript (NJ, EEUU), en 
dos conejos utilizando 5 mg del péptido sintético con-
jugado con hemocianina KLH. Se adicionó una cisteína 

C-terminal para facilitar la conjugación a la hemocia-
nina. Los anticuerpos fueron purificados por afinidad 
y resuspendidos en PBS pH 7.4, obteniéndose una 
cantidad total de 36.28 mg. El título de anticuerpos 
fue determinado mediante ELISA utilizando 100 µl de 
péptido a una concentración de 4 mg/ml por pozo, en 
PBS pH 7.4. 

ELISA

Se utilizaron anticuerpos específicos producidos con-
tra el péptido diseñado para PVY. La concentración 
mínima para la detección se determinó con diluciones 
seriadas del péptido a partir de una concentración ini-
cial de 4 mg/ml. La especificidad de los anticuerpos 
fue establecida mediante comparación con los contro-
les positivos de la compañía Agdia (Indiana, EE.UU.) 
para la detección genérica de potyvirus, el virus PVY 
y anticuerpos específicos contra TaLMV (Gallo et al., 
2011). Para los anticuerpos anti-PVY(p) y anti-TaLMV 
se utilizó una dilución de anticuerpos 1:512000 a 
partir de un stock de 1 mg/ml de anticuerpos. Como 
antígeno se utilizaron 100 µl de péptido a una con-
centración de 4 mg/ml por pozo, en PBS pH 7.4. Para 
los anticuerpos comerciales se utilizó la concentración 
sugerida por el fabricante. Para la detección en plantas 
se tomaron 100 mg de tejido foliar macerados con el 
buffer general de extracción (1.3 g de sulfito de sodio, 
20 g de PVP, 0.2 g de azida de sodio, 2 g de albúmina 
de huevo, 20 g de Tween 20, en 1000 ml de PBST 1X 
pH 7.4) y se siguió el procedimiento estándar de DAS-
ELISA (Matthews, 1993). Cada prueba incluyó el pép-
tido como control positivo y el buffer de extracción 
como control negativo. Para el revelado se utilizaron 
anticuerpos anti-conejo producidos en cabra conjuga-
dos a fosfatasa alcalina (Bio-Rad, EE.UU.). La prueba fue 
considerada positiva si la lectura de absorbancia a 405 
nm era superior al doble del control negativo, siguien-
do el criterio de Matthews (1993).

Dot-blot

Se adicionaron 100 µl de péptido (4 mg/ml) a una 
membrana de nitrocelulosa que fue bloqueada  pos-
teriormente con leche descremada en polvo al 5% 
en buffer TBS-T 1X (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 
0.1% Tween 20, pH 7.4) durante 1 h a temperatura 
ambiente con agitación. Para el revelado, se incubó la 
membrana durante tres horas a 4 °C, con una dilución 
1:1000 del anticuerpo primario anti-PVY(p) diluido 
en TBS-T. Luego de realizar tres lavados con TBS-T 1X, 
se llevó a cabo la incubación del segundo anticuer-
po anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina con 
las mismas condiciones y concentraciones descritas 
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anteriormente. La detección se realizó utilizanto el kit 
alkaline phosphatase conjugate substrate de Bio-Rad, 
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Flujo lateral

