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RESUMEN 

En el presente trabajo se realizó un estudio del virus moteado del clavel (CarMV), en el cual se analizaron con la 
prueba de ELISA muestras de clavel de diferentes variedades de la Sabana de Bogotá. Esta prueba indicó que el82% 
de las muestras analizadas eran positivas para el CarMV. El CarMV presente en las muestras positivas fue inoculado 
mecánicamente en plantas de clavel certificadas libres de virus. La partícula viral se purificó utilizando centrifugación 
en gradientes y colchones de sacarosa. La proteína de la cápside fue analizada por electroforesis SDS-PAGE, 
encontrándose una banda de proteína de masa molecular relativa aproximada de 38kDa. El tejido infectado con el 
CarMV se sometió a un proceso de extracción de RNA de doble cadena (dsRNA) encontrándose de 3 a5 componentes 
electroforéticos cuyos tamaños fluctuaron aproximadamente entre 8.0 y 0.9 kpb. Este patrón de dsRNA pennitió 
diferenciar al menos 3 aislamientos virales. El análisis electroforético en geles de agarosa del RNA genómico de 
varios aislamientos virales, mostró una banda de peso molecular aproximado de 4.0 kb. El análisis del RNA 
genómico digerido con RNAsa TI pennitió diferenciar 2 grupos de patrones electroforéticos de los aislamientos 
estudiados. 

ABSTRACT 

Using an ELISA test, camation mottle virus (CarMV) was found to infect 82% of the camation samples collected 
from the Sabana of Bogotá. The isolated virus was mechanically inoculated on virus-free carnation plants and 
purified by sucrose gradient centrifugation. CarMV coat protein was analized by SDS-PAGE showing a single 
component of about 38 Kda. Double-stranded RNA (dsRNA) extracted from carnation infected tissue showed 3 to 
5 electrophoretic components ranging between 8.0 and 0.9 Kbp. Virus particles contained a genomic RNA of about 
4.0 Kbp as revealed by agarosa gel electrophoresis. It was posible to distinguished 2 groups of electrophoretic 
pattems using RNAse T1 digestion of the RNA contained in the CarMV purified particles. 

Palabras clave: cápside viral, carmovirus, clavel, dsRNA, electroforesis. 
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INTRODUCCIÓN 

El virus moteado del clavel (CarMV) pertenece 
al grupo de los carmovirus, familia 
Tombusviridae (Mayo & Pringle, 1998). Es un 
virus de morfología icosaédrica, cuyas partícu­
las contienen una molécula de RNA genórnico 
de cadena sencilla de sentido positivo compuesta 
por 4003 nucleótidos (Guilley et al., 1985). Su 
genoma se halla encapsidado por subunidades 
proteicas de 38k:Da. Posee 5 ORFs y presenta 
una estrategia de expresión génica de lectura a 
través de codones de terminación y de RNA 
subgenórnicos. Además del RNA genórnico, en 
la partícula viral se encapsidan dos especies de 
RNA subgenórnico de 1.6 y 1.75 kb (Carrington 
& Morris, 1984). Deltejido infectado con CarMV 
se ha aislado dsRNAs de 4.0, 1.2 y 0.9 kpb 
(Lawson & Kenneth, 1987). Estos últimos 
dsRNAs son subgenórnicos. El CarMV infecta 
los cultivos de clavel produciendo cuantiosas 
pérdidas. La incidencia de este virus en la Sabana 
de Bogotá se ha estimado en un 30% (Pizano, 
1992). 

En el presente trabajo se demuestra la existencia 
de al menos 3 variantes del CarMV que actúan en 
la Sabana de Bogotá, sobre la base de los patro­
nes electroforéticos del dsRNA y la 
fragmentación específica del genoma con la 
RNAsa Tl. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Aislamiento del Virus 

Se tomaron muestras de clavel provenientes de la 
Sabana de Bogotá y del invernadero de la Uni­
versidad Nacional, las cuales presentaban los 
síntomas producidos por el CarMV. El virus 
purificado a partir de estas plantas o extractos de 
su tejido fue inoculado mecánicamente sobre 
plantas de clavel certificadas libres de virus 
donadas por Flor América S.A. Estas plantas se 
mantuvieron en invernadero a una temperatura 
de 18-22°C. La presencia del CarMV en las 
plantas de campo y del invernadero fue determi­
nada mediante la prueba serológica de ELISA 
utilizando el "kit" distribuido comercialmente 
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por la Facultad de Medicina y el Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional. El 
método de ELISA utilizado fue esencialmente 
como lo describe Clark & Adams (1977). 

