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RESUMEN

Las enfermedades virales disminuyen el vigor y el 
rendimiento de las plantas y reducen las posibili-
dades de usar tubérculos como semilla. El objetivo 
de este trabajo fue detectar mediante la técnica 
DAS-ELISA, los virus asociados a clones y variedades 
de papa, en el control de calidad en semilla básica. El 
experimento se realizó en el laboratorio fi tosanitario 
del Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas, 
donde se analizaron 65 muestras, de vitroplantas y 
tubérculos, utilizando un kit procedente del Centro 
Internacional de la Papa (CIP). En las muestras de 
vitroplantas de las variedades Costanera, María 
Bonita, INIAFRI, Kennebec, Andinita, Tibisay, Granola 
y de los clones 392634-21 y 392639-1, se detectaron 
los virus PVY, PVM, PLRV y PVS. En la variedad 
Granola se detectaron tres virus (PVY, PLRV y PVS) 
en María Bonita dos (PVM y PVY), en el resto de los 
materiales uno. Para el caso de tubérculos de Diacol 
Capiro, Granola y de los clones 392639-1; 393194-27 
y 386328-7, se detectaron los virus PVY, PVM, PLRV 
y PVS; así se observó infección doble en clones 
393194-27 con virus PVY y PVS y 386328-7 con PLRV 
y PVS. También se obtuvo porcentajes de infección de 
los virus que fl uctúan entre 0 y 20% para tubérculos 
y de 0 a 33,6% para vitroplantas. Se concluye que 
al menos unos de estos virus: PVY, PVM, PLRV y 
PVS se detectaron en los diferentes materiales de 
propagación, a excepción de las variedades y clones: 
Esperanza, Atlantic, 392636-31, 392636-4 y 393193-16 
que no presentaron resultados positivos.

Palabras clave: Solanum tuberosum, serología, 
clon, variedad.

ABSTRACT

Viral diseases decrease vigor and yield of the plants 
and reduce the possibilities to use as seed tubers. The 
aim of this work was to detect by DAS-ELISA, the virus 
associated to clones and varieties of potato in quality 
control of basic seed. The experiment was conducted 
in the plant laboratory of the Instituto Nacional de 
Investigaciones Agricolas (INIA), where 65 samples of 
tissue culture plants and tubers were analyzed using 
a kit from the Centro Internacional de la Papa (CIP). 
In samples of plantlets of Costanera, Maria Bonita, 
INIAFRI, Kennebec, Andinita Tibisay, Granola and 
clones 392634-21 and 392639-1 varieties, PVY, PVM, 
PVS and PLRV viruses were detected. Variety Granola 
three viruses (PVY, PLRV and PVS) at Maria Bonita two 
(PVM and PVY) was detected in one other materials. In 
the case of tubers of Diacol Capiro Granola and clone 
392639-1; 393194-27 and 386328-7, the virus PVY, 
PVM, PVS and PLRV were detected; and dual infection 
was observed in clones 393194-27 with PVS and PVY 
virus and PLRV 386328-7 and PVS. Also infection rates 
of viruses ranging between 0 and 20% for tubers and 
0 to 33.6% for plantlets were obtained. We conclude 
that at least some of these viruses: PVY, PVM, PVS 
and PLRV were detected in the different propagation 
materials, except for the varieties and clones: Hope, 
Atlantic, 392636-31, 393193-16 and 392636-4 that they 
did not show positive results.

Key words: Solanum tuberosum, seroloogiat, kloon, 
variety.
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INTRODUCCIÓN

En los Andes venezolanos se cultiva papa 
(Solanum tuberosum L.) desde épocas prehispá-
nicas pero su importancia comercial ha ido 
aumentando en las últimas décadas, siendo 
en la actualidad el principal cultivo de los valles 
altoandinos. En Venezuela, las áreas más 
importantes de producción de papa se encuentran 
situadas principalmente en los estados Lara, 
Mérida y Trujillo (Romero y Monasterios, 2008). La 
producción nacional para el 2011 alcanzó aproxi-
madamente 512.544 t métricas (MAT, 2012).

El insumo más importante en la explotación del 
cultivo papa, es la semilla, requiriéndose que sea 
de alta calidad. Sin embargo, debido a su forma 
de propagación asexual, está sometida a un 
alto riesgo de contaminación por virus, hongos, 
bacterias e insectos, durante el desarrollo del 
cultivo y almacenamiento de los tubérculos-
semilla (Rodríguez et al., 1995).

