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ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN

Detección serológica y molecular del Potato virus X (PVX)  
en tubérculos-semilla de papa (Solanum tuberosum L. y Solanum 
phureja Juz. & Bukasov) en Antioquia, Colombia

Serological and molecular detection of Potato virus X (PVX)  
in seed potato tubers (Solanum tuberosum L. and Solanum phureja 
Juz. & Bukasov) from Antioquia, Colombia

Daniela García Ruíz*, Manuel Andres Olarte Quintero**, Pablo Gutiérrez Sánchez*** ,  
Mauricio Marín Montoya****

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n1.51389

Resumen 

El Potato virus X (PVX) es uno de los virus más limitantes del cultivo de la papa en el mundo. Es transmitido solamente por 
contacto y por tubérculo-semilla. Su control se fundamenta en la siembra de tubérculos certificados por su sanidad viral 
y en la disponibilidad de metodologías de diagnóstico altamente sensibles. En este trabajo se evaluó la prevalencia del 
PVX en cuatro diferentes tejidos de tubérculos de Solanum tuberosum subsp. andigena var. Diacol-Capiro y S. phureja var. 
Criolla Colombia utilizando pruebas de DAS-ELISA para 128 submuestras y de RT-qPCR para 32 grupos de submuestras 
(4 submuestras/grupo). Los resultados de las pruebas serológicas  indicaron la presencia de PVX en el 6,25 y 50% de las 
submuestras analizadas para la variedad Diacol-Capiro y Criolla Colombia, respectivamente; mientras que los niveles de 
prevalencia del PVX utilizando la detección por RT-qPCR fueron del 93,75%, independientemente de la variedad de papa 
y del tejido evaluado. Los valores promedio del ciclo umbral (Ct) en las RT-qPCR fueron de 25,6 (Ct=18,02 a 34,49) y 
el análisis de las curvas de desnaturalización permitió identificar dos variantes del virus con valores de Tm de 79,5±1°C 
y 83,7±1°C. La secuenciación de los amplicones obtenidos por RT-qPCR para los controles positivos y para dos de las 
muestras, confirmó su naturaleza viral. Estos resultados señalan unos muy altos niveles de prevalencia de PVX en el material 
de siembra de papa en Antioquia y la necesidad de fortalecer los programas de certificación de semilla con pruebas de 
detección como RT-qPCR. 

Palabras clave: DAS-ELISA, Potexvirus, RT-qPCR, Solanaceae.

Abstract

Potato virus X (PVX) is one of the most important virus affecting potato crops worldwide. The virus is only transmitted me-
chanically and through tuber-seeds. Control of PVX is based on the usage of certified tubers, which in turn depends on the 
availability of sensitive diagnostic tests that allow its direct detection on seeds. In this work, the prevalence of PVX in four 
different tuber tissues of Solanum tuberosum subsp. andigena var. Diacol-Capiro and S. phureja var. Criolla was evaluated 
using DAS-ELISA (128 subsamples) and RT-qPCR (4 subsamples per group). DAS-ELISA revealed the presence of PVX in 6.25 
and 50% of Diacol-Capiro and Criolla Colombia subsamples; in contrast, RT-qPCR detected PVX in 93.75% of the samples 
independent of the potato variety or type of tissue. Ct values were in the 18.02 to 34.49 range with a mean value of 25.6. 
Melting curve analysis allowed the identification of two virus variants with Tm values of 79.5±1°C and 83.7±1°C. Sanger 
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Introducción

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L. y Solanum 
phureja Juz. & Bukasov) en Colombia ocupa cerca de 
160.000 ha distribuidas en 14 departamentos. Antio-
quia, Boyacá, Cundinamarca y Nariño son responsa-
bles del 85 % de la producción, que asciende a cerca 
de 2,9 millones de t/año y de la que dependen cer-
ca de 69.000 familias del sector rural del país (DANE, 
2013). Las enfermedades virales se constituyen en uno 
de los problemas fitosanitarios más importantes para 
este cultivo en Colombia y otros países del mundo; 
siendo los virus más limitantes el Potato virus Y (PVY) 
(Género Potyvirus, Familia Potyviridae), Potato virus S 
(PVS) (Género Carlavirus, Familia Betaflexiviridae), Po-
tato leafroll virus (PLRV) (Género Polerovirus, Familia 
Luteoviridae), Potato yellow vein virus (PYVV) (Género 
Crinivirus, Familia Closteroviridae) y Potato virus X (PVX) 
(Género Potexvirus, Familia Alphaflexiviridae) (Salazar, 
2006; Kerlan, 2008).

