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Presentación

4

Esta cartilla ilustra la detección serológica, en el floema de diferentes órganos de la papa, del 
Potato yellow vein virus (PYVV), conocido en español como “virus de amarillamiento de la 
nervadura de hojas de la papa”. Utilizando una metodología sencilla y eficiente 

denominada inmunoimpresión (IMI) la detección viral se realiza con un anticuerpo específico de 
reconocimiento. El anticuerpo anti-PYVV (sometido a patente) fue obtenido por Patricia 
Rodríguez-Burgos, candidata a Doctorado en Biotecnología de la Universidad Nacional de 
Colombia, en investigaciones anteriores financiadas por Colciencias y el Ministerio de Agri-
cultura y Desarrollo Rural (MADR). 

Teniendo en cuenta que PYVV es el agente causal de la enfermedad de amarillamiento de venas 
de las hojas de papa que conlleva pérdidas (30 % a más de 50 %) importantes en la producción de 
tubérculos, el objetivo de la presente publicación es ilustrar de forma clara y contundente la 
presencia de los acúmulos de PYVV en el floema de cortes de diferentes órganos de plantas de 
papa infectados con el virus y que mostraban síntomas de amarillamiento versus los controles 
negativos. 

La cartilla cuenta con una versión impresa y una digital en la web (www.bdigital.unal.edu.co; 
www.redepapa.org; www.fedepapa.com), ambas publicaciones de gran utilidad para consulta, 
sobre el diagnóstico y la certificación de PYVV en papa, de los diferentes gremios de 
investigadores, de agrónomos, semilleristas, técnicos de campo y de laboratorio, o aquellos 
relacionados con otros cultivos susceptibles a la infección con el PYVV , como por el ejemplo, el 
tomate. No solo se podrá beneficiar la investigación básica en áreas de la biología, agronomía, 
entomología y ciencias afines sino que, es de esperar que la presente publicación llegue a un 
amplio número de personas y bibliotecas de instituciones y que sea de gran utilidad para aquellas 
encargadas en la certificación de patógenos como ICA y Corpoica, en Colombia. 

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 



Presentation

This booklet illustrates for the first time the serological detection of Potato yellow vein virus (PYVV) 
as cumulus in the phloem of different potato organs using a simple, efficient technique called tissue 
printing or immunoimpression (IMI). A specific capture antibody was used for viral detection. The 

anti-PYVV antibody (patent submitted) was obtained by Patricia Rodríguez-Burgos (cPh.D. Biotechnology 
candidate at the Universidad Nacional de Colombia) as part of research financed by Colciencias (the 
Colombian entity promoting science, technology and innovation) and the Colombian Ministry of 
Agriculture and Rural Development (MADR). 

Bearing in mind that PYVV is the causal agent of potato yellow vein disease (PYVD), leading to potato 
production losses ranging from 30% to more than 50%, the present publication is aimed at clearly and 
convincingly illustrating the presence of accumulations of PYVV in the phloem of cross-sections of 
different organs from potato plants infected by the virus which showed symptoms of yellowing compared 
to negative controls. 

The booklet has a printed version (ISBN: 978-958-761-579-1) and is also offered as an e-book (ISBN: 978-
958-761-580-7) on the web (www.bdigital.unal.edu.co; www.redepapa.org; www.fedepapa.com) , both 
publications being most useful for consultation about PYVV diagnosis in potato and certification by groups 
of researchers, agronomists, seed producers and field and laboratory technicians, or people working with 
other crops susceptible to PYVV infection, such as tomato. It will benefit basic research in areas of biology, 
agronomy, entomology and related sciences and it is hoped that the present publication will reach a wide 
audience in terms of libraries and people working in institutions as well as being extremely useful for 
those responsible for diagnosis and the certification of pathogens, such as the Instituto Colombiano 
Agropecuario (ICA) and the Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) in 
Colombia.

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 
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Con 13 años de conformación, el grupo de Virus Vegetales de IBUN-UNAL, dirigido por 
Mónica Guzmán Barney,Ph.D. está vinculado al grupo de Bioquímica de Virus (Colciencias) 
y se han formado más de 15 profesionales investigadores jóvenes a nivel de maestría, 

doctorado o nivel de pregrado. Las áreas de estudio se relacionan con el diagnóstico y la 
caracterización biológica, serológica, molecular y de transmisión de diferentes virus fito-
patógenos. 

Las investigaciones principales se han orientado al estudio de fitovirus en el cultivo de los cítricos 
(Citrus spp.) para la detección y caracterización del virus Citrus tristeza virus (CTV) y también, de 
algunos potyvirus que infectan al cultivo del ñame (Disocórea spp.) como Yam mosaic virus (YMV) 
y Yam mild mosaic virus (YMMV) por medio de RT-PCR y filogenias de secuencias de la proteína de 
cápside; otros potivirus de plantas ornamentales y comerciales se han estudiado. Otros virus 
importantes para el cultivo de la papa como PVX, PVY, PVS y PLRV, que tienen alta incidencia y 
efectos deletéreos en la producción han sido analizados. Más recientemente se ha avanzado en 
conocimiento biológico, serológico, molecular y de transmisión del virus Potato vein yellow virus 
(PYVV). Para el desarrollo de las investigaciones se cuenta con técnicas rutinarias de detección 
serológica (IMI, ELISA y obtención de anticuerpos) y moleculares (RT-PCR convencional, qRT-PCR -
tiempo real, Western Blot, hibridación in situ, microscopía electrónica, detección y análisis de RNA 
defectivos, secuenciamiento convencional de genes y secuenciamiento de genomas virales 
utilizando “Next Generation Sequencing” o secuenciamiento profundo). 

