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ABSTRACT

Watermelon Mosaic Virus II (WMV-II) affects yield and fruit quality of several cultivated
Cucurbitaceae species. This study reports upon its distribution in Chile and the purification
and molecular characterization of some WMV-II isolates. Data suggests that WMV-II is
distributed throughout the IV and VI Regions, being the most frequently found virus in
melon, watermelon and squash. WMV -Il identification was based upon symptoms obtained
with indicator plants and immunoassays carried out with polyclonal antibodies (ELISA
test). Purification of this virus demonstrated that the WMV-II Chilean isolates coincide with
literature descriptions. It is a filamentous particle of 730 nm, formed by two main proteins
of approximately 32 and 66 kDa. These proteins were positively recognized by polyclonal
antibodies in Western analyses. The 260/280 nm absorbance ratio was 1.4, very close to the
1.2 value reported for this virus elsewhere.
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INTRODUCCION

ElVirus del Mosaicode la Sandiatipo [[(WMV-
IT), se identificd y describié por primera vez en
Chile en el afio 1974 afectando a varias cucur-
bitaceas (Auger et al., 1974). Este virus pertene-
ce a la familia de los potyvirus (Purcifull ez al.,
1984) y esta constituido por particulas filamen-
tosas de 730 a 750 nm de largo, que en el
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citoplasma de las células del hospedero inducen
la formacion de inclusiones cilindricas conoci-
das como “pinwheels” (Purcifull et al., 1984).
Se transmite en forma no persistente, por varias
especies de afidos. Su rango de hospederos esta
restringido principalmente a las cucurbitaceasy
aalgunas leguminosas, causando una sintomato-
logia caracterizada por la presencia de mosaico,
moteado y deformaciones de la lamina foliar y,
en algunos casos, clorosis intervenal y acorta-
miento de los entrenudos (Matthews, 1993).

El genoma corresponde a ARN de hebra simple
(ssRNA) presente en copia inica, con un tamafio
aproximado de 10 kilobases (kb) (Brakke y Van
Pelt, 1970; Purcifull et al., 1984; Riechmann et
al., 1992). El extremo 3" contiene una region
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conservada no traducida que es caracteristica
de los potyvirus y una “cola” del tipo poli-A
(poli-adeninas), simil a un ARN mensajero.
Para su replicacion, al igual que todos los
miembros de la familia de los potyvirus, WMV -
Il genera una poli-proteina de aproximadamente
320 kDa que posteriormente se autoescinde en
productos como la proteina de capside (CP, de
32 a34 kDa); proteinas de inclusion nuclear (N1
ay b, entre 50 y 70 kDa) y diversas proteasas
(entre 49 y 54 kDa). La secuencia nucleotidica
de la CP corresponde a unaregion de aproxima-
damente 850 bases contiguas a la region 3" no
traducida del genoma. Unas 1.700 a 2.000 sub-
unidades de la CP cubren cada hebra de ssRNA,
generando una particulaviral de masa molecular
6,5 x 10° kDa (Hollins y Brunt, 1981). A la
fecha, se ha caracterizado el gen correspondiente
a la CP de cuatro aislamientos diferentes, los
cuales exhiben aproximadamente un 92% de
similitud (Frenkel e al., 1989; Quemada et al.,
1990; Wang et al., 1993; Gara et al., 1997).

En Chile no existe mayor informacion sobre las
caracteristicas moleculares de esta particula
viral identificada como WMV-II, por lo que un
conocimiento mas profundo de éstas permitira
el disefio de estrategias de control de este patd-
geno, incluida laingenieria genética. Para imple-
mentar esta ultima estrategia, se debe conocer
laestructuramolecular del virus y las secuencias
de algunos de sus genes.