Los viriones de PVX consisten de varillas flexuosas de  
470-580 nm de longitud y 13 nm de diámetro, con un 
genoma de ARN de cadena sencilla positiva de 6435 
nt (Accesión NC_011620), en cuyo extremo 5´ se pre-
senta una caperuza de m7G y en el 3´ una cola de 
poli-A. Su genoma consiste de cinco marcos de lectura 
abiertos (ORFs); el ORF1 codifica para una replicasa 
viral (RdRp) (RNA dependent RNA polymerase), mien-
tras que los ORFs 2 a 4, se presentan traslapados y son 
denominados como triple bloque de genes (TGB), que 
codifican para tres proteínas,TGBp1, TGBp2 y TGBp3, 
involucradas en el movimiento célula a célula del virus; 
en adición se ha demostrado que TGBp1 también par-
ticipa como supresor del mecanismo de defensa de las 
plantas mediado por silenciamiento de ARN (Bayne et 
al., 2005; King et al., 2011). Finalmente, el ORF5 codi-
fica para la proteína de la cápside viral (CP) de 21 kDa, 
que además de cumplir funciones estructurales, es un 
inductor de la respuesta hipersensible en plantas con 
genes específicos de resistencia a este virus (Verchot-
Lubicz et al., 2007; Kutnjak et al., 2014). El ORF1 es 
traducido directamente del ARN genómico producien-
do la replicasa viral de 165,7 kDa, con sus dominios 
funcionales de metil-transferasa, unión a nucleótidos, 
helicasa y RdRp; por su parte, los ORFs 2 a 5 son ex-
presados a partir de ARN subgenómicos (ARNsg) con 
extremos 3´ co-terminales (King et al., 2011).

PVX es uno de los virus más ampliamente distribuidos 
en los cultivos de papa del mundo y en otras plantas 

solanáceas incluyendo el tomate y tabaco; también 
infecta diversas especies indicadoras de las familias 
Chenopodiaceae, Amaranthaceae y Fabaceae. Recien-
temente, se ha reportado la infección natural de PVX 
en plantas de uchuva (Physalis peruviana) en Colombia 
(Gutiérrez et al., 2015), así como de arveja (Pisum sa-
tivum) en Irán (Esfandiari et al., 2009) y de la arvense 
medicinal Sanicula chinensis (Apiaceae) en China (Cox 
y Jones, 2010), lo que es un claro indicativo que el 
rango de hospedantes de este virus es más amplio de 
lo que inicialmente se había considerado. 

En plantas de papa, PVX causa síntomas suaves que 
incluyen mosaicos intervenales y amarillamientos te-
nues en hojas jóvenes; sin embargo en variedades al-
tamente susceptibles puede inducir mosaicos severos, 
enanismos y pérdidas en los rendimientos del 5 al 20 
% (Moriera et al., 1980; Cox y Jones, 2010). Adicio-
nalmente, se ha encontrado que la ocurrencia de in-
fecciones mixtas de PVX con potyvirus como el Potato 
virus A (PVA) y PVY resultan en mayores pérdidas para 
los cultivos de papa, gracias al sinergismo entre estos 
virus (Nie y Singh, 2013). 