Las enfermedades virales de la papa, a pesar de 
que en muy pocos casos son de carácter letal, 
generalmente reducen el vigor de las plantas y las 
posibilidades de usar los tubérculos como semilla 
(Hooker, 1980).

García et al. (2005) y Salazar (1986), indican 
que entre los virus que causan mayores efectos 
negativos en el rendimiento de la papa, se 
encuentran el Virus Y (potato virus Y, PVY; 
Potyvirus) y el Virus X (potato virus X, PVX; 
Potexvirus) y el Virus del enrollamiento de las 
hojas (potato leaf roll virus, PLRV; Polerovirus).

En la región andina de Venezuela, el cultivo de 
papa es afectado por una serie de virus entre los 
cuales se mencionan: PLRV, PVY, PVX, Virus S 
(potato virus S, PVS), Virus A, (potato virus A, 
PVA) y Virus del Moteado Andino (potato virus M, 
PVM), señalado por García et al. (2005).

Las pérdidas causadas por los virus son cuanti-
tativas (reducción del rendimiento) y cualitativas 
(reducción del valor comercial). El tipo y severidad 
de las pérdidas dependen de la planta, de las 
condiciones ambientales y del virus. Por ejemplo, 
los virus PVS, PVX PVM pueden reducir el 
rendimiento de 5 a 40%; otros como el PLRV o 
infecciones combinadas de PVX y PVY causan 
pérdidas hasta de 90%.

En la práctica, las plantas infectadas con virus no 
pueden ser curadas. Generalmente, la severidad 
de la enfermedad y su diseminación aumentan de 
una campaña a otra, a menos que el ciclo de la 
contaminación sea interrumpido. Una forma efec-
tiva de impedir el ciclo del contagio, es excluir de 
la multiplicación de semillas, las plantas infecta-
das de virus. Para este proceso se requiere de la 
detección de infecciones virales (Salazar, 1986).

El diagnóstico de los virus es complejo, y puede 
ameritar pruebas específi cas como las seroló-
gicas y moleculares. La técnica ELISA (ELISA es 
un acrónimo formado de “Enzyme Linked Immuno 
Sorbent Assay”) es una prueba serológica de alta 
sensibilidad que permite probar un gran número 
de muestras en corto tiempo (Rangel et al., 2006; 
García et al., 2005).

El objetivo de este trabajo fue detectar mediante la 
técnica DAS-ELISA ,los virus asociados a clones, 
variedades de papa en etapa de caracterización 
y tubérculo-semilla para el control de calidad de 
semilla categoría básica.

MATERIALES Y MÉTODOS

El trabajo experimental se realizó en las instala-
ciones del laboratorio de fi topatología del Instituto 
Nacional de Investigaciones Agrícolas (INIA-
Trujillo), Venezuela. Se analizaron 65 muestras, 
de las cuales 45 fueron vitroplantas (quince 
materiales, tres repeticiones cada uno) y 20 de 
tubérculos (cinco materiales, cuatro repeticiones 
cada uno). Se utilizó un kit procedente del Centro 
Internacional de la Papa (CIP) para la detección 
individual  de los virus PLRV, PVY, PVX, PVS, 
PVA y PVM en papa, por DAS-ELISA (se dispuso 
una placa de microtitulación para la detección de 
cada virus) y se siguió  la metodología descrita 
en el manual de instrucciones de este estuche.

El muestreo se realizó de forma aleatoria en mate-
riales asintomáticos: a) en el caso semilla tubér-
culo, se colectaron brotes y una pequeña sección 
de tejido entre la unión del estolón y el tubérculo; 
b) para el caso de vitroplantas, se consideró cada 
frasco contentivo de 10 vitroplantas, como una 
unidad experimental. De cada muestra de semilla 
tubérculo o unidad  experimental se pesó 1 g y se 
maceró con el buffer de extracción.
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Con el extracto se realizó la prueba mediante 
el uso de anticuerpos específi cos para los virus 
PLRV, PVY, PVX, PVS, PVA y PVM. Las muestras 
infectadas (reacción positiva) son aquellas que 
muestran color amarillo, cuya intensidad varía 
dependiendo de la concentración de virus en la 
muestra.