El oro coloidal fue preparado según el procedimiento 
descrito por Dawei et al. (2009). El anticuerpo conju-
gado se preparó mediante adición de 1.5 ml del an-
ticuerpo a 100 ml de la solución de oro coloidal pH 
9.0. Luego de incubar toda la noche a 4°C, la mezcla 
fue centrifugada a 10000 gravedades durante 40 min. 
El pellet fue resuspendido en 10 ml de carbonato de 
sodio 2 mM, 1% BSA y 0.1% de azida de sodio, pH 
9.2 y almacenado a 4°C. Las pruebas de flujo lateral 
se construyeron siguiendo el protocolo de Dawei et 
al. (2009). La almohadilla de la muestra se saturó con 
100 mM de PBS pH 7.4, 0.1% Tween-20 y 1% (w/v) 
BSA; se dejó secar a 60°C y se almacenó a temperatura 
ambiente. La almohadilla conjugada se trató con 0.1% 
Tween-20 por 24 h. La almohadilla conjugada seca se 
sumergió en una solución de anticuerpos marcados 
con oro coloidal diluidos en proporcion1:1 (v/v) en 
20 mM PBS, 8% sacarosa y 1% BSA. A la membrana 
de nitrocelulosa se le adicionó 1 µl de anticuerpo anti-
conejo en la zona control y 1 µl de péptido a una con-
centración de 1mM en la zona de prueba; se secó a 
37°C por 30 min y posteriormente se bloqueo con BSA 
2% durante 30 min a 37°C.

Prueba piloto de detección de PVY

Con el fin de evaluar la utilidad de los anticuerpos ge-
nerados para detectar el genotipo III de PVY en Co-
lombia, se colectaron 20 muestras de papa y 20 de 
tomate de árbol de diferentes cultivos de una zona de 
los municipios de La Unión y La Ceja, donde confluyen 
ambos cultivos. Tres de las plantas de papa y cinco de 
tomate de árbol eran visualmente asintomáticas para 
enfermedades virales. Como control negativo se utili-
zaron plantas de papa criolla (S. phureja, Pcr) y papa 
capira (S. tuberosum, Pca) producidas mediante cultivo 
in vitro de meristemos y certificadas como libres de 
virus (Pca-vi y Pcr-vi). Los resultados se compararon 
por ELISA con los obtenidos mediante el uso de los 
anticuerpos comerciales anti-poty y anti-PVY, realizán-
dose un análisis estadístico de correlación utilizando el 
coeficiente phi (φ) de Pearson definido con la siguiente 
expresión:

positivas para una de las pruebas, n00 al número de 
muestras negativas para ambas pruebas, n1* al total de 
muestras positivas para la primera prueba, n0* al total 
de muestras negativas para la primera prueba, n*0 al to-
tal de muestras negativas para la segunda prueba y n*1 
el total de muestras positivas para la segunda prueba.

Confirmación mediante RT-PCR de PVY

Con el fin de confirmar la presencia de la variante PVY 
(GIII) y de otras presentes en las muestras de papa y to-
mate de árbol inicialmente utilizadas para estandarizar 
las metodologías de detección serológica, se realizó 
RT-PCR y secuenciación del gen de la cápside. Similar-
mente, cuatro de las muestras que resultaron positivas 
en las pruebas serológicas con los anticuerpos genéri-
cos para potyvirus, fueron evaluadas mediante RT-PCR.

El ARN molde se obtuvo mediante la utilización del 
kit RNeasy plant mini (Qiagen, California, USA). Las 
reacciones de RT-PCR se realizaron en dos pasos, uti-
lizando los cebadores dirigidos al gen de la cápside 
viral: PVYCPF_BamHI (5´-CGCGGATCCGGAAATGACA-
CAATTGATG-3’) y PVYCPR_HindIII (5´-CCCAAGCTTT-
CACATGTTCTTGACTCC-3’). Estos cebadores fueron 
diseñados con base en las secuencias de PVY de los 
tres genotipos del virus identificados en Colombia y 
reportadas por Gil et al. (2011) y Jaramillo et al. (2011). 
Cada reacción de RT se realizó en un volumen de 25 μl, 
incluyendo 3 µl de agua destilada estéril, 1.5 µl de PBST 
(0.5%), 1X de Buffer RT, 4 mM de MgCl2, 1 mM de 
dNTPs, 0.8 μM de cebador reverso (PVYCPR_HindIII) y 
de Oligo dT, 20 U de inhibidor de RNasa (Fermentas, 
Lituania), 10 U de enzima M-MuLV Transcriptasa Re-
versa (Fermentas) y 5 μl de ARN. La reacción se llevó 
a cabo a 37°C por 60 min y 75°C por 15 min. Las 
reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 
μl con 16.2 μl de agua destilada estéril, 1X de buffer de 
enzima, 1.8 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 μM 
de cada cebador, 1 U de Taq ADN polimerasa (Fermen-
tas) y 2.5 μl de ADNc. El programa de PCR consistió en 
95°C por 30 s, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 
s, 52°C por 45 s, 72°C por 45s y una extensión final a 
72°C por 5 min. Los amplicones del tamaño esperado 
fueron purificados directamente del gel para proceder 
a su secuenciación en ambos sentidos utilizando los 
mismos cebadores del RT-PCR. Las secuencias obteni-
das fueron editadas mediante el software BioEdit 6.0.6, 
construyéndose consensos y confirmándose su identi-
dad por comparación mediante BLASTN (Altschul et al., 
1990). Finalmente se realizaron matrices de distancia 
con el método de Tajima-Nei (Tajima y Nei, 1984) y se 
identificaron los genotipos de PVY correspondientes. 