Los servicios de extensión se prestan según solicitudes para capacitación en técnicas de 
diagnóstico específicas: serológicas ( inmunoimpresión y ELISA) y las derivadas de la amplificación 
de genes por RT-PCR. De los trabajos realizados se han realizados 28 publicaciones.

Se han establecido relaciones de colaboración con investigadores vinculados al Centro Inter-
nacional de la Papa (CIP) , Universidad Militar Nueva Granada (UMNG) ., Universidad de los Llanos,  
Corpoica- Meta y Palmira; Centro Internacional de Agricultuta Tropical (CIAT), Instituto Valenciano 
de Investigaciones Agrarias (IVIA), Universidad de la Florida, INRA-Bordeaux, entre otros. 

Los proyectos de investigación han sido financiados por Colciencias, Ministerio de Agricultura y 
Desarrollo Rural, Asohofrucol, CIP, Fedepapa, CIAT, Corpoica, Universidad Militar Nueva Granada 
(UMNG), Programa de Biotecnología Agrícola (PBA), Dirección de Investigaciones de la Univer-
sidad Nacional de Colombia (DIB). 

Laboratorio de Virus Vegetales 
IBUN - UNAL
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The Instituto de Biotecnología's Vegetable Virus group at the Universidad Nacional de Colombia (UNAL), 
directed by Mónica Guzmán Barney, MSc, Ph.D., has been working for 13 years now and has helped train 
more than 15 young researchers at MSc, Ph.D. or undergraduate level; the group is involved with the 
Colombian Viral Biochemistry group (Colciencias). Study areas are related to the diagnosis and biological, 
serological and molecular characterization and transmission of phytopathogenic viruses. 

The main lines of research have been orientated towards studying phytoviruses in citric crops (Citrus spp.) 
aimed at detecting and characterizing Citrus tristeza virus (CTV) and also some potyviruses infecting yam 
crops (Disocórea spp.) such as the Yam mosaic virus (YMV) and Yam mild mosaic virus (YMMV) by RT-PCR 
and phylogenetic analysis of capsid protein sequences. Some other potyviruses affecting ornamental and 
commercial plants have been studied. Other important viruses having high incidence and harmful effects 
regarding potato crop production, such as PVX, PVY, PVS and PLRV, have also been analysed. More recently, 
biological, serological and molecular advances have been made regarding knowledge about biological, and 
molecular characterization and transmission of Potato vein yellow virus (PYVV). Routine serological (IMI, 
ELISA and obtaining antibodies) and molecular (conventional RT-PCR, real-time quantitative RT-PCR, 
Western Blot, in situ hybridization, electron microscopy, defective RNA detection and analysis, 
conventional sequencing of genes and sequencing of viral genes using next generation sequencing or deep 
sequencing sequencing techniques are available for our group's ongoing research lines.

Extension (further education) services are provided according to requests for training in specific diagnosis 
techniques: serological (immunoimpression and ELISA) and those derived from amplifying genes by RT-
PCR. The aforementioned work has led to 28 publications.

Relationships involving national and international collaboration have been established with researchers 
from the Centro Internacional de la Papa (CIP), the Universidad Militar Nueva Granada (UMNG) in Bogota, 
the Universidad de los Llanos near Villavicencio, Corpoica in the Meta Department and Palmira, the Centro 
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), the Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), the 
University of Florida, INRA-Bordeaux, etc. 

Research projects to date have been financed by Colciencias, the Colombian Ministry of Agriculture and 

Rural Development, Asohofrucol, CIP, Fedepapa, CIAT, Corpoica, Universidad Militar Nueva Granada 

(UMNG), the Programa de Biotecnología Agrícola (PBA), the Instituto de Biotecnología and the Universidad 

Nacional de Colombia's Research Support Centre (DIB).

Plant Virus Laboratory 
IBUN - UNAL
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Historia

Potato yellow vein virus 
(PYVV)

Síntomas

La enfermedad de amarillamiento de nervaduras de las 

hojas de la papa (potato yellow vein disease, PYVD) fue 

descrita desde la década de los años 50 (Alba, 1952) y se 

caracteriza por el amarillamiento del follaje de la planta. 

Está reportado que esta infección es causada por el virus 

potato yellow vein virus (PYVV) que pertenece a la familia 

Closteroviridae (Salazar et al., 2000; Martelli et al., 2002). 

Se ha informado que la infección de plantas de papa con el 

PYVV causa una reducción de la producción estimada en 

más de 50% para papa de año (Solanum tuberosum 

Andígena var Diacol Capiro) y de aproximadamente 30% 

en papa criolla (Solanum phureja) (Salazar et al., 2000; 

Guzmán et al., 2012). 