Purificación del virus 

A partir de los resultados obtenidos con la prueba 
de ELISA, se escogieron las muestras positivas 
para CarMV con el objeto de purificar el virus. 
Para la purificación del virus se utilizó como 
referencia el método descrito por Lommel et al., 
(1982) y Waterworth & Kaper (1972), al cual se 
le hicieron algunas modificaciones. Se pesaron 
100 g de hojas de clavel, se homogeneizaron en 
licuadora con buffer acetato de sodio 0.2M, pH 
5 .0, a 4°C. El virus se precipitó con polietilenglicol 
(PEG) y cloruro de sodio (NaCl), seguido de 
resuspensión en buffer Tris-HCl 0.01 M, pH 7.3 
y sedimentación en gradientes o colchones de 
sacarosa. La suspensión del virus purificado se 
cuantificó espectrofotométricamente a 260 nm, 
se le determinó el espectro de absorción entre 
200-300 nm y se estableció la relación ~w' ~80• 

El virus purificado se almacenó a -20°C. 

Electroforesis de la proteína estructural 
del virus 

Las partículas virales fueron disociadas median­
te la adición de un volumen de buffer de trata­
miento 2X de Laemmli (1970), seguido de 
incubación en agua hirviendo durante 3 minutos. 
La proteína estructural fue analizada en el siste­
ma SDS-PAGE de Laernmli (1970), a través de 
un gel de concentración del 4% y un gel de 
separación del 12.5% de poliacrilarnida. La pro­
teína separada en el gel fue visualizada con azul 
de Coomassie. Las proteínas totales presentes en 
el tejido infectado fueron igualmente analizadas 
en este sistema de electroforesis. En este caso, la 
muestra se preparó macerando el tejido en ácido 
tricloroacético al1 0% en acetona que contenía 2-
mercaptoetanol al 0.3%, colectando el precipita­
do a baja centrifugación y lavándolo 2-3 veces 
con acetona fría. Este precipitado fue 
resuspendido en buffer de tratamiento 1X de 
Laernmli (1970) y se incubó como ya se indicó 
para la suspensión viral. Se utilizó una mezcla de 
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marcadores de peso molecular para protefuas 
que contenía albúmina bovina (68.000), 
ovoalbúmina (45.000), quimotripsina (25.000) 
y beta lactoglobulina (18.000). 

Patrones de dsRNAs subgenómicos 

Las muestras positivas en la prueba de ELISA 
para CarMV se utilizaron para obtener los 
dsRNAs, empleando extracción con fenol y ab­
sorción con CF-11 celulosa, según el método 
descrito por Dodds etal., ( 1984). Laelectroforesis 
se realizó en gel de poliacrilarnida al6%, en una 
minicámara vertical SE 250 Mighty (Hoeffer), a 
voltaje constante de 100 v por 3.5 horas. Para 
visualizar las bandas de los dsRNAs se utilizó 
una tinción de nitrato de plata (Blum et al., 
1987). Los pesos moleculares aproximados de 
los dsRNAs se calcularon por el método gráfico 
de Bozart & Harley ( 197 6), utilizando los marca­
dores de peso molecular de (Hind m (Gibco­
BRL) (MW: 23.1, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0 y 564 
kpb). 

Purificación del RNA genómico del 
CarMV 

Para la extracción del RNA genómico viral se 
partió del virus purificado y se utilizó el método 
del TRIZOL (Ácido Guanidinico Tiocianato­
fenol-cloroformo de Gibco-BRL) (Chomczynski 
& Sacchi, 1987). El RNA genómico purificado 
se separó en una electroforesis en gel de agarosa 
al 1.2% en una cámara submarina Horizon 58 
(Gibco-BRL). La electroforesis se corrió a 100 
voltios constantes durante 1 hora, se tiñó con 
bromuro de e ti dio (0.5 (g/ mi) durante 15 minutos 
y se visualizó en un transiluminador UV. El 
tamaño de las bandas formadas fue calculado 
utilizando el marcador de peso molecular "RNA 
ladder" (Gibco-BRL) (P.M 9.5, 7.5, 4.4, 2.4, 1.4 
y 0.24 kb) y el método gráfico de Bozart & 
Harley (1976). 