En términos biológicos, el PVX se ha subdividido en 
cuatro grupos de razas definidas por la respuesta a la 
inoculación de los aislamientos en cultivares diferen-
ciales de papa conteniendo los genes dominantes de 
respuesta hipersensible Nb y Nx (Moriera et al., 1980). 
De esta forma, la raza 1 se caracteriza por no sobre-
pasar ninguno de estos genes, mientras que las razas 2 
y 3 lo hacen para Nx y Nb, respectivamente; y la raza 
4 para ambos genes. Adicionalmente, el aislamiento 
andino HB, sobrepasa Nx y Nb y el gen de resistencia 
extrema Rx (Cox y Jones, 2010). Análisis filogenéticos 
basados tanto en la región CP como en el genoma 
completo de PVX, han demostrado la presencia de dos 
linajes principales del virus en el mundo: I, también de-
nominado como Euroasiático y II ó Americano; dicha 
nomenclatura no excluye la ocurrencia de aislamien-
tos de estas regiones en los otros clados, tal como ocu-
rre con el subclado II-1 que siendo denominado como 
Americano, presenta aislamientos de Inglaterra (Cox y 
Jones, 2010; Mandal et al., 2012).

En Colombia, la ocurrencia de PVX en papa se reportó 
inicialmente en infecciones mixtas con PVY, PVS, PLRV 
y PYVV (Guerrero et al., 1980) y, posteriormente, en la 
evaluación mediante pruebas de DAS-ELISA de un gru-
po de 581 accesiones de papa de la Colección Central 
Colombiana, se encontró en el 13,9 % de las muestras 

sequencing of the positive controls and two of the samples confirmed RT-qPCR amplicons to be PVX. These results reveal 
a high level of prevalence of PVX in potato tuber seeds used in Antioquia and the need to strengthen seed certification 
programs in Colombia through RT-qPCR detection assays.

Key words: DAS-ELISA, Potexvirus, RT-qPCR, Solanaceae.
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(Guzmán et al., 2010). Más recientemente, Gil et al. 
(2012) evaluaron la presencia de este virus median-
te DAS-ELISA en 320 muestras foliares, representando 
diez zonas productoras de cuatro Departamentos de 
Colombia (Antioquia, Boyacá, Cundinamarca y Nari-
ño), y determinaron un índice de detección promedio 
del 8 %, siendo Nariño la región con mayores niveles 
de detección (15 %). En este mismo estudio se encon-
tró a partir de la secuenciación de una región de 562 
pb de CP, la ocurrencia de aislamientos Colombianos 
de PVX relacionados filogenéticamente tanto con el 
linaje Eurasiático (Clado I) como con el Americano 
(Clado II) y con niveles de variación hasta del 23 % 
en la región bajo estudio, lo que representa un amplio 
rango de diversidad genética de este virus en el país.

Ya que el PVX es transmitido por vía mecánica (ej. con-
tacto de plantas, herramientas agrícolas) y por tubér-
culos-semilla infectados, el desarrollo de metodologías 
de diagnóstico de este virus que permitan su detec-
ción directamente a partir de tejidos de tubérculos, es 
un aspecto fundamental para el manejo integrado de 
esta enfermedad. En este estudio se evaluó la preva-
lencia del PVX en cuatro tipos de tejidos de tubérculos 
de S. tuberosum ssp. andigena var. Diacol-Capiro y S. 
phureja var. Criolla Colombia utilizando pruebas de 
DAS-ELISA y de PCR cuantitativa con retro-transcripción 
previa (RT-qPCR). La presencia del PVX en estos teji-
dos, fue además confirmada mediante secuenciación 
de algunos de los amplicones obtenidos en las prue-
bas de RT-qPCR.

Materiales y métodos

Muestras

Esta investigación se realizó con 16 muestras de tu-
bérculos-semilla de S. tuberosum subsp. andigena var. 
Diacol-Capiro y 16 de S. phureja var. Criolla Colombia, 
obtenidas directamente de campos de agricultores y 
comercializadores de semilla en los municipios de La 
Unión (Vereda Chuscalito y Cabecera urbana) y Ya-
rumal (corregimiento de Llanos de Cuivá y Cabecera 
urbana) (Antioquia). Cada uno de los tubérculos se 
subdividió en cuatro submuestras, correspondientes a 
porciones de 0,5 a 1 cm2 de tejidos de piel, yemas no 
brotadas, base de brotes y ápice de brotes.  