En papa, la infección por el virus del amarillamiento de las 

nervaduras de hoja de papa se evidencia primero con el 

aclaramiento de las nervaduras secundarias y terciarias en 

las hojas superiores, luego las nervaduras se tornan 

amarillas con espacios intervenales de color verde y en 

algunas ocasiones se observan puntos necróticos en el 

follaje, tejido foliar áspero al tacto, disminución del número 

de tubérculos (Guzmán et al., 2012), tubérculos defor-

mados y nudosidades en los ojos por crecimiento secun-

dario (Gutiérrez, 1996; Zapata, 2004). Por último, las hojas 

se tornan totalmente amarillas, de un color muy intenso, 

fácilmente detectable que en ocasiones afecta a toda la 

planta. Sin embargo, también existen plantas asintomáticas 

en las cuales se detecta la presencia del virus (Salazar et al., 

2000; Guzmán et al., 2006; Guzmán et al., 2013).  

Campo de S. tuberosum 
infectado por PYVV

Síntomas de PYVV en planta de S.phureja

Izquierda hoja sintomática, derecha 
hoja no sintomática. S.phureja

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 
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History

Potato yellow vein virus 
(PYVV)

Symptoms

Potato yellow vein disease (PYVD) was described during 

the 1950s (Alba, 1952) and is characterized by yellowing of 

potato plant veins and foliage. The causal agent is the 

Potato yellow vein virus (PYVV) which belongs to the 

Crinivirus genus, Closteroviridae family (Salazar et al., 

2000; Martelli et al., 2002). Potato plants becoming 

infected with PYVV causes an estimated reduction in 

potato (Solanum tuberosum Andigena, var Diacol Capiro) 

production of more than 50% per year and around 30% 

loss for native potato (Solanum phureja Criolla) (Salazar et 

al., 2000; Guzmán et al., 2012). 

PYVD begins with the clearing of the secondary and tertiary 

veins, followed by the veins turning yellow with green 

interveinal spaces, necrotic points sometimes being 

observed in the foliage, rough to the touch leaf tissue and a 

reduction in the number of tubers (Salazar et al., 2000; 

Guzmán et al., 2012) as well as deformed tubers and 

nodosities on the buds (eyes) due to secondary growth 

(Gutiérrez, 1996; Zapata, 2004). The leaves turn completely 

an intense yellow, leaving the main vein green sometimes 

affecting the whole plant. However, asymptomatic plants 

have also been reported in which the presence of the virus 

has been detected by RT-PCR (Salazar et al., 2000; 

Arciniégas et al., 2003; Guzmán-Barney et al., 2006-2011-

2013). 

Solanum tuberosum croop
infected by PYVV

PYVV symptom in a S.phureja plant

Left: symptomatic leaf,
right: negative control  S.phureja

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 



Detección serológica por 
Elisa y molecular por RT-PCR

Se basa en la utilización de anticuerpos para la 

detección y/o identificación de virus, de una 

manera más fácil, sensible y con un menor costo 

que mediante la utilización de otras pruebas 

serológicas. La técnica de tissue printing o inmuno-

impresión, utiliza la transferencia de proteínas de 

tejido foliar a una membrana de nitrocelulosa a 

partir de cortes longitudinales y/o transversales y 

su posterior exposición a anticuerpos específicos 

para la detección de virus, como los virus que 

afectan a la papa (Guzmán et al., 2002). En esta 

cartilla se presenta la detección de acúmulos de 

partículas virales de PYVV que se detectan por una 

coloración violeta, especialmente en la región de 

los ases vasculares y células asociadas, puesto que 

PYVV es un virus restringido al floema de la planta 

(Salazar et al., 2000).

De manera general, en las placas de poliestireno se 

fijan las proteínas virales (100 ul), que corres-

ponden en general a las proteínas de la cápside viral 

(antígenos PYVV). Los antígenos se obtienen por 

maceración del material vegetal en un buffer de 

extracción (dilución 1:10) (p:v) (paso 1). Poste-

riormente se descarta el antígeno y se lava con 

buffer PBS-Tween para adicionar 100 ul suero 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Coloración de medio

Substrato PNPP

Anticuerpo anti-PYVV

Anticuerpo Goat anti rabbit unido
a la fosfatasa alcalina (GAR-AR)

Antígeno de PYVV

Placa de ELISA mostrando resultadospositivos 
(color amarillo) y resultados negativos (sin color)

ELISA indirecto

7

bovino fetal (BSA 1%) como bloqueador de sitios 

inespecíficos. Seguidamente se adiciona el 

anticuerpo de detección viral anti PYVV (2). Si el 

virus se encuentra en la muestra analizada, el 

anticuerpo reconoce al antígeno estableciéndose 

una unión covalente (3). Posteriormente, se 

adiciona un anticuerpo marcado con la enzima 

fosfatasa alcalina (anticuerpo conjugado) GAR-AP, 

el cual tiene afinidad por el primer anticuerpo 

utilizado (4). Después de los lavados con PBS-

Tween realizados entre cada paso, se agrega el 

sustrato de la fosfatasa alcalina (5) y se produce una 

reacción colorimétrica (6), indicando la presencia 

del virus en la muestra. La reacción de color es 

cuantificada como densidad óptica medida con 

filtro de 405 nm en un lector de placas de ELISA. 