Las lecturas de absorbancia se realizaron en un 
lector de ELISA Multiskan, de 30 a 60 min después 
de agregar la solución de sustrato, como lo indica 
el manual de instrucciones. Se incluyó testigo 
negativo absoluto (cuatro celdas en cada placa 
de microtitulación). Luego se procedió a aplicar 
el punto de corte para determinar las muestras 
positivas; X= xh + 0,05. Donde X: muestras del 
CIP; las muestras positivas fueron aquellas cuya 
absorbancia fue superior en 0,05 al promedio de 
las lecturas de los testigos

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En las muestras constituidas de vitroplantas de 
las variedades Costanera, María Bonita, INIAFRI, 
Kennebec, Andinita, Tibisay, Granola y de los 
clones 392634-21 y 392639-1, se detectaron al 
menos uno de los virus PVY, PVM, PLRV y PVS; 
en este sentido, se observó tres tipos de virus 
(PVY, PLRV y PVS) en la variedad Granola, dos 
(PVM y PVY) en María Bonita y en el resto un 
solo virus.

Asimismo, se presentaron muestras que resultaron 
negativos, es decir, no se detectó la presencia de 
virus, tal es el caso de la variedad Esperanza, 
Atlantic y los clones 392636-4, 392636- 31 y el 
393193-16 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Virus detectados en vitroplantas de variedades y clones de papa.

Vitroplantas 
(variedades y clones)*

Muestras 
analizadas PVY PVM PLRV PVS PVX

Costanera 3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Maria Bonita 3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3

Esperanza 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

INIAFRI 3 0/3 0/3 3/3 0/3 0/3

Atlantic 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Kennebec 3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3

Andinita 3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3

Tibisay 3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3

Granola 3 2/3 0/3 1/3 2/3 0/3

392636-4 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

392634-21 3 0/3 0/3 0/3 1/3 0/3

392636-31 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

393193-16 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

392639-1 3 0/3 0/3 2/3 0/3 0/3
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Estudios anteriores mostraron la presencia del 
virus PVS en brotes apicales y laterales, en las 
distintas clases de semilla de Granola (Rodríguez 
et al., 1995). 

Para el caso de las muestras de tubérculos de 
las variedades Diacol Capiro, Granola y de los 
clones 392639-1, 393194-27 y 386328-7, se pudo 
apreciar resultados similares al de las vitroplantas, 
donde se presentan los mismos cuatro virus. 
Además, el clon 393194-27 presentó los virus 
PVY y PVS, y en el clon 386328-7 se detectó 
PLRV y PVS; este evento se conoce como 
infección doble (Cuadro 2).

El porcentaje de infección de virus en las muestras 
de tubérculos fl uctúa entre 0 y 20%, donde el virus 
de  mayor frecuencia es el PVS con un 20, seguido 
de PVY con 15, PLRV y PVM con 5 y PVX con 0. 
(Figura 1.) Asimismo, se observa para vitroplantas 
que la infección de los virus oscila entre 0 a 33,6 
%, encontrándose con mayor frecuencia a PVY 
con un 33,6, seguido de PLRV y PVS  ambos con 
14,29 y PVM con 11,9 (Figura 2).

Los resultados obtenidos en la prueba permiten 
concluir que al menos unos de estos virus: 
PVY, PVM, PLRV y PVS, se detectaron en los 
diferentes materiales de propagación, a excepción 
de las variedades y los clones: Esperanza, 
Atlantic, 392636-31, 392636-4 y 393193-16, que 
no presentaron resultados positivos.

Se detectaron los virus PVY, PVM, PLRV y PVS 
para las vitroplantas y tubérculos, observándose 
que el virus PVS presentó mayor porcentaje de 

infección a nivel los tubérculos, igualmente, en 
la variedad Granola se evidencia la infección de 
tres virus (PVY, PLRV y PVS).

Debe señalarse que la presencia conjunta de 
dos o más virus en la misma planta, incrementa 
la manifestación de los síntomas y las pérdidas; 
esto se observa con mezclas de PVX + PVY y 
PVY + PLRV pudiendo disminuir la producción 
de las cosechas hasta en un 80% (Agrios, 2005).

Sin embargo, el PVS aunque causa síntomas 
suaves, es considerado un virus latente, se estima 
que puede ocasionar pérdidas en los cultivos 
de papa que oscilan entre 10 y 20% (Dolby y 
Jones 1987). Adicionalmente, el PVS presenta 
una reacción sinérgica con otros virus como el 
PVX, que conduce a que ocasione síntomas 
más severos, aumente su tasa replicativa, y por 
ende, cause un mayor efecto detrimental sobre 
el número total de tubérculos producidos por las 
plantas (Nyalugwe et al., 2012).