� �

�

� � � �

n n n n

n n n n

11 00 10 01

1 0 0 1

donde n11 corresponde al total de muestras positivas 
para ambas pruebas, n10 y n01 al total de muestras 
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La tasa de variación por sitio fue modelada utilizando 
una distribución gama de cinco parámetros

Resultados y discusión 

Producción de anticuerpos anti-PVY

Estudios serológicos realizados en potyvirus con an-
ticuerpos mono y policlonales dirigidos a la cápside 
viral, han demostrado que la región N-terminal de 
esta proteína contiene epítopes especie-específicos 
(Shukla et al., 1988), mientras que la región central es 
altamente conservada y contiene epítopes genéricos 
para todos los potyvirus (Shukla et al., 1988; Jordan y 
Hammond, 1991). La región N-terminal es lo suficien-
temente variable para diferenciar serotipos dentro de 
la especie PVY; característica ampliamente utilizada 
para la discriminación de PVY-O,C y PVY-N (Chikh et 
al., 2007). Estas condiciones sustentaban la hipótesis 
de que era posible generar anticuerpos para el reco-
nocimiento de variantes de PVY utilizando péptidos 
correspondientes a secuencias del extremo amino de 
la cápside viral y particularmente para la detección del 
PVY (GIII) encontrado en Colombia por Jaramillo et al. 
(2011). Para esto se compararon las secuencias de va-
rios potyvirus y de diferentes razas de PVY y se corre-
lacionó este resultado con un análisis de hidrofilicidad 
siguiendo el método de Hopp y Woods (1981) (figura 

1). Este método puede ser utilizado para predecir los 
determinantes antigénicos en la cápside, asumiendo 
que estos se encuentran expuestos en la superficie 
y corresponden a regiones hidrofílicas. En el caso de 
PVY, la región de mayor variabilidad corresponde a una 
de las de mayor antigenicidad y por lo tanto cumple 
con los requerimientos necesarios para la generación 
de anticuerpos específicos. Basados en este análisis, se 
diseño un péptido de 15 aminoácidos, PVY(p), con el 
cual se obtuvieron 36.28 mg de anticuerpos policlona-
les de conejo.

Para descartar la posibilidad de reacción cruzada del 
péptido PVY(p) y de esta forma confirmar la unicidad 
de la región seleccionada, se llevó a cabo una prueba 
de ELISA con tres anticuerpos diferentes utilizados en 
la detección de potyvirus asociados a cultivos de papa 
y tomate de árbol: anti-poty (genérico, comercial), anti-
PVY (comercial) y anti-TaLMV (Gallo et al., 2011), usan-
do PVY(p) como antígeno (figura 2A). Dicha prueba 
demostró que, a excepción de los anticuerpos induci-
dos con el péptido PVY(p), ninguno reconoce la región 
N-terminal del PVY (GIII). Por otra parte, la especifici-
dad de los anticuerpos anti-PVY(p) fue evaluada por 
ELISA utilizando los controles positivos de dos pruebas 
comerciales para la detección genérica de potyvirus y 
PVY (PC-G y PC-PVY respectivamente), cápside recombi-
nante de PVA (PVA(r)), un péptido N-terminal del virus 
TaLMV(p) y la proteína recombinante de una porción 