Es la técnica más utilizada para la detección de virus y en la certificación de semillas, debido principalmente a que es 

fácil de realizar para grandes volúmenes de muestras; es económica y sensible. 

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 



Virus detection by ELISA 
 

Direct ELISA involves fixing viral proteins (100 µl) on 

polystyrene plates (usually viral capsid proteins 

(PYVV antigens). The antigens are obtained by 

macerating vegetable material in an extraction 

buffer (1:10 dilution) (p:v) (step 1). The antigen is 

then discarded from the plate and the plate wells 

washed with PBS-Tween buffer for adding 100 ul 

bovine serum albumin (1% BSA) for blocking non-

specific binding sites. The anti-PYVV viral detection 

antibody is then added (2). If the target virus is 

found in the sample being analysed, the antibody 

recognises the antigen, thereby establishing a 

covalent bond (3). Anti-rabbit alkaline 

phosphatase (conjugated antibody) (GAR-AP) or 

anti-mouse (GAM-AP) which has affinity for the 

first antibody used (4). Following washing with PBS-

Tween between each step, the alkaline 

phosphatase substrate is added (5) and a 

colorimetric reaction is produced (6), thereby 

indicating the presence of a virus in the sample 

(viral titre). The colour reaction is quantified as 

optical density measured with a 405 nm filter on an 

ELISA plate reader. 

IgG-

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Color reaction

Substrat PNPP

Antibody anti-PYVV

Conjugated Goat anti rabbit antibody
(GAR-AR)alkaline phosphatase 

PYVV antigen

ELISA plate with positive virus detection in yellow

Direct ELISADAS and DASI ELISA

7

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 

The enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) (Clark and Adams, 1977) still remains the most used technique for 
viral detection and seed certification (versions:  double-antigen sandwich (DAS) ELISA, direct/indirect DAS). It is useful 
because it can be easily used for analysing large amounts of samples. 

First the polyclonal antibody is fixed on the plate (1). 

The antigen is then added (viral protein) (2) 

followed by the specific alkaline phosphatase-

labelled polyclonal antibody (ELISA-DAS) (3) or 

antibody conjugated with GAR-AP (4) is added 

(ELISA-DASI) and, lastly, the alkaline phosphatase 

substrate (5). Washing with PBS-Tween buffer is 

required between steps. Optical density is read 

using a 405 nm filter on an ELISA reader.
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RT-PCR

ELISA-DASI (sandiwch de doble anticuerpo indirecto)

Es similar al ELISA directo pero en las placas se fijan primero los anticuerpos específicos (1) para la 

detección del antígeno (2) para de esta manera eliminar posibles falsos positivos, posteriormente se 

adiciona de nuevo el anticuerpo de afinidad por el antígeno (3); seguido por el anticuerpo conjugado (4) y, 

finalmente, el sustrato de la fosfatasa alcalina (5).  

Otra técnica de amplio uso para la detección de los virus es la amplificación de genes por medio de RT-PCR 

o (Transcriptasa Reversa – Reacción en Cadena de la Polimerasa) en la que se requieren dos enzimas 

(MMLV y Taq, respectivamente), para la replicación desde el extracto de RNA viral, a partir de hibridación 

de secuencias cortas del genoma (cebadores), con lo que se puede aumentar el número de copias de la 

secuencia del gen seleccionado por medio de una secuencia de 35 ciclos térmicos específicos, que se 

programan en un termociclador. La detección de la amplificación génica se realiza por medio de la 

migración de los fragmentos amplificados en un gel de agarosa teñido con un colorante de intercalación 

(Syber Green) que se expone a la luz ultravioleta.

Gel de Agarosa con productos de RT-PCR del gen CP de PYVV.
M: marcador de peso, carriles a 7 muestras, carriles 8 y 9 controles negativos 

y carriles 10 y 11 controles positivos.
Laboratorio de Virus Vegetales, para el método de extracción de RNA de PYVV

Coloración de medio

Substrato PNPP

Anticuerpo anti-PYVV

Anticuerpo Goat anti rabbit unido
a la fosfatasa alcalina (GAR-AR)

Antígeno de PYVV

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 
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Virus detection by RT-PCR

The most common molecular technique for detecting viruses is the amplification of genes by reverse 
transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR) requiring two enzymes (MMLV and Taq) for the 
replication from a viral RNA extract (template) using hybridizing short sequences from the genome to be 
amplified (primers). This procedure can be used for increasing the number of copies of a selected gene's 
sequence using 35 specific thermal cycles (denaturing, hybridization and elongation), programmed at a 
specific temperature in a thermocycler. Gene amplification is detected by the migration of fragments 
amplified on an agarose gel stained with an intercalation dye (SYBR Green) which is exposed to ultraviolet 
light. This is a simple technique but does require greater more costly equipment and materials.