En este trabajo se caracterizaron molecularmente
aislamientos chilenos del virus con el fin ultimo
de clonar el gen de la CP para utilizarlo en el
disefio de genes quiméricos que, al ser introdu-
cidos en variedades de meldn de interés econo-
mico, permitan incorporar algin grado de resis-
tencia o tolerancia al virus.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Durante los meses de enero y febrero de 1995,
se colectaron muestras con sintomas de virosis
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en plantaciones comerciales de meldn (Cucumis
melo), zapallo de guarda (Cucurbita maxima),
zapallo italiano (Cucurbita pepo), pepino de
ensalada (Cucumis sativus), sandia (Citrullus
lanatus)y alcayota (Cucurbita fisifolia), distri-
buidas entre la IV a la VI Region de Chile. Los
sintomas buscados fueron los caracteristicos de
la infeccion con WMV-IIL, es decir, hojas con
mosaico, moteado y deformacién de la lamina,
con ocasional aclaramiento de nervaduras y
acortamiento de los entrenudos (Matthews,
1993; Escaffiy Auger, 1974; Gajardo y Apabla-
za, 1996). Las muestras, colectadas en bolsas de
polietileno y almacenadas en contenedores con
hielo, se llevaron al laboratorio para determinar
la presencia del WMV-II y de otros tres virus
que infectan cucurbitaceas: el Virus del Mosaico
del Pepino (CMV), el Virus del Mosaico Ama-
rillodel Zapallo (ZYMV)ydel Virusdel Anilla-
do de la Papaya (PRV), inicialmente descrito
como WMV-L.

Deteccion del Virus

Las muestras recolectadas se analizaron me-
diante “enzyme linked immunosorbent assay”
(ELISA), con anticuerpos policlonales obtenidos
de AGDIA (Elkhart, IN, USA) o de SANOFI
Diagnostic Pasteur (Marnes la Coquette, Fran-
cia). Para ello se molieron hojas con sintomas
en presenciade soluciones amortiguadoras apro-
piadas segun el tipo de virus a detectar. Para
WMV-II y ZYMV se utilizé un amortiguador
compuesto de NaCO,, 1,59 g/L; NaHCO,, 2,93
g/L; NaN,, 0,2 g/L; polivinilpirrolidina (PVP)
20.000, 2% a pH 9,6. Para CMV y PRV, en tan-
to, se utilizo NaCl, 8,0 g/L; Na,HPO,, 1,15 g/L;
NaH,PO,, 0,2 g/L; KCI, 0,2 g/L; t-octilfenoxi-
polietoxiatenol (Tween-20), 0,5 g/L; PVP
20.000, 2% a pH 7,4. Los ensayos se revelaron
por deteccion espectrofotométrica a 405 nm, de
la actividad de la enzima fosfatasa alcalina,
conjugada a un segundo anticuerpo. Aquellas
muestras que dieron los mas altos titulos de
WMV-I], se almacenaron a -70°C para su pos-
terior utilizacion.
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Traspasode WMV-1I a plantasindicadorasy
mantencion en invernadero

Los 47 aislamientos con sintomas de WMV-II
colectados se traspasaron, mediante inoculacién
mecanica, a plantas indicadoras recientemente
germinadas de Cucumis melo, Cucurbita pepo,
Chenopodium quinoa, Phaseolus vulgaris cv.
Coscorron, Pisum sativum cv. Perfection y
Nicotiana tabacum ‘Samsun’. Para ello se
molieron aproximadamente 5 g de hojas infecta-
das con el virus en 10 mL de soluciéon amorti-
guadora de fosfato 10 mM a pH 7,0, a la que se
le adicionaron 10 mM de Na, SO, y 10 mM
dietilditiocarbamato de sodio (DIECA), como
agentes estabilizadores. La suspension se frotd
sobre los cotiledones de melon y zapallo italiano
y sobre hojas recientemente expandidas de las
plantas hospederas, todas las que habian sido
previamente espolvoreadas con carborundum.
Luego de la inoculacidn, las hojas se lavaron
conaguadestilada. Cada 15 a 20 dias se hicieron
nuevas inoculaciones con el objeto de mantener
una alta concentracion del virus. Las plantas
inoculadas se mantuvieron en invernadero a
20 + 3°C. Para la mantencién de los aislamien-
tos solo se utilizaron plantas de zapallo italiano
y de meldn. La efectividad de traspaso se veri-
fico mediante ensayos ELISA, tal como se descri-
bid anteriormente,