Pruebas de DAS-ELISA

En cada una de las 128 submuestras bajo estudio, se 
evaluó la presencia de PVX mediante pruebas de DAS-
ELISA (Double-Antibody Sandwich) de la compañía 
Agdia (Indiana, EEUU) que utilizan anticuerpos policlo-
nales tanto para la captura como para el conjugado a 
fosfatasa alcalina utilizado en el revelado. Los resulta-
dos colorimétricos fueron cuantificados en un equipo 
Multiscan (Labsystem, Finlandia), incluyendo en cada 
prueba dos controles positivos  consistentes de una 

muestra liofilizada de papa infectada con PVX (Agdia) 
y una muestra de tejido foliar de S. phureja con sín-
tomas de mosaicos tenues obtenida en el municipio 
de La Unión (Antioquia). Como control negativo de la 
prueba de DAS-ELISA, se utilizó una muestra liofilizada 
de tejido de papa libre de virus (Agdia). Los resultados 
de las pruebas de ELISA fueron analizados a partir del 
procedimiento estadístico descrito por la compañía 
serológica Bioreba (Suiza), que utiliza un histograma 
de distribución de frecuencias, como base para la de-
finición del sitio de corte (Cut-off) que diferencia las 
muestras negativas de aquellas positivas, utilizando la 
fórmula:

Cut – off = (promedio + 3 desviaciones estándar) x 1,1.	 1) 

La naturaleza viral del control positivo local de S. phu-
reja fue confirmada por RT-PCR convencional y secuen-
ciación Sanger siguiendo el protocolo reportado por 
Gil et al. (2012), con los cebadores PVXF (5’-TAG CAC 
AAC ACA GGC CAC AG-3’) y PVXR (5’-GGC AGC ATT 
CAT TTC AGC TTC- 3’) que se unen a las posiciones del 
genoma de PVX 5664-5683 y 6225-6205, respectiva-
mente, y amplifican un producto de 562 pb de la re-
gión CP (Nie y Singh, 2001). 

Pruebas de RT-qPCR

Para la detección de PVX utilizando RT-qPCR se uti-
lizaron grupos (bulks) de cuatro submuestras corres-
pondientes a cada tipo de tejido de los tubérculos 
procedentes de cada localidad bajo estudio, para un 
total de 32 muestras bajo análisis (tabla 1). El ARN total 
se extrajo utilizando el kit GeneJET Plant RNA Purifica-
tion (Thermo Fisher Scientific, EEUU), a partir de 100 
mg del tejido macerado, siguiendo las instrucciones 
del fabricante. El ARN así obtenido fue eluído en 50 
μL de agua tratada con DEPC y determinada su con-
centración y pureza por lecturas de absorbancia a 260 
nm y 280 nm en un equipo Nanodrop 2000C (Thermo 
Fisher Scientific). 

Las reacciones de RT-qPCR se realizaron en dos pa-
sos utilizando el sistema SYBR Green I y los cebadores 
PVX_101-2_FP: 5´AAG CCT GAG CAC AAA TTC GC 3´) 
y PVX_101-2 RP: (5´ GCT TCA GAC GGT GGC CG 3´) 
que generan un amplicon de 101 pb correspondiente 
a la región de CP ubicada entre las posiciones 6110 
y 6211 del genoma de referencia de la accesión del 
GenBank M38480 (Agindotan et al., 2007). La trans-
cripción reversa se realizó en 20 µL con 200 U de la 
enzima Maxima Transcriptasa reversa (Thermo Fisher 
Scientific), 1X de buffer RT, 0,5 mM de dNTPs, 20 pmol 
del cebador reverso PVXR, 20 U de inhibidor de ribo-
nucleasas (ARNasas) (RiboLock, Thermo Fisher Scien-
tific) y 4 µL del ARN total. Las reacciones se incubaron 
en un termociclador T3 (Biometra, Alemania) a 65 °C 
por 5 min, seguido de 50 °C por 30 min y 85 °C por 5 
min para desnaturalizar la enzima. Las reacciones de 
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Tabla 1. Detección por RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) del Potato virus X (PVX) en tubérculos-semilla de papa procedentes de 
diferentes localidades en Antioquia.