Figura 1. Variabilidad e hidrofilicidad de la región N-terminal de la capside de PVY (GIII). El alineamiento múltiple corresponde a 
la región N-terminal de algunos potyvirus. En paréntesis se encuentra el código de acceso a GenBank. El perfil de hidrofilicidad 
muestra que la región de mayor variabilidad de la secuencia corresponde a una de las de mayor hidrofilicidad (gris). Se ilustra la 
secuencia del péptido PVY(p) utilizado como antígeno en este trabajo. 
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por microlitro. Estos rangos de sensibilidad son muy si-
milares a los obtenidos previamente para la detección 
del TaLMV (Gallo et al., 2011).

La sensibilidad en la detección de virus utilizando 
membranas puede ser mejorada significativamente 
mediante la utilización de anticuerpos marcados con 
oro coloidal en pruebas de flujo lateral. Este tipo de 
dispositivos tienen popularidad creciente al permitir 
el diagnóstico de virus por personal no calificado. Por 
esta razón, se construyó un prototipo de prueba de flu-
jo lateral en formato competitivo. En estos dispositivos 
se fija el antígeno en una zona de prueba y un anti-anti-
cuerpo específico en la zona de control (figura 3A). La 
prueba se considera positiva si el anticuerpo marcado 
en contacto con la muestra no es capaz de fijarse a la 
zona de prueba generando solamente una señal en la 
zona de control. La presencia de color tanto en las zo-
nas de prueba como de control, indica que la prueba 
es negativa. Utilizando diferentes concentraciones de 
péptido PVY(p) se encontró que la prueba diseñada 
puede detectar la presencia de antígeno en la muestra 
a concentraciones superiores a 20 nM (figura 3B). El 
dispositivo de flujo lateral fue probado en una planta 
sana de papa obtenida mediante cultivo in vitro certi-
ficada por su sanidad viral y en dos plantas evaluadas 

de cápside de TaLMV(r) (Gallo et al., 2011) y PVY(p). 
Tal como se esperaba, los resultados de la prueba in-
dicaron que el anticuerpo anti-PVY(p) solo reconoce 
PVY(p) (figura 2B). De esta forma, ambas pruebas su-
gieren que los anticuerpos generados son específicos 
para el genotipo III del PVY y por tanto pueden ser 
utilizados como elemento diagnóstico para evaluar la 
presencia de este componente etiológico en cultivos 
de papa y tomate de árbol de Colombia y otros países.

Para conocer la sensibilidad de los anticuerpos en 
pruebas de ELISA y dot-blot se determinó la concentra-
ción mínima de péptido detectable. Mediante dilucio-
nes seriadas del péptido se encontró que éste puede 
ser detectado por los anticuerpos específicos anti-
PVY(p) a concentraciones inferiores a 0.1 nM (figura 
2C). Asumiendo que un potyvirus está constituido por 
aproximadamente 2000 capsómeros (Urcuqui-Inchi-
ma, 2001), se estima que mediante pruebas de ELISA 
se pueden detectar concentraciones de hasta 10000 
partículas virales de PVY por microlitro de muestra. 
En el caso de detección en membranas mediante dot-
blot, el límite de detección correspondió a una con-
centración de 1 mM (figura 2D). Lo anterior equivale a 
una sensibilidad 10000 veces menor respecto a ELISA 
y un título viral aproximado de 108 de partículas virales 

Figura 2.  Caracterización de los anticuerpos anti-PVY(p). A) Evaluación de la reactividad cruzada del péptido PVY(p) contra 
otros anticuerpos para potyvirus. Los valores de lectura del control negativo se indican en gris. Como control positivo se utilizó 
anticuerpo anti-PVY(p). B) Evaluación de la especificidad del anticuerpo anti-PVY(p). El valor de absorbancia del control negativo 
se indica con la línea punteada. C) Límites de detección por ELISA. D) Límites de detección por dot-blot. Ver detalles en el texto.
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como positivas para PVY mediante la prueba de ELISA. 
A pesar de que los pigmentos vegetales dificultaron 
ligeramente la lectura, fue posible discriminar las plan-
tas infectadas de las libres de virus, sugiriendo la via-
bilidad de construir localmente dispositivos portátiles 
de detección de PVY utilizando anticuerpos como los 
aquí desarrollados (figura 3C).