Purificacion del virus

Se utiliz6 un protocolo modificado del descrito
por Purcifull et al. (1984). Brevemente, por
cada 100 g de tejido vegetal se adicionaron 200
mL de una solucién de extraccion compuesta de
amortiguador fosfato 0,5 M a pH 7,5; 0,2%
Na,SO,; 10 mM de etilendiamintetraacetato de
sodio (EDTA) y 24 mL de n-butanol, agitando
la mezcla por 2 h a 4°C. Luego la mezcla se
centrifugd a 10.000 g por 20 min. Se separd el
sobrenadante y se agreg6 1% de Triton X-100
(v/v), 6% de polietilenglicol (PEG) 8.000 (p/v)
y 100 mM de NaCl y se agito la mezclapor 1 h
a 4°C. Nuevamente se centrifugd en las mismas
condiciones anteriores y el precipitado se separd

para resuspenderlo con la ayuda de una bagueta
devidrioen 30 a 50 mL de amortiguador fosfato
50 mM apH 8,2 con 10 mM de EDTA. Una vez
resuspendido el precipitado, se centrifugd a
10.000 g por 15 miny al sobrenadante se le adi-
ciond 8% de PEG 8.000 (p/v) y NaCl 100 mM.
En estas condiciones se agitd por 30 min a 4°C
y se centrifugd a 27.000 g por 15 min. El pre-
cipitado se resuspendid con aproximadamente
4 mL de amortiguador fosfato 50 mM a pH 8,2
mas EDTA 10 mM, depositando esta resuspen-
sién sobre una solucion de CsClal 30% (p/v)
(d=1,23 g/mL). Estas columnas se centrifugaron
a 55.000 r.p.m. por 18 h a 20°C en un rotor
Beckman tipo 70 Ti. Luego se extrajeron las
distintas fracciones correspondientes a las ban-
das de sedimentacion del virus. A cada fraccion

de interés se le determind larazon de absorbancia
a 260 - 280 nm.

Cada fraccion colectadase diluydarazéonde 1:2
con amortignador fosfato SO mM a pH 8,2 mas
EDTA 10 mM y se centrifugd a 12.000 g por 10
min. Al sobrenadante se adicioné PEG 8.000
10% (p/v) y NaCl 100 mM. Luego se agité6 1 h
y se centrifugd a 27.000 g por 20 min. Final-
mente, este tltimo precipitado se resuspendid
en 100 uL de amortiguador fosfato 50 mM a pH
8,2 mas EDTA 10 mM.

Microscopia electronica

Para el analisis morfoldgico de las particulas
purificadas, se realizé microscopia electronica
utilizando grillas de Cu de 300 mesh cubiertas
con Colodion, sobre las que se deposit6 lamues-
tra, la que contrasto6 con acido fosfotingstico al
2% (pH 7,5) por 2-5 min. Las preparaciones se
visualizaron con un microscopio electronico
Zeiss EM900.

Caracterizacion bioquimica del virus puri-
ficado

Electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes.
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Cada precipitado final se resuspendié en un mi-
nimo volumen de amortiguador fosfato 50 mM
apH 8,2 mas EDTA 10 mM. De este material, se
cargaron 10 pL en un gel de poliacrilamida en
presencia de dodecilsulfato de sodio (PAGE-
SDS) (10%) que posteriormente se tifid con azul
brillante de Coomassie R-250, siguiendo el pro-
tocolo descrito por Sambrook et al. (1989).