Agarose gen with  positive  RT-PCR amplicons of the Coat portein gene of   PYVV. 
M: weight marker , lines  8 and 9 negative control 

lines 1,4,6,7, 10 y 11  positie samples

Amplifying genes by RT-PCR

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 



Inmunoimpresión (IMI)

Recomendaciones

Inmunoimpresiones de tejido de plantas infectadas (figura izquierda y central), se observan precipitados
morados en los haces vasculares (señalados por la flecha).

Inmunoimpresión de una planta sana (figura de la derecha), la negatividad se evidencia 
por la ausencia de precipitado de color morado.

Para confirmar la infección de las plantas por un virus es 

necesario:

1) Usar buenos controles, tanto positivos como nega-

tivos, los cuales ayudarán a definir cuándo una 

muestra es realmente positiva y cuándo no.

2) El manejo 

del uso.

3) Utilizar siempre muestras frescas, sea en el labo-

ratorio o en campo, ayudado por tablas de apoyo. 

Dejar secar y proteger las membranas. Hacer un 

croquis con la numeración de cada planta y la 

posición que ocupa en la membrana.

4) Preparar los buffers y soluciones en las cantidades 

necesarias para el grupo de muestras que se van a 

analizar y con la menor anterioridad posible.

5) Tener en cuenta las temperaturas y tiempos men-

cionados en el protocolo.

6) Una buena revisión de las membranas con buena 

lupa, o mejor un estereoscopio y un técnico con ojo 

entrenado, permitirán la mejor evaluación de las 

muestras en un menor tiempo.

correcto de los reactivos, especialmente 

los anticuerpos, permitirá tener resultados con-

fiables y repetibles. Siempre mantener los anticuer-

pos a 4°C en nevera y en hielo en el momento 

9

Se basa en la utilización de anticuerpos para 

la detección y/o identificación de virus, de 

una manera más fácil, sensible y con un 

menor costo que mediante la utilización de 

otras pruebas serológicas. La técnica de 

tissue printing o inmunoimpresión, utiliza la 

transferencia de proteínas de tejido foliar a 

una membrana de nitrocelulosa a partir de 

cortes longitudinales y/o transversales y su 

posterior exposición a anticuerpos especí-

ficos para la detección de virus, como los 

virus que afectan a la papa (Guzmán et al., 

2002). En esta cartilla se presenta la 

detección de acúmulos de partículas virales 

de PYVV que se detectan por una coloración 

violeta, especialmente en la región de los 

ases vasculares y células asociadas, puesto 

que PYVV es un virus restringido al floema 

de la planta (Salazar et al., 2000).

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 



Immunoimpression (IMI) / tissue printing

Recommendations

Positive detection of PYVV in the phloem of petiols with violet color ( Left and central images);
and a negative control petiol ( right figure).  

The following must be done to confirm infection of 
plants by a virus:
1) Good controls must be used (both positive and 

negative ones), helping to define whether a sample 
is really positive; 

2) Fresh samples must always be used, whether in the 
laboratory or in the field, supported on a workbench 
(portable for fieldwork). They must be left to dry and 
the membranes must be protected;

3) A sketch must be made showing the numbering of 
each plant and the position a sample occupies on the 
membrane;

4) The buffers and solutions should be prepared in the 
necessary amounts and as near to the time when a 
group of samples is going to be analyzed. The 

5) The temperatures and times mentioned in a 
particular protocol being followed must be 
observed; and

6)  A thorough revision of the membranes must be 
made using a good magnifying glass, or better still a 
stereoscope, by a technician having a trained eye, 
thereby leading to a better evaluation of the samples 
(even of small viral accumulations) and taking less 
time.

correct 
handling of reagents, especially antibodies, will lead 
to reliable and repeatable results. Antibodies must 
always be kept at 4ºC in a fridge on ice until when 
they will be used;

9

Tissue printing or immunoimpression (IMI)

antibodies for detecting and/or identifying 
viruses more easily, involving a sensitive 
technique which costs less by using other 
serological tests. The technique uses the 
transfer of tissue viral proteins to a 
nitrocellulose membrane from longitudinal 
and/or transversal cross-sections, followed 
by their exposure to specific antibodies for 
detecting a particular virus, such as the 
viruses affecting potatoes (Guzmán et al., 
2002). This booklet presents the detection 
of the accumulation of PYVV viral particles 
detected in different organs by violet 
precipitin staining, especially in the region 
of the vascular bundles and associated cells, 
as PYVV is a virus which is limited to the 
plant phloem (Salazar et al., 2000).

 
is a qualitative technique reported by 
different authors, based on using 

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 
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Inmunoimpresión protocolo (IMI)

Realizar el esquema de las muestras que se van a 

analizar en una hoja de papel, marque la mem-

brana de nitrocelulosa y numere las filas con lápiz (1 

a 50 muestras) o según la cantidad de muestras será 

el tamaño de la membrana.

Hacer un corte transversal del órgano vegetal fresco 

(del mismo día de recolección o máximo de 2 días a 

4°C) e imprima suavemente sobre la membrana de 

nitrocelulosa, dos o tres veces el mismo corte.

Dejar secar la impresión durante 5 minutos antes de 

procesar. (La membrana se puede guardar en seco 

en bolsa plástica hasta su revelado).