Prueba piloto de detección

Detección de PVY (GIII) en plantas de papa. La uti-
lidad de los anticuerpos generados fue evaluada en 
veinte plantas colectadas en diferentes cultivos de 
papa y contrastada con la detección con anticuerpos 
comerciales anti-poty y anti-PVY (figura 4A). El análisis 
de correlación utilizando el coeficiente de correlación 
de Pearson arrojó un valor de 0.79 entre la detección 
de potyvirus con los anticuerpos genéricos y la prue-
ba que utiliza anticuerpos comerciales para detectar 
diferentes serotipos de PVY. Lo anterior indica que en 
las muestras de papa obtenidas, existe una alta proba-
bilidad de que PVY sea un componente principal de las 
infecciones causadas por potyvirus en dichas plantas. 

En este sentido, Gil (2010), evaluó los niveles de inci-
dencia de potyvirus en cuatro departamentos cultiva-
dores de papa de Colombia, detectando con pruebas 
de ELISA, la presencia de  potyvirus en el 72% de las 
muestras y encontrando mediante la utilización de RT-
PCR en tiempo real, a partir de una submuestra de 40 
de dichos materiales, que el 100% estaban infectadas 
con PVY. 

Por otra parte, la correlación entre detección genérica 
de potyvirus y de PVY (GIII) mediante los anticuerpos 
anti-PVY(p), arrojó un valor de 0.27; lo cual permitió 
plantear que dicho genotipo no es el que predomina 
en las muestras de papa obtenidas en el estudio. Este 
resultado es más claro aún si se tiene en cuenta la baja 
correlación (0.15) encontrada cuando se comparó la 
detección de los serotipos PVY-O,C y PVY-N lograda 
con los anticuerpos comerciales de PVY y aquellos de-
sarrollados en esta investigación para PVY (GIII). De 
esta forma, tanto los anticuerpos genéricos para poty-
virus como los comerciales para PVY detectaron dichos 
virus en la mayoría de las plantas de papa sintomáticas 
(15 de 20), mientras que los anticuerpos anti-PVY(p) 
solo detectaron la presencia de PVY (GIII) en seis de 

Figura 3. Pruebas de flujo lateral competitivo. A) Dibujo esquemático de la prueba de flujo lateral. La ausencia de señal en la 
línea de test corresponde a una prueba positiva para la presencia del virus PVY. B) Determinación de los límites de detección de 
la prueba a diferentes concentraciones del péptido PVY(p). El análisis densitométrico de las pruebas se muestra a la derecha. B) 
Validación de la prueba en muestras de papa libres de virus (P-) e infectadas (P1 y P2)
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las plantas (5-8, 10 y 11). Esta situación es un indicativo 
claro de la ocurrencia de coinfecciones de diferentes 
variantes de PVY y de otros potyvirus en las muestras 
de papa analizadas. Hallazgos similares han sido repor-
tados en múltiples estudios desarrollados en cultivos 
de diferentes países a partir de análisis tanto serológi-
cos como moleculares. Así por ejemplo, Kogovsek et 
al. (2008) diseñaron una prueba de RT-PCR en tiempo 
real que permitió discriminar la presencia de diferentes 
genotipos de PVY en infecciones mixtas, encontrando 
la predominancia de cepas de la raza PVYNTN, aunque 
en algunas muestras se podían también encontrar ais-
lamientos de PVYN y PVYO. Ounouna et al (2002), al 
evaluar la utilidad de anticuerpos monoclonales para 
la detección de variantes de PVY que afectan cultivos 
de Capsicum spp. en Túnez, determinaron la presencia 