Western-blot

Para identificar como proteinas virales de WMV-
[aaquellas previamente separadas por electro-
foresis, éstas se electrotransfirieron amembranas
Immovilon-P (Millipore). Para ello, los geles y
las membranas se pusieron en contacto por 50
min a4°Cy 100 V bajo una solucién de transfe-
rencia compuesta de Tris-HCI 25 mM, glicina
92 mM, 10% metanol a pH 8,3. Posteriormente
estas membranas se incubaron por 3 h con solu-
cién de bloqueo compuesta de Tris-HC120 mM,
NaCl 137 mM, 1% de seroalbiimina de bovino
(BSA), 0,05% de Tween 20 a pH 7,6. Luego se
adiciond en el mismo amortiguador el anticuerpo
policlonal anti-WMV-II y se incub6 por 2 h.
Finalmente, se lavaron las membranas 3-5 veces
con solucién de bloqueo y se incubd por 2 h con
los mismos segundos anticuerpos conjugados
con fosfatasa alcalina utilizados en los ensayos
ELISA. Como reactivo de coloracidn parareve-
lar 1a unidn del anticuerpo, se utilizaron 33 pL
de azul de nitro-blue-tetrazolium (50 mg/mL) y
16,5 puL de bromocloroindolil fosfato (50 mg/
mL en dimetilformamida) en presencia de 25
uL de MgCl, (1 M) en un volumen final de 5 mL
de amortiguador Tris 100 mM (pH 9,6) + NaCl
100 mM.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se resumen los resultados obte-
nidos mediante los ensayos de ELISA de las 47
muestras recolectadas, para la deteccion del
WMV.-II y de otros tres virus que también
infectan cucurbitaceas: el potyvirus del mosaico
del zapallo (ZYMYV), el cucumovirus del mo-
saico del pepino (CMV) y el potyvirus del ani-

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 58 - N 4 - 1998

llado de la papaya (PRV), conocido original-
mente como potyvirus del mosaico de la sandia
tipo I (Purcifull et al., 1984).

Todas las muestras recolectadas de meldn,
zapallo, pepino y zapallo italiano resultaron
positivas para la presencia del WMV-II, alcan-
zando algunas de ellas un valor de absorbancia
superior a 2,0. De siete muestras de sandia con
sintomas analizadas, s6lo unaresulté negativa a
la prueba de ELISA para el WMV-II. La tnica
muestra de alcayota (Cucurbita fisifolia) eva-
luada, también resulté negativa para este mismo
virus. Tres muestras de zapallo (N* 12,29y 38)
y una de melén (N° 31) presentaron, ademas,
una reaccién positiva para el ZYMV y una
muestra de sandia (la N° 40) presenté sélo
reaccion al ZYMYV, virus cuya presencia en
Chile hasta ahorano ha sido reportada. Trabajos
posteriores han permitido confirmar la presencia
de ZYMV en nuestro pais el que también ha sido
caracterizado a nivel molecular (manuscrito en
preparacion).

En cuanto a la factibilidad de traspaso a hospe-
deros herbaceos, en el caso del WMV-II todos
los aislamientos causaron sintomas de bandeado
de las nervaduras, moteado, mosaico y defor-
macion de las hojas en plantas de Cucumis melo
y Cucurbita pepo. En Chenopodium quinoa, se
produjeron lesiones locales cloréticas y necro-
ticas, en tanto que no hubo reaccidn en Nicotiana
tabacum “Samsum”, Phaseolus vulgaris cv. Cos-
corrén y Pisum sativum cv. Perfection (estos
dos ultimos resistentes a WMV-II). Esto corres-
ponde a lo esperado para este virus de acuerdo
a Smith et al. (1992). Todos estos resultados se
verificaron mediante ensayos ELISA de mues-
tras correspondientes ahojas de estos hospederos
herbaceos.

Para el caso del ZYMV, el traspaso de las mues-
tras de zapallo N> 12,29y 38 y de las de sandia
N 31y 40 a Luffa acutangula, produjo en este
hospedero sintomas sistémicos de mosaico y
aclaramiento de nervaduras, lo que también
indicaria la presencia de este virus en estas
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Cuadro 1. Muestras analizadas mediante ELISA para la presencia del Virus 2 del Mosaico
de la Sandia (WMV-II), del Virus del Mosaico del Pepino (CMV), del Virus del Mosaico Amarillo

Table 1. Samples analyzed by ELISA for the presence of watermelon mosaic virus
type I (WMV-II), cucumber mosaic virus (CMYV), zucchini yellow mosaic
virus (ZYMV) and papaya ringspot virus (PRV)

del Zapallo (ZYMYV) y del Virus del Anillado de la Papaya (PRV)