Colocar la membrana en el fondo de un recipiente 

plástico (de tamaño un poco más grande que la 

membrana).

Agregar Bobine Serum Albumin (BSA) al 1 % o leche 

descremada al 3% preparada en PBS-Tween hasta 

cubrir la membrana.

Incubar durante una hora en agitación suave a 

temperatura ambiente o durante toda la noche a 

4°C.

Descartar la preparación de bloqueo.

Adicionar el anticuerpo de detección (anti-PYVV) 

preparado en buffer de anticuerpo (ECI) en dilución 

1:100.

Pasos a seguir

Agitar lentamente durante 3 horas a 37°C o 

durante 4 horas a temperatura ambiente.
Descartar el anticuerpo (en frasco adecuado) y 

lave la membrana tres veces con PBS-Tween, en 

cada lavado se deja el buffer durante 5 minutos.
Adicionar el anticuerpo (GAR) conjugado a la 

fosfatasa alcalina preparado en buffer ECI en 

dilución 1:20000.
Agitar suavemente a 37°C durante 2 horas.
Descartar el anticuerpo (en un frasco adecuado) 

y lave la membrana tres veces con PBST. En cada 

lavado se deja el buffer durante 5 minutos.
Adicionar el sustrato de la fosfatasa alcalina 

(NBT/BCIP) hasta que aparezca coloración violeta 

en el control positivo.
Lavar la membrana con abundante agua desti-

lada y deje secar a temperatura ambiente.
Observar la membrana directamente con lupa o 

bajo el estereoscopio, buscando la presencia de 

precipitados de color morado, indicadores de 

positividad.

La membrana se seca y se puede guardar du-

rante tiempo indefinido en una bolsa plástica.
 

Inmunoimpresión de pecíolo

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 
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Immunoimpression protocol (IMI)

Make a scheme for the samples to be analyzed on a 

sheet of paper; mark the  membranenitrocellulose  

and number the rows with a pencil (1 to 50 samples) 

or membrane size according to the amount of 

samples.

Make a cross-section of the fresh vegetable organ 

(on the same day as collection or a maximum of 2 

days later at 4ºC) and gently print the same cut twice 

or three times on the nitrocellulose membrane.

Let the impression dry for 5 minutes before 

processing (the membrane can be kept dry in a 

plastic bag until revealed)

Place the membrane at the bottom of a plastic 

receptacle (its size being a little bigger than that of 

the membrane).

Add 1% bovine serum albumin (BSA) or 3% skimmed 

milk prepared in PBS-Tween until the membrane is 

covered.

Incubate for one hour with gentle shaking at room 

temperature or overnight at 4ºC.

Discard the blocking preparation.

Add the detection antibody (anti-PYVV) prepared in 

antibody buffer (ECI) at the dilution indicated by the 

supplier.

Shake slowly for 3 hours at 37ºC or for 4 hours at 

room temperature.

Steps

Discard the antibody (in a suitable flask) and wash 

the membrane three times with PBS-Tween; leave 

the buffer for 5 minutes during each wash.

Add the antibody (GAR) conjugated with the 

alkaline phosphatase prepared in ECI buffer at 

1:20,000 dilution (or as indicated in the 

manufacturer's indications).

Shake gently at 37ºC for 1hr 30´ or 2 hours at 

room temperature,

Discard the antibody (in a suitable flask) and wash 

the membrane three times with PBST. Leave the 

buffer for 5 minutes during each wash.

Add the alkaline phosphatase substrate 

(NBT/BCIP) at room temperature until violet 

colouring appears in the positive control (from 10 

to 40 minutes, depending on the manufacturer) 

(discard the substrate in a suitable flask). 

Wash the membrane with abundant distilled 

water and leave to dry at room temperature.

Observe the membrane directly under a 

magnifying glass or stereoscope, seeking the 

presence of purple precipitates, these being 

indicators of positivity (small disperse points or 

bigger aggregates could be detected, usually 

located in the region of the phloem or 

accompanying cells).

Let the membrane dry; it can be kept for an 

indefinite amount of time in a plastic bag.

Petiol immunoimpession

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 



Material y equipo 

Cortes de material vegetal 

Suero de albúmina bovina (BAS) al 1% o leche descremada en polvo (3%)

Buffer ECI (Agdia) o cada reactivo por separado

PBS-Tween 

Anticuerpo de detección (anti PYVV) mantenido a 4°C 

Anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina (GAR –AP Sigma) mantenido a 4°C 

Sustrato de la fosfatasa alcalina NBT/BCIP (nitro-blue-tetrasodio/bromo-cloro-indol-fosfato) 

mantenido a 4°C

Estereoscopio/lupa

Tubo falcón, cajas con tapa pequeñas, micropipeta, tubos eppendorf y guantes de látex

11
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Materials and equipment

 Falcon tube, boxes, micropipete, eppendorf tubes, latex gloves

11

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 

Field or greenhouse material: petioles, stems, tubers, shoots 

Transverse and longitudinal cross-sections of the vegetable material

1% bovine serum albumin (BAS) or 3% powered skimmed milk 

ECI buffer (Agdia) or each reagents separately 

PBS-Tween (washing between steps)