Digestión del RNA con RNAsa Tl 

Se utilizó como referencia los métodos descritos 

por Bergeman et al., (1989) y De Watcher et al., 
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(1972). Para poder observar los productos de la 
digestión con RNAsa T1, se realizó una 
electroforesis unidimensional en gel de 
poliacrilarnida al1 0% en una cámara vertical SE 
250 Mighty (Hoeffer), utilizando buffer de citrato 
de sodio 0.025M, pH 3.5. La electroforesis se 
condujo a 35 mA constantes por lámina de gel de 
0.75 mm, durante 1.5 horas. Los productos de la 
digestión se observaron utilizando una tinción de 

nitrato de plata (Blum et al., 1987). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Incidencia del CarMV 

El agente etiológico que produjo lasintomatología 
en las plantas de clavel estudiadas fue confirma­
do mediante la prueba de ELISA como CarMV. 
Con esta prueba serológica se determinó que de 
72 muestras analizadas, el 82% eran positivas al 
virus cuando se utilizó el "kit" de ELISA prepa­
rado contra un aislamiento viral que actúa en la 
Sabana de Bogotá. Mediante la prueba de ELISA 
se detectó el CarMV en 52 variedades de clavel. 
Los resultados de esta prueba se encuentran 
descritos en la tabla l. El nivel de incidencia 
encontrado en este trabajo es superior al 30% 
reportado en estudios previos (Sánchez & 
Torrado, 1993; Pizano & Salazar, 1992). 

Las plantas sanas de clavel inoculadas con ex­
tractos de hojas de clavel infectadas con CarMV 
o con este virus purificado, reaccionaron 
sistémicamente a la infección, produciendo sín­
tomas primarios. Estos sfutomas empezaron a 
aparecer a los 15 días después de la inoculación, 
formándose inicialmente en las hojas una clorosis 
leve, luego una clorosis difusa, manchas y pun­
teado (figura 1). Estos síntomas coinciden con 
los reportados por Hollings & S tone (1970). Las 
condiciones de cultivo de invernadero permitie­
ron obtener tejido de clavel infectado con niveles 
de CarMV suficientes para los propósitos de 
purificación del virus, análi~is de su proteína 
estructural y su ácido nucleico. 
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No VARIEDAD N° DE ESQUEJES RESULTADO 
ANALIZADOS 

1 Pisa 4 Negativo 
2 Ciao 4 Positivo 
3 Lilac Torres 5 Negativo 
4 Alba Malva 4 Positivo 
5 White ce 4 Positivo 
6 Giulia Viola 4 Positivo 
7 Bacio 4 Positivo 
8 Vittorio 14 Positivo 
9 TuareG 4 Positivo 
10 Ligth Lambada 6 Positivo 
11 Aragona 10 Positivo 
12 Africa 10 Positivo 
13 Domino 8 Positivo 
14 Annays 6 Positivo 
15 Giulia 12 Positivo 
16 Ro berta 13 Positivo 
17 Fiorella Rosso 7 Positivo 
18 F53 Viola 8 Positivo 

19 Angelica 10 Positivo 
20 Nona 6 Positivo 
21 Diana 13 Positivo 
22 Leone 16 Positivo 
23 Tasman 4 Negativo 
24 Optima 3 Negativo 
25 Maoma 4 Negativo 
26 Al ara 8 Positivo 
27 Ligth Pink Barbara 8 Positivo 
28 M.Gorena 15 Positivo 

29 Scarlet Kink 4 Negativo 
30 Eveline 6 Negativo 
31 2208 St Bianco 7 Positivo 
32 Mini Viola 14 Positivo 
33 PinkPisa 5 Negativo 
34 Mares 9 Positivo 

35 Masai 13 Positivo 

36 Malvetta 4 Negativo 

37 Se! ene 4 Positivo 

38 Maribel 4 Negativo 

39 Na biJa 5 Positivo 

40 Tiziano 6 Positivo 

41 Sergio 9 Positivo 

42 Turbo 14 Positivo 

43 Santa Fe 6 Positivo 

44 Batman 8 Negativo 

45 Dark Pínk Barbara 2 Negativo 

46 Fiorella Giallo 7 Positivo 
47 Barbara 8 Negativo 
48 Pink Calipso 6 Positivo 
49 Scarlette 6 Positivo 
50 Oliver 14 Positivo 
51 Peach Vainilla 6 Positivo 
52 Diferentes variedades 20 Positivas 