Aparte de las pérdidas económicas causadas 
por enfermedades virales que originan la 
reducción en el número y tamaño de los tubérculos 
(reducción del rendimiento), están las pérdidas 
ocasionadas por la disminución de la calidad 
sanitaria de los tubérculos semilla (reducción 
del valor comercial de la semilla), por lo que los 
programa de producción y certifi cación de semilla, 
tienen como objetivo la obtención de tubérculos 
semilla dentro de los límites de tolerancia de 
infección viral establecidos por el Reglamento de 
Certifi cación de Semillas, bajo sistemas estrictos 
de generaciones limitadas (García et al., 2005).

Cuadro 2. Virus detectados en tubérculos de variedades y clones de papa.

Tubérculos (variedades y clones)*
Muestras infectadas y sanas

PVY PVM PLRV PVS

Diacol Capiro 1 0 0 0
Granola 0 1 0 0

386328-7 0 0 1 2

393194-27 2 0 0 2

392639-1 0 0 0 1
*Cuatro tubérculos por muestras
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Figura 2. Porcentaje de infección de virus en muestra de vitroplantas.

Al mismo tiempo, se debe contar con material de 
propagación libre de enfermedades, cuando se 
realicen pruebas regionales, a fi n de garantizar 
la sanidad de las áreas y campos dedicados a 
este tipo de ensayos; obteniendo de esta forma, 
sucesivas multiplicaciones de semilla de alta 
calidad.

Entre el conjunto de pruebas o técnicas aplicadas 
para la detección de virus, está la técnica inmuno-
enzimática de DAS-ELISA. En el presente trabajo, 

se evidenció la rapidez y efectividad de esta 
técnica, como herramienta en la detección de los 
virus a objeto de estudio.

En aquellos materiales de propagación donde 
son detectados, y a fi n de obtener plantas libres 
de virus, especialmente cuando se hallan varios 
virus, se someten a tratamiento con calor y 
posteriormente al cultivo de meristemos. No 
obstante, Valenzuela-Herrera et al. (2003), indican 
que la combinación del cultivo de meristemos con 

Figura 1. Porcentaje de infección de virus en muestra de tubérculos.
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la termoterapia y quimioterapia es efectiva en 
la erradicación del PVM y PVS, pero en menor 
grado con PVY; esto conlleva a que luego de los 
tratamientos antes indicados, nuevamente será 
necesario aplicar la técnica DAS-ELISA, para 
verifi car que el virus sea eliminado.

En este sentido, la incorporación progresiva del 
uso de la técnica de ELISA en Venezuela, para 
la detección de patógenos en plantas, es una 
necesidad a la que no se ha dado la importancia 
que tiene, en función de su utilidad para mejorar 
el control de calidad fi tosanitaria de semilla y 
material de propagación vegetativa.

Los bajos índices de utilización de esta técnica, 
se explican por la simple aplicación de la ley de 
oferta y demanda, en la cual, la baja demanda de 
control de calidad con instrumentos tecnológicos 
del país en el sector vegetal (ya sea de particu-
lares o agencias del gobierno), limita la ampliación 
de la oferta tecnológica, a pesar de contar con 
instituciones con competencias legales y capaci-
dades técnicas para ello. Un medio para corregir 
esta desviación negativa del mercado, podría 
considerar la inclusión de una norma de obliga-
torio cumplimiento y cuya aplicación sea factible 
técnica y económicamente (Rangel et al., 2006).

CONCLUSIÓN

La detección de los virus a nivel de la producción 
de semilla reviste gran importancia, ya que 
se debe garantizar que estas estén libres de 
patógeno que pueda comprometer la producción 
a nivel de las diferentes etapas de certifi cación 
de las misma, es por esto que la detección de 
los virus en diferentes materiales estudiados, nos 
permiten saber las condiciones fi tosanitarias de 
las mismas, hallando a la técnica de DAS- ELISA 
como una de las herramientas utilizadas para la 
detección de los virus. Es importante la detección 
a tiempo a nivel de vitroplantas, así como a 
tubérculos, donde una vez detectado el virus se 
procede a realizar otras técnicas para limpiar el 
material vegetal que se encuentra infectado.
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