N° Muestra Procedencia WMV-2 ZYMV CMyY PRV
1 Meldn Paine-El Copihue + - - -
2 Sandia Lampa-El Porvenir + - - -
3 Melon Lampa-C. Lovarga + - - -
4 Melén Nancagua + - - -
5 Melion Chépica + - - -
6 Melén Los Tilos + - - -
7 Melén Paine-N. Oriente + - - -
8 Meidn Paine + - - -
9 Melon Paine + - - -
10 Zapallo Los Tilos + - - -
11 Zapallo Hospital + - - -
12 Zapallo La Serena + + - -
13 Zapallo La Serena + - - -
14 Melon Colina-Santa Marta + - - -
15 Melon Colina-Lo Arcaya + - - -
16 Melon Pichidegua-Santa Carmen + - - -
17 Melon Pichidegua-Santa Carmen + - - -
18 Sandia Pichidegua-Santa Carmen + - - -
19 Melon Pichidegua + - - -
20 Melén Pichidegua-Los Romos + - - -
21 Melén Patagua-Cerro + - - -
22 Melon Patagua-Cerro + - - -
23 Melon Patagua-Cerro + - - -
24 Melén Patagua-Abajo + - - -
25 Melon Patagua-Abajo + - - -
26 Melon Colina + - - -
27 Melén Colchagua + - - -
28 Melén Palmilla + - - -
29 Zapallo Nancagua + + - -
30 Melén Nancagua + - - -
31 Sandia Nancagua + o+ - -
32 Sandia Colchagua + - - -
33 Meldén Cunaco + - - -
34 Zapallo Colchagua + - - -
35 Zapallo Cunaco + - - -~
36 Sandia Palmilla + - - -
37 Zapallo La Platina-Santiago + - - -
38 Zapallo Nancagua + + - -
39 Meldn Cunaco + - - -
40 Sandia Cunaco - + - -
41 Zapallo Nancagua + - - -
42 Sandia Nancagua + - - -
43 Zapallo La Serena + - - ~
44 Pepino La Serena + - - -
45 Alcayota La Serena - - - -
46 Melon La Serena + - - -
47 Zapallo Italiano Curacavi + - - -




especies(Lisaetal., 1981),tal como se confirmé
por analisis de ELISA. Como se mencion6 mas
arriba, estos resultados han sido confirmados

mediante la caracterizacion molecular de este

Virus.

Dado que las muestras N 3 y 7 presentaron los
mayores niveles de absorbancia en las pruebas
de ELISA, se utilizaron éstas para purificar el

WMV-IL. En la Figura 1, se presenta una foto-

grafia obtenida por microscopia electrénica
(aumento 20.000 x) de la purificacion obtenida
a partir de la muestra N° 7, donde se puede
observar la presencia de particulas filamentosas
de aproximadamente 730 nmde largo. L.a morfo-
logia general de estas particulas corresponde a
un potyvirus y la longitud determinada tras la
medicion de 30 de ellas, también esta dentro del
rango de 730-750 nm dado por Purcifull et al.
(1984) para el WMV-II. La determinacion de la
razdn entre la absorbanciaa260y 280 nm, valor
que es una constante caracteristica para todos
los virus, resultd ser 1,4, un valor similar al de
1,2 dado para otras purificaciones de este mismo
virus (Purcifull et al., 1984).

Para confirmar que la particula aislada efectiva-
mente correspondiaa ladel WMV-II, se procedio
adeterminar la composicion proteica de las par-
ticulas virales purificadas. Para ello se realizé
un analisis del patrén electroforético de las pro-
teinas presentes en dicha purificacion, utilizando
tincion con azul brillante de Coomassie R-250
de geles tipo PAGE-SDS al 10% del polimero.
EnlaFigura2, se observan los patrones del ban-
deo de las proteinas correspondientes a alicuotas
del material obtenido de la Muestra N° 7 (carril
3 de la Figura 2). Ademas, en el carril 5 de la
misma Figura 2 aparece el mismo aislamiento,
pero obtenido luego de ser traspasado a un hos-
pedero herbaceo y posteriormente purificado.
Las zonas contiguas a la banda principal del
virus obtenida en la gradiente de densidad en
CsCl practicamente no contenian proteinas
(carril 4), confirmando el equilibrio discreto del
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virus- en la forma de una sola banda en la
gradiente de densidad. Como referencia, se
muestran estandares de peso molecular alto
(carriles 1 y 6) y bajo (carriles 2 y 7).