de cepas del serotipo PVY-O,C y de un serotipo que no 
había sido identificado previamente en esta especie 
viral. Similarmente, Karasev et al. (2010), al realizar 
un estudio de varios años que pretendía evaluar los 
niveles de incidencia y diversidad de PVY en tubércu-
lo semilla de papa distribuida en EE.UU., encontraron 
además de las cepas clásicas de PVYN, PVYNTN, PVYN:O 
y PVYO, la presencia de la variante PVYO-O5, que sien-
do del serotipo PVY-O era detectada con anticuerpos 
monoclonales IF5, ampliamente utilizados para la de-
tección del serotipo PVY-N por la organización nor-
teamericana de protección de plantas (NAPPO).

Detección de PVY (GIII) en plantas de tomate de ár-
bol. Para el caso de las muestras de tomate de árbol, 
todas las plantas evaluadas fueron positivas para la 

Figura 4. Detección del virus PVY (GIII) en muestras de campo. Detección del virus PVY (GIII) en plantas de papa (A) y tomate 
de árbol (B). A los valores de absorbancia se les sustrajo el valor de correspondiente al control negativo. Se utilizaron anticuerpos 
comerciales genéricos para potyvirus (anti-poty), comerciales para PVY (anti-PVY) y los anticuerpos generados en este estudio 
(anti-PVY(p)).
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presencia de potyvirus utilizando la prueba de ELISA 
con anticuerpos genéricos, incluso las cinco plantas 
asintomáticas. Sin embargo, los niveles de absorbancia 
obtenidos con los anticuerpos genéricos fueron clara-
mente superiores para las plantas sintomáticas (figura 
4B). Por otra parte, los anticuerpos comerciales para 
PVY detectaron la presencia de este virus en todas las 
plantas asintomáticas y en siete de las sintomáticas (1-
5, 8 y 12). El coeficiente de correlación de Pearson 
entre ambas pruebas fue de 0.09, lo cual indica que 
existía una baja probabilidad de encontrar las cepas 
tradicionales de PVY detectadas por el kit comercial 
en las muestras de plantas de tomate de árbol estu-
diadas. En todos los casos que resultaron positivos, los 
títulos virales fueron muy cercanos al límite de detec-
ción de la prueba. Estos resultados concuerdan con 
los hallazgos de Ayala et al. (2010) quienes al realizar 
un análisis de la presencia de potyvirus en siete zonas 
cultivadoras de tomate de árbol en Colombia, encon-
traron muy altos niveles de incidencia de estos virus 
con un promedio de 80%, estando también presente 
el TaLMV, una nueva especie de potyvirus propuesta 
por estos autores. En dicho trabajo se indica además 
que los valores de absorbancia obtenidos con los an-
ticuerpos comerciales para PVY fueron muy bajos en 
comparación con el control positivo y con los resul-
tados de las pruebas con anticuerpos generales para 
potyvirus, lo cual coincide plenamente con lo encon-
trado en el presente estudio. Cuando se utilizaron los 
anticuerpos propios para la detección de PVY (GIII), 
se encontró la presencia de esta variante en todas las 
plantas de tomate de árbol evaluadas, lo que se reflejó 
por un índice de correlación de 1.0 con respecto a la 
detección con anticuerpos genéricos para potyvirus, 
reafirmándose así el hecho que existen genotipos de 
PVY con diferencias en sus perfiles serológicos y que 

por ende requieren de la generación de pruebas de 
diagnóstico específicas.