Invernadero Universidad Nacional 

Tabla l. Diagnóstico del CarMV con la prueba de ELISA. 
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Electroforesis de la partícula viral 
purificada 

El espectro de absorción en UV de las partículas 
virales purificadas fue típico de una 
nucleoproteína (figura 2). La relación A260/ 
A280 fue igual a 1.8, Jo cual sugiere una propor­
ción del18% de RNA (Paul, 1959). El método de 
purificación permitió obtener partículas virales 
con un rendimiento de 8.9 mg/kg a 23.6 mg/kg de 
tejido. La pureza de las partículas virales se 
confirmó con electroforesis en gel de 
poliacrilamida en el sistema SDS-PAGE, 
revelándose en el gel una banda de proteína 
homogénea con un peso molecular de 38.000 
(figura 3. Carriles 3-6). En esta prueba 
electroforética no se observaron bandas de pro­
teína provenientes del tejido infectado (figura 3. 
Carriles 7-10). 

Análisis electroforético de los dsRNAs 

Con el propósito de caracterizar Jos dsRNA 
asociados a la infección producida por CarMV se 
realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida 
al6%, la cual reveló el componente esperado de 
4.0 kpb, el cual se asocia con la forma replicativa 
del RNA genómico del CarMV. Adicionalmente 
se observaron bandas de tamaños cercanos a 0.9 
y 1.2 kpb (figura 4A). En algunos aislamientos la 
banda de 0.9 mostró una duplicación (figura4B). 
La relación de estos dsRNAs subgenómicos con 
los RNAs subgenómicos que se encapsidan no 
ha sido determinada. Igualmente, no se conoce la 
función de estos fragmentos subgenómicos 
(Carrington & Morris, 1984).· 

En algunos extractos se detectó un componente 
de dsRNA de aproximadamente 8.0 kpb (figura 
4C). Este componente probablemente corres­
pondería a otro virus. Sin embargo, en la 
electroforesis de la proteína de las partículas 
virales purificadas se detectó únicamente un 
componente de 38 KDa. Los extractos de plantas 
de clavel certificadas libres de virus inoculadas 
con estas partículas virales, no mostraron el 
componente de dsRNA de 8.0 kpb (figura 4D). 
Estos resultados podrían indicar que de existir un 
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virus contaminante, éste es inestable en las con­
diciones de purificación utilizadas. Sin embargo, 
debido a que una de las variantes del CarMV, que 
mostró una migración relativamente menor en 
todos los componentes de dsRNA, también in­
cluyó la banda de dsRNA de 8.0 kpb (figura 5C), 
no se excluye que este componente pueda estar 
relacionado de alguna forma con el CarMV. El 
análisis electroforético de dsRNA permitió en­
contrar 3 variantes del CarMV, lo cual podría 
estar indicando la presencia de cepas de este 
virus que difieren en el patrón de dsRNA, aunque 
no se tuvo evidencia de diferencias biológicas 
asociadas a estas variantes, ni se condujeron 
experimentos con este propósito. La variación de 
estas cepas estuvo representada en la mayor o 
menor movilidad de los fragmentos 
subgenómicos con relación a la mayoría de los 
aislamientos examinados (figura 4A carril 6, 
figura 4C. carril 1 0). 

En general, Jos patrones dsRNA fueron conser­
vados en todos los aislamientos de las diferentes 
variedades de clavel, excepto en los 3 aislamien­
tos referidos. Estas 3 variantes representaron el 
7.5% de las 40 muestras analizadas en sus patro­
nes de dsRNAs subgenómicos aislados del tejido 
infectado. 