Detection antibody (anti-PYVV) kept at 4ºC 

Antibody conjugated with alkaline phosphatase (GAR-AP Sigma) kept at 4ºC 

Stereoscope /magnifying glass

NBT/BCIP alkaline phosphatase substrate (nitro-blue-tetrazolium used in conjunction with 

alkaline phosphatase substrate 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate (BCIP) kept at 4ºC
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Hojas de papel (para hacer esquema de muestras)

Lápiz No. 2

Cuchillas de bisturí o de afeitar

Membrana de nitrocelulosa 0,45 µm cortada 

a un tamaño menor que la caja plástica en la 

que se coloca

Cajas de plástico con tapa: pequeñas y medianas 

Agitador

Frascos lavadores 500 ml (buffer y agua)

Frascos falcon 15 ml o 30 ml 

preparación de anticuerpo y conjugado 

Eppedorf de 2 ml

Bolsas plásticas con cierre (pequeñas y medianas) 

Tabla de cartón duro para cortes de tejido y apoyo 

Estereoscopio/lupa 

Agitador y caja con tapa Estereoscopio      

Impresión de tejido

Los reactivos también pueden ser obtenidos 
por otras casas comerciales. Asegúrese de 
seguir las instrucciones del proveedor para la 
correcta preparación y utilización de cada uno 
de los reactivos.

Leche descremada al 3% en PBS

Buffer de anticuerpo y de conjugado

Sustrato NBT/BCIP y buffer (Sigma)

5 g de leche descremada en 1 litro 

de PBS

0,2 g de albúmina de suero bovino

2 g de polivinilpirrolidona (PVV)

0.02 g de azida de sodio (opcional)

Llevar a 100 ml con PBST 1X

 

40 mg de NBT en 2 ml de formamida al 

70%

20 mg de BCIP en 2 ml de dimetil- 

formamida

Tris 0.605 g

NaCl 0.292

Completar a 12 ml con agua destilada

NBT/BCIP descartar adecuadamente 

Preparación de los buffers

El proceso y revelado de una inmuno-

impresión tarda entre 5 horas y un día. La 

impresión del tejido sobre la membrana 

tarda pocos segundos y el tiempo de 

impresión total utilizado dependerá del 

número de muestras. El bloqueo de las 

membranas dura una hora o la noche a 4°C. 

La incubación con el anticuerpo de detec-

ción tarda tres horas y con el anticuerpo 

conjugado tarda una hora y 30 minutos. A 

37°C o aún a temperatura ambiente. Entre 

los pasos se realizan tres lavados, cada uno 

de 5 minutos y el revelado puede durar 

desde 5 minutos hasta una hora. La 

presencia de precipitados morados en el 

área de los tejidos vasculares, cuya forma 

varía de acuerdo con el tejido, evidenciará 

la presencia o ausencia de acúmulos 

virales. 

Tiempos para (IMI)

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 
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Shaker, boxes       Stereoscope

Tissue impression

3% skimmed milk in PBS

Antibody and conjugated Buffer 

NBT/BCIP substrat and buffer (Sigma)

1% bovine serum albumin 

2 g polyvinylpyrrolidone (PVV)

0.02 g sodium azide (optional)

Keep until 100 ml with PBST 1X

 

40 mg NBT in 2 ml of 70% formamide

20 mg BCIP in 2 ml dimethylformamide

Tris 0.605 g

NaCl 0.292

Complete to 12 ml with distilled water

NBT/BCIP properly discard

Preparing buffers 

An immunoimpression's processing and 
revelation takes from 5 hours to a whole day. 
Several membranes can be revealed at the 
same time in individual plastic dishes and in 
suitable volumes of buffers. The membranes 
must be kept moist and the shaking must be 
gentle.
The tissue impression on the membrane 
does not last long; total impression time will 
depend on the number of samples.
Blocking the membranes lasts one hour or 
overnight at 4ºC. Incubation with the 
detection antibody lasts three hours and 
with the conjugated antibody lasts an hour 
and 30 minutes at 37  or even at room 
temperature. Three washes with PBS-Tween 
buffer are made between steps, each lasting 
5 minutes (revelation could last from 5 
minutes up to an hour).
The presence of purple precipitates in the 
area of the vascular tissues (its form varying 
according to the tissue) shows the presence 
of viral cummulus and viral concentration in a 
determined tissue, organ or plant.

ºC

Time for (IMI)

Sheets of paper (for sketching the samples)

Vegetable material  ( , stems, tubers, shoots)

No. 2 pencil

Scalpels or razor blades 

0.45 µm nitrocellulose membrane cut to a smaller size than 

the plastic box in which the sample is going to be 

processed with the buffer

Plastic dishes with lids: small- and medium-sized ones 

Shaker/agitator

500 ml wash bottles/flasks (buffer and water)

15 ml or 30 ml Falcon flasks (for antibody and conjugate 

preparation) 

2 ml Eppendorf tubes  

Zipped plastic bags (small- and medium-sized ones) 

Fibreboard table for tissue cross-sections and support 

while working

Stereoscope/magnifying glass 

petioles

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 

(Precaution: use gloves and discard in a suitable flask 
after use) The reagents can also be obtained from 
different manufacturers. Make sure that the 
manufacturer's instructions are followed to ensure 
that each reagent is correctly prepared and used.