Muestra Localidad de 
procedencia Variedad Tejido de 

tubérculo Valor de Ct* Valor de Tm**

C- >35**

C+ (Agdia) 20,49 83,7

C+ (S. phureja) 20,06 83,7

C+ (P. peruviana) 26,8 80,6

1 La Unión-Cabecera Diacol-Capiro Piel 22,83 81,0

2 La Unión-Cabecera Diacol-Capiro Yemas >35

3 La Unión-Cabecera Diacol-Capiro Base de Brotes 25,99 80,7

4 La Unión-Cabecera Diacol-Capiro Ápice Brotes 23,24 80,5

5 La Unión-Chuscalito Diacol-Capiro Piel 25,33 80,5

6 La Unión-Chuscalito Diacol-Capiro Yemas 25,02 80,5

7 La Unión-Chuscalito Diacol-Capiro Base de Brotes 25,65 80,3

8 La Unión-Chuscalito Diacol-Capiro Ápice Brotes 24,68 80,7

9 Yarumal-Cabecera Diacol-Capiro Piel 25,67 80,5

10 Yarumal-Cabecera Diacol-Capiro Yemas 25,44 80,5

11 Yarumal-Cabecera Diacol-Capiro Base de Brotes 25,26 80,5

12 Yarumal-Cabecera Diacol-Capiro Ápice Brotes 24,26 80,3

13 Yarumal-Llanos Cuivá Diacol-Capiro Piel 28,02 85,3

14 Yarumal-Llanos Cuivá Diacol-Capiro Yemas 27,39 85,0

15 Yarumal-Llanos Cuivá Diacol-Capiro Base de Brotes 24,88 85,2

16 Yarumal-Llanos Cuivá Diacol-Capiro Ápice Brotes 22,09 85

17 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Piel 32,78 79,8

18 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Yemas 31,68 79,5

19 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Base de Brotes >35

20 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Ápice Brotes 25,20 82

21 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Piel 34,49 78,2

22 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Yemas 32,65 78,7

23 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Base de Brotes 28,81 80,3

24 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Ápice Brotes 25,3 80,5

25 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Piel 24,24 84,5

26 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Yemas 23,68 84,3

27 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Base de Brotes 21,76 84,2

28 Yarumal-Cabecera Criolla Colombia Ápice Brotes 18,02 84,5

29 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Piel 24,89 84,5

30 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Yemas 27,36 84,5

31 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Base de Brotes 23,32 84,5

32 Yarumal-Llanos Cuivá Criolla Colombia Ápice Brotes 18,65 84,7

*	 Ct corresponde al ciclo umbral de amplificación; Ct>35 representa resultados negativos en las pruebas de RT-qPCR.  
**	 Tm indica la temperatura de fusión, es decir aquella en la que el 50% de la doble hélice de los amplicones se encuentran desnaturalizados. Las 
	 muestras subrayadas  corresponden a los amplicones obtenidos por RT-qPCR que fueron secuenciados y confirmados como parte de la región  
	 que codifica para la cápside de PVX. 
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qPCR se realizaron en 25 μL conteniendo 12,5 μL del 
kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 
(Thermo Fisher Scientific), 10 μL de agua estéril tratada 
con DEPC, 0,3 μM de los cebadores PVX_101-2_FP y 
PVX_101-2 RP y 50-100 ng de ADN copia (ADNc). La 
amplificación se adelantó en un equipo Rotor-Gene 
Q-5plex Platform (Qiagen) y consistió de 95 °C por 
10 min para activar la Taq-polimerasa (Hot-start), segui-
do por 35 ciclos de 95 °C por 10 s y 50 °C por 45 s. 
La adquisición de fluorescencia se realizó después de 
cada ciclo de amplificación y los valores de ciclo um-
bral (Ct) para cada muestra fueron definidos utilizando 
los valores por defecto del programa Rotor-Gene Q 
ver. 1.7., siendo consideradas como positivas aquellas 
muestras que superaron el Ct antes del ciclo 35 (Sche-
na et al., 2004). Posteriormente, los amplicones fueron 
sometidos a un análisis de desnaturalización utilizando 
la herramienta del equipo HRM (High Resolution Mel-
ting) entre 50 y 99 °C y comparados los valores de Tm 
(melting temperature) con respecto a los alcanzados 
para los controles positivos de S. tuberosum (Agdia), 
S. phureja y S. peruviana, infectados con PVX; este últi-
mo corresponde a la muestra utilizada por Gutiérrez et 
al. (2015) para obtener el primer reporte del genoma 
completo de este virus en Colombia. Todas las reac-
ciones incluyeron además una muestra blanco (libre 
de ADN copia).

