Debido a la baja germinacién que presen-
taron las lineas tetraploides y triploides y a
la variabilidad en la calidad del fruto triploi-
de sin semilla, se vio que era necesario un
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trabajo en gran escala para poder utilizar
comercialmente estos resultados, el que quedo
temporalmente postergado ante trabajos de
mayor prioridad.

RESUMEN

Se produjo sandia triploide de la variedad chilena Chilefén por duplicacion
cromosomal del diploide y cruzamiento de los tetraploides resultantes por los di-

ploides.

El fruto triploide mostré textura, forma y sabor variables, v poeyfiscasi solo rudi-

mentos de semillas vacias.

SUMMARY

Triploid watermelon of the chilean variety Chilefén was produced by chro-
mosomal duplication with colchicine and by crossing these resulting tetraploids with

the diploids.

Triploid fruit showed variable texture, shape and taste, and it had mostly rudi-

mentary empty seeds.
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Preparacidén del virus del mosaico del tabaco para
observaciones al microscopio electrdnico

Mario Alvarez A. v Primo Accatino L.

INTRODUCCION

El microscopio electrénico, o ultramicros-
copio, es el unico instrumento capaz de pro-
porcionar al hombre una vision directa de los
virus. Si bien es cierto que las imdgenes cb-
tenidas hace unos 20 aflos mostraban apenas
unas formas vagas, en la actualidad es posible
obtener fotogratias tan claras que permiten es-
tablecer con bastante precision el tamaiio y la
forma de estos organismos. Este perfecciona-
miento se debe al avance de las técnicas, espe-
cialmente en lo que a preparaciones microsco-

iIngenieros Agrénomos, Proyvecto Fitopatologia, Instituto de
Investigaciones Agropecuarias.

Los autores descan dejar especial constancia de sus agra-
decimientos a los Drs. Juan de Dios Vial y Manuel Rodriguez,
de la Facultad de Medicina de la Universidad Catélica de
Chile, por su eficaz y desinteresada colaboracién, sin la cual
este trabajo no habria podido realizarse. El Dr. Vial asesord
en las preparaciones microscopicas y obtuvo las fotografias del
virus, en tanto que e! Dr, Rodriguez facilité los medios para
Hegar a la purificacién del virus.

picas se refiere, v a la fabricacién de instru-
mentos mas complejos y perfectos (8).

El microscopio electrénico se ha constitui-
do dltimamente en una gran ayuda en el
diagndstico de enfermedades de las plantas.
Aunque el diagndstico de todos los virus ve-
getales es posible sélo en casos muy limitados,
en Alemania, por ejemplo, se usa extensiva-
mente en la determinacién de virus de la pa-
pa (7). Aun asi, el tamaiio y forma de los virus
llamados esféricos no se conocen suficiente-
mente, pues se necesitan técnicas especiales
para su purificaciéon. Sin embargo, si consi-
deramos la necesidad de aplicar los postula-
dos de Koch en virologia, el ultramicrosco-
pio nos puede permitir abarcar esa necesidad,
que significa poder observar un pardsito den-
tro de su huesped (1, 3, 4).

En todo caso, con referencia al uso del mi-
croscopio electronico para fines directos de
aplicacién practica, es indudable que los gran-
des aspectos negativos para ello, lo constitu-
yen su complejidad y alto costo, que por afios
han sido los principales factores limitantes
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para el uso mas extensivo de este instru-

mento.

OBJETIVOS DEL TRABAJO — Los objetivos que

persiguieron los autores, tuvieron principal

relacion con la observacion del virus del mo-
saico del tabaco al microscopio electrénico

y las técnicas de purificacién del virus para su

ulterior fotogratia. Estos objetivos se pueden

condensar en los siguientes puntos:

a) Observar y fotografiar al virus causante
del mosaico del tabaco, mediante el em-
pleo del microscopio electrénico, tnico
INSITUMENto Mecdnico que propcrciona es-
ta posibilidad;

b) Determinar el mejor método de purifica-
cién del virus, para ser observado y foto-
grafiado mediante el empleo del aparato
mencionado.