Confirmación mediante RT-PCR de PVY (GIII)

La utilización de la técnica RT-PCR con los cebadores 
PVYCPF_BamHI y PVYCPR_HindIII diseñados por nues-
tro grupo, permitió obtener amplicones del tamaño 
esperado de 850 pb (figura 5A). La secuenciación  
posterior confirmó la identidad de dichos amplicones 
como correspondientes al gen de la cápside de PVY, 
encontrándose los tres genotipos (GI, GII y GIII) repor-
tados por Henao et al. (2011) y Jaramillo et al. (2011) 
en las muestras de papa y tomate de árbol utilizadas 
para la estandarización de las pruebas serológicas y en 
la prueba piloto. En la figura 5B se presenta una ma-
triz de distancia en donde se aprecia que la diferencia 
en las secuencias entre los genotipos I y II de PVY en 
Colombia corresponde al 5%, mientras que éstos pre-
sentan una distancia del 9% con respecto al PVY (GIII). 
PVY (GI y GII) presenta mayores niveles de identidad 
(>95%) para la región secuenciada con respecto a las 
cepas representativas de la raza PVYNTN, mientras que 
PVY (GIII) aparentemente está más relacionado con un 
genotipo representativo de la raza PVYN, aunque los 
niveles de identidad con éste fueron tan sólo del 93%. 
De gran interés será la realización de análisis filogené-
ticos que incluyan un alto número de cepas represen-
tativas de los tres genotipos de PVY encontrados en 
Colombia, así como su caracterización patogénica en 
papa y tabaco con el fin de identificar sus razas bajo 
el esquema tradicional aplicado para esta especie viral 
(Singh et al., 2008). 

El éxito en el manejo de las enfermedades virales recae 
en dos aspectos fundamentales: a corto plazo, en la 
combinación de buenas prácticas culturales y del uso 

Figura 5. Detección de PVY mediante RT-PCR con cebadores para el gen de la proteína de la cápside y tabla de distancias de las 
variantes de PVY en Colombia. (Ver texto para más detalles).
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de material de siembra libre de virus y a largo plazo, en 
la obtención de materiales vegetales resistentes. Am-
bas estrategias requieren a su vez de la disponibilidad 
de herramientas diagnósticas de detección temprana 
que apoyen los programas de mejoramiento gené-
tico y de vigilancia cuarentenaria. Para el desarrollo 
de dichas herramientas, se requiere del conocimiento 
apropiado de la biología de los virus y muy particular-
mente de sus niveles de variación. La mayoría de los 
métodos de detección de virus de plantas comercial-
mente disponibles en el mundo, han sido diseñados a 
partir de variantes de importancia económica global, 
por lo que el desarrollo de métodos de diagnóstico 
para genotipos virales regionales debe ser abordado a 
nivel local. En este trabajo se ha demostrado la viabili-
dad de utilizar péptidos sintéticos para la producción 
de anticuerpos específicos útiles en la detección de 
variantes genotípicas de PVY. Este procedimiento difie-
re significativamente de las metodologías clásicas que 
requieren de la purificación del virus a partir de plantas 
infectadas los cuales son bastante laboriosos, costosos 
y no garantizan la producción de anticuerpos de alta 
especificidad. Se espera que los métodos de detección 
aquí desarrollados sean implementados por los orga-
nismos de sanidad vegetal, los gremios de productores 
y los asistentes técnicos, de manera que se apoyen los 
programas de certificación de material de siembra de 
papa y tomate de árbol en Colombia y en otros países 
donde se presente el PVY (GIII).

Conclusiones

Se generaron anticuerpos policlonales para la detec-
ción específica del PVY (GIII), uno de los genotipos 
que afecta los cultivos de tomate de árbol y papa en 
Colombia, desarrollándose tres esquemas de diagnós-
tico serológico: ELISA, dot-blot y flujo lateral. 

A partir de una prueba piloto de detección de PVY, 
se detectó el PVY (GIII) en las 20 plantas de tomate 
de árbol evaluadas, independientemente de que pre-
sentaran síntomas visuales de infecciones virales. Así 
mismo, ésta variante fue detectada en seis de las plan-
tas de papa, lo que sugiere la posible patogenicidad 
cruzada de dicho virus entre ambos hospedantes. 
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