Finalmente, cinco de los amplicones correspondientes 
a dos muestras de tejido de tubérculo, al PVX de S. 
peruviana y a los dos controles positivos, fueron se-
cuenciados por el método de Sanger, previa purifica-
ción con el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Las 
secuencias fueron editadas con el software Mega 6.0 
(Tamura et al., 2013) y comparadas con GenBank me-
diante BLASTN (Altschul et al., 1990). 

Resultados y discusión

Pruebas de DAS-ELISA

El PVX fue detectado utilizando las pruebas de DAS-
ELISA con anticuerpos policlonales, en el 6,24 % y 50 
% de las submuestras de tubérculos de la variedad 
Diacol-Capiro y Criolla Colombia, respectivamente; 
en la primera variedad, PVX sólo fue encontrado en 
tejidos de brotes (base y ápices), mientras que en Crio-
lla-Colombia fue encontrado en los cuatro tipos de te-
jidos evaluados (figura 1). La validez de la prueba de 
DAS-ELISA fue confirmada por que se obtuvieron valo-
res esperados tanto para los controles positivos (2,77 
para Agdia y 2,88 para S. phureja foliar) como para 
los controles negativos (promedio=0,115; SD=0,025); 
definiéndose en el histograma de frecuencias de ab-
sorbancias a 405 nm el nivel de 0,173, como el valor 
de corte del ensayo. La naturaleza viral del control po-
sitivo de S. phureja utilizado en el estudio, fue confir-
mada por secuenciación Sanger del amplicon de 562 
pb, que presentó niveles de identidad del 99 % con 

respecto a diferentes accesiones de CP de PVX (Ej. 
X65015, HG518657 y HQ433257, valor e=0,0). La ac-
cesión HQ433257 corresponde a la región CP de un 
aislamiento reportado por Gil et al. (2012) del munici-
pio de la Ceja del Tambo (Antioquia). 

Las diferencias evidentes encontradas entre los niveles 
de prevalencia de PVX detectados mediante pruebas 
de DAS-ELISA en los dos materiales de papa evaluados, 
deben registrarse con cautela, dados los niveles mode-
rados de sensibilidad de esta prueba y los bajos rangos 
de título que alcanzan los virus en tejidos tubérculos 
en dormancia (Mumford et al., 2000; Agindotan et al., 
2007; Fageria et al., 2013). Por esta razón, también se 
evaluó la infección del PVX utilizando pruebas de RT-
qPCR a partir de ARN total extraído de bulks de tejidos 
constituidos a partir de las mismas submuestras utiliza-
das en las pruebas de DAS-ELISA. Reportes de literatura 
de detección de virus en papa, dan cuenta de grandes 
diferencias entre los niveles de sensibilidad alcanzados 
en dichas pruebas. Así por ejemplo, Mumford et al. 
(2000), registran que el uso de RT-qPCR para detectar 
el Potato mop-top virus (PMTV) ofrecía niveles de de-
tección superiores en 104 veces a los obtenidos con 
pruebas convencionales de ELISA; mientras que Kogo-
vsek et al. (2008), en un estudio tendiente a diseñar 
pruebas de RT-qPCR para diferenciar aislamientos re-
combinantes de PVYNTN, encontraron que las pruebas 
en tiempo real presentaban niveles de sensibilidad 
superiores entre 105 y 107 veces, con respecto a las 
pruebas de ELISA tradicionalmente empleadas para de-
tectar este virus. 