Cultivo infectado con PYVV, Antioquia - Colombia (Guzmán y Franco, 2008)
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Potato vein yellow disease in a potato crop infected with PYVV, Antioquia - Colombia (Guzmán and Franco, 2008)

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 
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Figura representativa de una planta de papa, 

señalando los diferentes órganos. Cada uno 

de los órganos puede ser utilizados en la 

inmunoimpresión, a diferencia de lo que 

ocurre con otras técnicas.

La presencia de precipitados morados en el área de los tejidos vasculares, cuya forma 

varia de acuerdo al tejido, evidenciará la presencia o ausencia de acúmulos virales.

Positividad

Se observa precipitados morados en las muestras positivas (izquierda). 
Control negativo con ausencia de precipitado de color morado (derecha). 

Los haces vasculares se señalan con una flecha.

Figura tomada de CIP

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 
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Squematic potato complete plant.

(Centro International de la papa)

PYVV cummuls detected in the phloem with violet stain

IMI Positivity

Positive samples: left
Negative control: right

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 

Main root

Stem

Secundary
root

Pholiole

Petal

AntherFloral 
peduncle

Peciole
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Pecíolos: con la flecha se señalan los acúmulos virales sobre los haces vasculares.
+++: alto nivel de detección.   ++: nivel medio.   +: nivel bajo   

 

Corte transversal de pecíolo.
Control negativo.

Hoja enrollada. 
Las flecha señalan algunos de los acúmulos virales.

+

++

+++
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Petioles: the arrow points out the viral accumulation on the vascular phloem
+++: high detection level.   ++: middle level.   +: down level   

 

Cross section of petiole
Negative control

Leave 
Arrow: viral cummuls 

+

++

+++
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Durante la reacción del NBT/BCIP con la fosfatasa alcalina dependiendo del tiempo de
exposición se puede tener mayor o menor grado de coloración.
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Transversal cross section of petiole. Different levels of PYVV cummuls
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Negative control
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Transversal cross section
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Transversal cross section
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Ampliación de un segmento de un tubérculo, donde se aprecian acúmulos virales.
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Amplification of a tuber segment showing PYVV cummuls
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Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 

Para obtener mejores resultados en la inmunoimpresión de tubérculo, se recomienda
después de hacer el corte, secar con una toalla de papel antes de hacer la impresión.
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Positive tuber. For better immunoimpression results dry the tuber tissue 
before the impression in the membrane

with a Kleenex , 
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Corte transversal de primordios de papa donde se aprecia acúmulos en los haces vasculares.
Tener en cuenta que para obtener una buena impresión es necesario ser cuidadoso

a la hora de hacer el corte, porque estos son muy frágiles.

control negativo
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Transversal cross section of tuber shoots. PYVV cummuls in the phloem are shown by arrows 

negative control
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control negativo

25

P
r
im

o
r
d
io

 -
 s

h
o
o
t

Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 



 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 

negative control
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Corte longitudinal de primordios de papa donde se aprecia acúmulos en los haces vasculares.
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Longitudinal croos section of potato tuber with shoot. PYVV cummuls detected in violet stain.

 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 



Costos 

Membrana revelada
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Detección por inmunoimpresión de Potato yellow vein virus (PYVV) 

El costo de una muestra por ELISA (cuantitativa) varía entre 5.000 y 56.000 pesos colombianos basados en 

muestras de una placa de ELISA que contiene 96 pozos para 40 muestras aproximadamente. El costo por IMI 

(cualitativa) de evaluación de una muestra se puede reducir aproximadamente en un 20%, teniendo en 

cuenta que los valores se basan en la evaluación de una membrana de 10 x 10 cm en la que se pueden 

imprimir 100 muestras. La membrana de nitrocelulosa puede guardarse durante mucho tiempo en 

condiciones óptimas.



 Potato yellow vein virus (PYVV) serological detection 

Cost

Complete Immunoimpression membrane
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Cost of analyzing samples by IMI 
The cost of processing a sample by ELISA (quantitative) can vary from 5,000 to 60,000 Colombian pesos 

(depending on the laboratory) based on 96-well ELISA plates, for about 45samples; the time for developing 

the technique is one to two days. Even though it is a quantitative technique, it cannot discriminate small 

concentrations of virus. The cost of a sample's IMI evaluation (qualitative) is 20% lower, based on using a 10 

x 10 cm membrane on which around 100 samples could be printed. The already processed nitrocellulose 

membrane can be kept for a long time ( years), maintaining viral detection quality. The IMI technique allows 

different organs to be reviewed and small viral concentrations to be detected.



Universidad Nacional de Colombia, Instituto de Biotecnología, Laboratorio de Virus Vegetales
Ciudad Universitaria - carrera 30 n.° 45 - 03

PBX: (57-1) 316 5000 ext. 16973

Consulte nuestra página web: www.ibun.edu.co
mmguzmanb@unal.edu.co
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