REVISION DE LITERATURA

1. GENERALIDADES — El limite de visualidad o
limite del poder de resolucién de un micros-
copio comun, es decir, de iluminacion por la
luz blanca, es de aproximadamente 200 mu.
Las particulas de tamaiio menor sélo pueden
observarse usando un sistema adecuado de
contraste luminoso entre ellas y el fondo de
observacion, pero sus tamafios no pueden en
este caso medirse en forma precisa. El poder
de resolucidn de estos microscopios se ve li-
mitado por la apertura numérica del lente
del objetivo y la longitud de onda de la luz;
es por esta razén que la visiéon podria aumen-
tarse a un limite de 100 my, siempre que la luz
blanca fuese sustituida por luz ulwravioleta
de menor lengitud de onda. Es asi como usan-
do un microscopio de luz ultravioleta se ha
logrado fotogratiar, y aun medir, algunas par-
ticulas de virus animales, pero nunca, hasta
ahora, vegetales, ya que estos ultimos sélo pue-
den ser observados al microscopio electréni-
co (2, 9).

Como principio basico, el microscopio elec-
trénico puede ser considerado analogo al mi-
croscopio comun, con la diferencia que en
aquel instrumento la fuente de luz y los len-
tes de vidrio han sido reemplazados por una
fuente electrénica y campos magneéticos, res-
pectivamente, lo cual hace que la imagen del
espécimen se logre por radiacién transmitida.
La fuente de radiacion es un filamento calien-
te que emite electrones termoidnicamente al
vacio y acelerados a través de 50-100 kilowatts
de potencial. La longitud de onda asociada
con un haz de electrones acelerados a través
de este potencial, es de s6lo 0.005 my (0.05 A),
comparado con una longitud de onda de 500
mu y 200 mp de la luz blanca y ultravioleta,
respectivamente, razén que le da al micros-

copio electrénico su alto poder de resolu-
cion (2, 5, 8).

2. ANTECEDENTES — Se considera que la primera
alslacion parcial de un virus vegetal se reali-
26 en el afo 1892, cuando el ruso Iwanoski
demostrd que el agente causal del mosaico
del tabaco pasaba a través de filtros que eran
capaces de retener a las bacterias (5).

Los primeros especimenes observados se
prepararon dejando deshidratar, sobre una
membrana de colodidn, gotas de una solucién
que los contenia. Sin embargo, las fotografias
obtenidas con este sistema no eran suticiente-
mente claras, pues los virus poseen menor po-
der de absoraiéon de electrones que las mem-
branas. Asi, las particulas que se deseaba ob-
servar aparecian como sombras oscuras sobre
un fondo gris, a pesar de lo cual fue posible
confirmar la forma de algunos virus (2).

La primera visualizacién de particulas viro-
sas tue realizada por Buist en 1887, al obser-
var pequenos cuerpos de un tamafio estimado
en 14 de micrén presentes en fluidos obteni-
dos de infecciones de Pox. La era moderna
de la visualizacidn realmente segura empezd
el ano 1931, cuando Woodruff y Goodpasture
lograron obtener una correlaciéon entre el nu-
mero de cuerpos aislados y observados, con
respecto a la virulencia (o infectividad) de
las preparaciones (9).

Las primeras fotografias se obtuvieron sélo
hace 2b anos, cuando en 1939 se demostré la
presencia de ciertas particulas asociadas con
el virus del mosaico del tabaco; estas pri-
meras fotogratias demostraban que esas par-
ticulas tenian forma de baston y que, en todo
caso, eran de un tamaiio muy reducido. Pos-
teriormente, Stanley y Anderson fotografia-
ron una serie de virus, entre otros al mosai-
co del pepino, al “Bushy stunt” del tomate
v al causante de la necrosis del tabaco (9).

A continuacién surge el gran avance de la
microscopia electrénica al descubrirse el uso
del sombreo metdlico, técnica que ha permiti-
do la definiciéon en blanco y negro de las par-
ticulas a observar, en lugar de las sombras di-
fusas que se visualizaban hasta ese momen-
to (8, 9).

A grandes rasgos, el método consiste en
evaporar al vacio una pequeia cantidad de
metal, el que se deposita en forma de una del-
gada pelicula sobre el espécimen. Debido a
que esta operacion se hace en forma oblicua
sobre las preparaciones, el grosor del metal
variard de un lugar a otro del espécimen, de-
pendiendo de los contoinos de éste. En otras
palabras, los costados de los especimenes mds
alejados de la fuente de evaporacion, recibi-
ran muy pcco metal, por lo cual estas dreas
aparecerdn en las fotos como sombras oscuras
con respecto a aquellos lugares en donde la ca-
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pa metdlica es mas gruesa (8). Ademas, el som-
breo permite calcular la altura o espesor de
los cbjetos que estan siendo observados, me-
diante la medicién de la longitud de las som-
bras que producen. La desventaja del som-
breo es que oscurece parcialmente los detalles
internos del objeto, ademas del hecho de no
poder obviar la principal desventaja del mi-
croscopio electrénico, cual es el poder exa-
minar solamente los especimenes ya inactiva-
dos (8, 9).