Pruebas de RT-qPCR

Utilizando pruebas de RT-qPCR con el sistema SYBR 
Green I y cebadores específicos que amplifican un seg-
mento de 101 pb de la región CP, fue posible detectar 
el PVX en 30 de las 32 (93,75 %) muestras evaluadas 
de ambas variedades de papa, independientemente 
del tipo de tejido utilizado y de la localidad de proce-
dencia de los tubérculos. Los valores de ciclo umbral 
(Ct) encontrados para las muestras se presentaron en 
el rango de 18,02 a 34,49, con un promedio de 25,6, 
mientras que dichos valores fueron de 20,49, 20,06 y 
26,8 para los controles positivos de S. tuberosum (Ag-
dia), S. phureja  y P. peruviana, respectivamente (tabla 
1). El análisis de las curvas de desnaturalización, per-
mitió identificar dos grupos de valores de Tm entre las 
muestras analizadas: Tm1=79,5±1°C y Tm2=83,7±1°C, 
lo que representa la ocurrencia de al menos dos va-
riantes de este virus en los cultivos de papa de Antio-
quia.  El amplicon generado para el control positivo de 
P. peruviana presentó el Tm1 (80,6°C), mientras que 
aquellos de S. tuberosum y S. phureja  correspondían 
al Tm2 (83,7°C) (figura 2). Trabajos moleculares pre-
vios, realizados por Gil et al. (2012) a partir de análisis 
de secuencias de la cápside viral de aislamientos de 
PVX procedentes de tejido foliar de papa de diferen-
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tes departamentos del país, demostraron la ocurrencia 
de cepas asociadas filogenéticamente a los dos linajes 
de este virus reportados en el mundo (I: Eurasiático y 
II: Americano). Además, los análisis de identidad utili-
zando las secuencias de CP indicaban la presencia de 
niveles de disimilaridad de hasta el 23 % entre cepas 
colombianas de PVX, lo que señalaba un alto nivel de 
variación de esta especie viral en el país. 

La naturaleza viral de los amplicones obtenidos en las 
reacciones de RT-qPCR fue confirmada por secuencia-
ción Sanger, encontrándose un 100 % de identidad 
entre las secuencias de los controles positivos de S. 
tuberosum y S. phureja, y de dos de las muestras de 
tubérculos, con respecto a secuencias de aislamien-
tos del clado de Eurasia de PVX (ej. KF568900 y 
GU144348, valor e= 4x10-19). Por su parte, la secuen-
cia del control positivo de P. peruviana presentó alta 
identidad con la accesión correspondiente al genoma 
completo de PVX (KM659859, valor e=2x10-15) repor-
tada por Gutiérrez et al. (2015). 

Los altos niveles de infección de PVX detectados en este 
trabajo a partir de tubérculos de las variedades Diacol-
Capiro y Criolla Colombia no resultan sorpresivos, por 
cuanto trabajos previos realizados en Colombia utili-
zando técnicas menos sensibles que la RT-qPCR como 
ELISA (Guzmán et al., 2010; Gil et al., 2012) e inmu-