Tanto en la purificacion hecha del material
obtenido directamente en el campo como en
aquella procedente de un hospedero herbéceo,
pueden observarse principalmente dos proteinas:
una de aproximadamente 66 kDa y otra de
aproximadamente 32 kDa. Ellas corresponden,
probablemente, a las proteinas de inclusion y de
la capside, respectivamente. Los pesos molecu-
lares reportados por la literatura para la proteina
delacapside sonde 29 a32 kDa (Purcifulletal.,
1984).

Conocido este patron electroforético, se proce-
dié a caracterizar las proteinas visualizadas por
latincion mediante técnicas inmunologicas. Para
esto, los geles obtenidos anteriormente se elec-
trotransfirieron amembranas con alta capacidad
adherente para proteinasy sobre éstas se realizé
su deteccion mediante los mismos anticuerpos
policlonales anti-WMV-II utilizados para los
ensayos ELISA. La Figura 3 muestra los resul-
tados de este experimento, donde las dos pro-
teinas separadas por PAGE-SDS reaccionaron
especificamente con este anticuerpo policlonal.
Los carriles 3 y 5 de la Figura 3 corresponden a
purificaciones obtenidas de las muestras N> 3 y
12. El carril 4 corresponde a una purificacion de
lamuestraN° 7, apreciandose una mucho mayor
concentracion del virus. Puede observarse la
alta reactividad inmunologica de la proteina de
66 kDa (p66), especialmente si se considera su
baja concentracion relativa comparada con la
proteina de 32 kDa. Esta mayor reactividad
posiblemente se deba a una particular inmuno-
genicidad de esta proteina, dado que estos
anticuerpos policlonales son preparados a partir
de extractos virales totales, es decir, proporcio-
nalmente se inmunizan los animales con una
muy baja proporcién de p66.
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Figura 1. Particulas de WMV-II contrastadas con acido fosfotingstico y visualizadas mediante microscopia electrénica
(aumento 20.000x). La barra mide 200 nanémetros.

Figure 1. WMV-II particles contrasted with phosphotungstic acid and observed under electronic microscopy (20,000x).
Bar size is 200 nanometers.
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Figura 2. Electroforesis en geles al 10% de poliacrilamida-SDS de dos aislamientos de WMV-II tefiidos con Coomassie
Blue R250. Se indica a la derecha el tamaiio en kDa de las bandas del estandar de peso molecular (carriles 1, 2,
6 y 7). Carriles 3 y 5: virus purificado desde la muestra N° 7 directamente de campo o de hospedero herbaceo,
respectivamente. Carril 4: zona contigua a la banda viral en la gradiente de CsCl.

Figure 2. Gelelectrophoresis on 10% PAGE-SDS for two WMV -1l isolates stained with Coomassie Blue R250. Molecular
weight standards (in kDa) are indicated on the right side of each sample (lanes 1, 2, 6 and 7). Lanes 3 and 5: virus
purified from sample Nr 7, directly from the field or after transmission to herbaceous host. Lane 4: sample
obtained from the vicinity of the viral band on the CsCl gradient.