Análisis electroforético del RNA 
genómico 

La electroforesis del RNA purificado con 
TRIZOL, reveló en gel de agarosa una banda de 
un tamaño aproximado de 4.0 kb, correspon­
diente al RNA genómico de la partícula viral del 
CarMV (Figura 5). Este tamaño se determinó 
con relación a los marcadores de peso molecular 
descritos en Materiales y métodos. En todas las 
preparaciones, la región del gel inferior a la 
banda de 4.0 kb mostró una tinción de fondo 
("background") que sugiere una probable degra­
dación del RNA genómico durante la prepara­
ción de la muestra. Asimismo, se insinúo tina 
banda menor de alrededor de 1.6-1. 7 kb, la cual 
podría corresponder a los RNAs subgenómicos 
reportados por otros autores (Carrington & 
Morris, 1984). 
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Análisis del RNA genómico digerido con 
RNAsaTl 

El análisis unidimensional mostró un patrón de 
digestión característico (Figura 6. Carril 3) para 
los aislamientos que compirrtieron la misma 
movilidad en los fragmentos subgenórnicos de 
dsRNA. Por el contrario los aislamientos que 
mostraron una movilidad menor en los fragmen­
tos de 0.9 y 1.2 kpb, exhibieron un patrón de 
fragmentación diferente (Figura 6. Carril4) al de 
la mayoría de los aislamientos. Esto indica que 
los aislamientos de movilidad corta presentan 
variaciohes en la secuencia. Estas variaciones se 
podrían deber a secuencias adicionales que son 
responsables de la menor movilidad o a variacio­
nes en la posición de las guaninas que son los 
sitios específicos para el corte con la RNAsa Tl. 
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Figura l. Plantas de clavel infectadas con CarMV. Planta infectada con CarMV. B. Planta sana. 
C. Hojas de clavel inoculadas con CarMV. D. Hojas de clavel sanas. 
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Figura 2. Espectro de absorción del CarMV. Las partículas purificadas fueron analizadas 
espectro fotométricamente entre 200-300 nrn, en buffer Tris-HCl 0.01 M, pH 7.3, utilizando 
corno blanco el mismo buffer. 

Figura 3. Electroforesis de la proteína estructural del CarMV. Carriles 1-2: Marcador de 
peso molecular; carriles 3-6: virus purificado: UN53, UN53, SB2, SB4; carriles 7-10: 
proteínas de tejido infectado: SB2, SB4, SB5, SB6. Las partículas virales se analizaron en 
un gel de poliacrilamida al 12.5%, a 15 rnA constantes durante 1 hora. La proteína fue 
teñida con azul de Coornassie al 0.15%. 

UN= Aislamientos del invernadero de la Universidad Nacional; SB =Aislamientos de la 
Sabana de Bogotá. 
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Figura 4. Patrón de bandas de dsRNA de aislamientos de CarMV. A: Carriles 1-9: 
aislamientos: SB18, SB19, SB20, SB21, SB22, SB26, SB27, SB28, SB3. B: Carriles 1-
4: aislamientos: SB7, SB8, SB9, SB 10. C: Carrill: marcador de peso molecular; carriles 
2-10: aislamientos: SBll, SB12, SB13, SB14, SB15, SB16, SB17, SB18. D: carril1: 
marcador de peso molecular; carriles 3-4: aislamientos libres de virus; carriles 2, 5-l 0: 
aislamientos: SB2, SB4, SB5, UN53, UN53, UN53, UN53. Electroforesis en gel de 
poliacrilamida a16%, 100 v constantes durante 3.5 horas. Tinción con nitrato de plata. 

UN= Aislamientos del invernadero de la Universidad Nacional; 

SB = Aislamientos de la Sabana de Bogotá. 
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Figura 5. Electroforesis del RNA genómico de CarMV. 

Carril 1: marcadores de peso molecular, "RNA Ladder" (Gibco-BRL). Carril 2: RNA 
genómico de CarMV SB32. Electroforesis en gel de agarosaall.2%, a 50 v constantes durante 
1 h. Tinción con bromuro de etidio. 

.2 

Figura 6. Electroforesis de RNA genómico digerido con RNAsa TI. Carriles 1-2: RNA total 
de tabaco digerido con RNAsa Tl, Carriles 3-4: RNA genómico de CarMV digerido con 
RNAsa T1 SBll, SB26. Electroforesis en gel de poliacrilamida al lO% en buffer citrato de 
sodio 0.025 M, pH 3.5. Electroforesis a 35 mA constantes por lámina de gel, durante 1.5 h. 
Tinción con nitrato de plata. 

SB = Aislamientos de la Sabana de Bogotá. 
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