noimpresión (Franco-Lara et al., 2009) habían señalado 
la prevalencia de este virus en tejido foliar de diferen-
tes variedades de papa en niveles de entre 8 y 20 %; 
mientras que en trabajos adelantados en otros países 
en desarrollo como China (Wang et al., 2011), Pakistán 
(Abbas et al., 2012) y Camerún (Njukeng et al., 2013), 
los niveles reportados de infección por PVX alcanzan 
valores de 12,4 % (en tejido foliar), 53,6 % (en tejido 
foliar) y 90 % (en tubérculos), respectivamente. Estos 
hallazgos de infección de PVX, son un indicador de 
los problemas que se tienen en Colombia y en otros 
países con respecto a los programas de manejo inte-
grado de enfermedades virales y de certificación por 
su sanidad viral de los tubérculos-semilla de papa, pues 
se ha demostrado que virus como el PVX que no son 
transmitidos por áfidos u otros artrópodos, pueden ser 
efectivamente controlados a partir de la utilización de 
material de siembra libre de virus y prácticas culturales 
genéricas (ej. desinfección de herramientas, restricción 
a ingreso de lotes, etc.) (Halterman et al., 2012; Frost 
et al., 2013). Así por ejemplo, en países como EEUU y 
Canadá, los niveles de detección de este virus en los 
cultivos de papa son marginales, siendo reportado que 
aún en grandes regiones cultivadoras como Wisconsin 
(EEUU), de 500.000 plantas evaluadas en el programa 
de certificación de semilla entre los años 1990 a 2000, 
ninguna resultó positiva para la infección de PVX; así 

Figura 1. Resultados de las pruebas de DAS-ELISA para la detección de Potato virus X (PVX) en diferentes tejidos de tubérculos de 
papa variedades Diacol-Capiro y Criolla Colombia, obtenidos en el Departamento de Antioquia (Colombia). Los asteriscos (*) 
representan los resultados positivos, utilizando como valor de corte del ensayo una absorbancia de 0,173. Los nombres en el eje X 
representan los sitios de muestreo. Y3, 5, 7: Yarumal-Cabecera; LC4, 6, 8: Yarumal-Llanos de Cuivá; U1: La Unión-Cabecera; U2: 
La Unión-Chuscalito. 
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como tampoco se detectó este virus en evaluaciones 
realizadas en 2010 a partir de 2100 plantas proceden-
tes de 20 lotes cultivados con nueve variedades de 
papa en este estado (Frost et al., 2013). 

Como se puede inferir de los resultados obtenidos 
en este estudio, los niveles de prevalencia de PVX 
en tubérculos-semilla de las variedades Diacol-Capiro 
y Criolla-Colombia procedentes de diferentes loca-
lidades de Antioquia, son muy altos, por lo que es 
imperativo el fortalecimiento de los programas de 
certificación de semilla de papa en el país y la utiliza-
ción de metodologías de detección de virus altamen-
te sensibles, como la RT-qPCR aquí evaluada, para de 
esta forma garantizar la sanidad de los materiales de 
plantas madre in vitro, Super-Elite y Elite, utilizados 
como material para la obtención de la semilla básica, 
registrada y certificada de papa que es comercializa-
da en el país. 

Conclusiones

Utilizando pruebas de DAS-ELISA y RT-qPCR, en este 
trabajo se detectaron altos niveles de prevalencia del 
PVX en diferentes tejidos de tubérculos-semilla de 
papa de las variedades Diacol-Capiro y Criolla Colom-
bia, por lo que es necesario el fortalecimiento de los 
programas de certificación de semilla de papa en Co-
lombia y facilitar el acceso a dicho material por parte 
de los pequeños agricultores de este tubérculo en el 
país. 

La técnica de RT-qPCR utilizando el sistema SYBR 
Green I y los cebadores específicos PVX_101-2_FP y 
PVX_101-2 RP, permitió la detección del PVX en los 
cuatro diferentes tejidos de tubérculos de papa evalua-
dos (piel, yemas no brotadas, base de brotes y ápice 
de brotes); presentándose amplificaciones positivas en 
valores de ciclo umbral (Ct) tan bajos como 18,02 y 

con un promedio de 25,6, lo que implica la ocurren-
cia de altos niveles de título viral en dichos tejidos. 
Con el uso de la herramienta de análisis de curvas de 
desnaturalización acoplada a esta prueba, se determi-
nó la ocurrencia de al menos dos variantes de este 
virus en Colombia, diferenciados por valores de Tm de 
79,5±1°C y 83,7±1°C. 
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