Los carriles 1 y 2 de la Figura 3, corresponden
a alicuotas de extractos totales de hojas de
hospedero herbaceo, es decir, sin aplicar un
protocolo de purificacion y posterior concentra-
cion por gradiente en CsCl; aqui se observo que,
apesar de la sensibilidad del método de deteccion
inmunolégico, no se logr6 detectar la presencia
de los antigenos virales. De esta manera, un en-
sayo de este tipo (“Western blot”) no tiene la
sensibilidad necesaria como para realizar una
deteccion directa del virus y una caracterizacion

inmediata de las proteinas que lo componen;
por ello, es necesario realizar al menos una
etapa previa de concentracion que implique al
menos la obtencién de un extracto crudo me-
diante centrifugacion diferencial con polieti-
lenglicol (ver protocolo de purificacion en Mate-
riales y Métodos). Finalmente, la correspon-
dencia de las dos proteinas visualizadas por
PAGE-SDS con las detectadas por los anticuer-
posenel “Western blot”, indic6 que la banda de
equilibrio asignada al WMV-II correspondio a
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Figura 3. Western-blot de WMV -11. Se utilizé un primer anticuerpo anti-WMV-il de conejo y un segundo anticuerpo anti-
conejo conjugado con fosfatasa alcalina. Las barras negras representan la migracidn de estdndares de peso
molecular (Sigma). Carriles 1 y 2: extractos crudos de hojas de hospederos herbaceos. Carriles 3, 4 y 5: virus
purificado de las muestras N°® 3, 7 y 12, directamente de campo.

Figure 3. Western-blot using rabbit anti-WMV-II anti-body and a second antibody conjugated with alkaline phosphatase.
Black bars indicate molecular weight standards (Sigma). Lanes 1 and 2: crude sap from herbaceous hosts
carrying viral samples Nr. 3 and 12. Lanes 3, 4 and 5: virus purified from samples Nr. 3, 7 and 12 which were

directly taken from the field.

este virus, descartando una probable contami-
nacion con otras particulas virales en la purifi-
cacion.

CONCLUSIONES

En este estudio se ha logrado la purificacion y
caracterizacion molecular del WMV-II presente
en Chile. Mediante los anélisis realizados en
este trabajo, se confirmaron los informes reali-
zados por Auger et al. en 1974, quienes descri-
bieron una alta prevalenciay amplia distribucién
geografica del virus en los cultivos dé cucurbi-
taceas a través del pais.

A nivel molecular, los resultados indicaron que
el aislamiento local de WMV-II no difiere

mayormente de aislamientos de otras partes del
mundo en cuanto al tamafio y morfologia de la
particula viral. Del mismo modo, el patrén pro-
teico del virus purificado y la inmunorreactivi-
dad especifica de las proteinas cuantitativamente
mas importantes confirmaron la identidad del
virus, encontrandose una proteina de 32 kDa
que corresponderia a la CP del virus y otrade 66
kDa, tamafio descrito para la polimerasa viral.

La purificacidon y caracterizacion de una cepa
local de WMV-II constituye la primera etapa de
un trabajo conducente a obtener variedades de
melon transgénicas, en las cuales se pretende
introducir el gen viral que codifica para la CP,
con el proposito de otorgar algin grado de resis-
tencia o tolerancia a este virus.
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RESUMEN

El Virus del Mosaico de la Sandia Tipo II
(WMV-I]) afecta el rendimiento y la calidad de
lafrutaen varias cucurbitaceas cultivadas. Enel
presente trabajo se estudié la distribucién de
este virus en el pais y se purificaron y caracte-
rizaron molecularmente algunos aislamientos.
Los resultados indican que el WMV-II esta am-
pliamente distribuido en Chile (desdelalV ala
VIRegion)y queesel virus mas comin presente
en los cultivos de meldn, sandia y zapallo. El
virus se identifico en base a la sintomatologia
producida en plantas indicadoras herbaceas y
por inmunoensayos con anticuerpos policlonales
(ELISA). Purificaciones del virus permitieron

demostrar que los aislamientos chilenos corres-
ponden con las descripciones dadas por la lite-
ratura para este virus, es decir, que se trata de un
potyvirus poseedor de particulas filamentosas
de 730 nm, constituidas por dos proteinas de
aproximadamente 32 y 66 kDa. Estas proteinas
fueron reconocidas positivamente por anticuer-
pos policlonales luego de ser electrotransferidas
amembranas de nitrocelulosa. Larazén de absor-
banciaa 260y 280 nm fue de 1,4, valor cercano
a 1,2 dado para este virus.

Palabras clave: meldn, potyvirus, cucurbita-
ceas, proteina capside.
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