La eleccion de un metal destinado al som-
breo depende de una serie de cualidades, ta-
les como su densidad, niimero atémico, punto
de fusién y facilidad de evaporacién. En ge-
neral, se considera que deben formar sombras
con una pelicula de 5-40 A de espesor (de
acuerdo al metal) y no deben granularse de-
masiado cuando se exponen a un rayo elec-
tronico. Los metales mdas usados para esios
fines son: paladio, platino, oro, cromo y ura-
nio. Este ultimo, por ejemplo, permite resol-
ver objetos de unos 30 A, y si estos objetos
son alargados o filamentosos, se pueden re-
solver hasta tamarfios de 10-20 A. El empleo
del cromo como metal especitico para el som-
breo, tendria, segin Williams (9), excelentes
cualidades, pues no produce distorsiones signi-
ficativas en la forma de los virus sombreados.

Por otra parte, y como complemento del
sombreo, existe la tincién de los virus, que
permite aumentar la opacidad electrénica, al
elevar el poder de contraste con respecto al
sustrato. El dcido dsmico ha sido el compues-
to quimico que mads se ha usado con este fin (9).

MATERIAL Y METODO

Para la realizacién del presente trabajo y
mejor logro de los objetivos senalados, se uso
el virus del mosaico del tabaco, Nicotiana
virus 1, por ser uno de los virus mds infectivos
y estables (y por lo tanto facil de manipular),
como lo comprueban sus caracteristicas fisi-
cas: se inactiva a mds alta temperatura que
cualquier otro virus, pudiendo resistir hasta
93°C por 10 minutos; no se destruye por de-
secamiento, condicién que le permite perma-
necer viable aun en cigarrillos manufactu-
rados; tolera grandes diluciones, de hasta
1:1.000.000, y mantiene su viabilidad in vitro,
es decir, en jugo filtrado, por varios afios (1) .

1. OBTENCION Y MULTIPLICACION DEL VIRUS —
Con el fin de contar con suficiente material
para la experimentacion se procedid a multi-
plicar Nicotiana virus 1 sobre 50 plantas de
Nicotiana tabacum var. White Burley. El in-
oculo usado se obtuvo de algunos ejemplares
infectados que se mantenian en los inverna-
deros de la Estaciéon Experimental La Plati-
na. La multiplicacion se realizé por el mé-
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todo de inoculacién mecdnica consistente en
fretar savia proveniente de plantas enfermas,
sobre hojas de plantas sanas, previo agregaco
de un abrasivo. Todas las plantas inoculadas
contrajeron la infeccion, manifestandose cla-
ramente los primeros sintomas de mosaico
a los siete dias que siguieron a la inoculacién.

Con el fin de que se demostrase la presen-
cia efectiva del virus, se utilizé la planta in-
dicadera Nicotiana glutinosa, la que reaccio-
nd a la inoculacién de savia procedente de
las plantas enfermas, con formacién de las le-
siones locales caracteristicas que indicaban la
presencia del mosaico del tabaco.

2. TraTaAMIENTOS — Como se indicé anterior-
mente, los tratamientos tenian por objeto es-
tablecer cudl serfa la mejor metodologia a se-
guir en la obtencién de preparaciones micros-
copicas destinadas a usar en la observacidn y
obtencion de fotografias del mosaico del
tabaco, mediante el empleo del ultramicrosco-
pio. Los tratamientos usados fueron cinco, de
los cuales cuatro incluyeron procesos de puri-
ficacién, diferenciados solamente de acuerdo
a la metodologia seguida en cada caso. El
quinto tratamiento consistié sencillamente en
Ia obtencion de savia directamente extraida
de una hoja enferma con el virus (Figura 1).

SAVIA PROVENIENTE DE SEYIA PROVENIENTE DE
PLANTAS ENFERMAS UNA HOJA ENFERMA

I
A

I0m a 60°C

-,

Gendrifugacion baja

Y 1
u v
Sulfato ds_Amonio
] |
Gentrifugacidn baja Centrifugacion baja
!
[ Centrifugacion otta | [ Dialisis en agua | [ Diolisis en solina |
Y ¥ y ¥
B C D E

Figura 1 — Esquema de los diferentes tratamientos
usados en la purificacién del mosaico del ta-

baco.

Los cuatro primeros tratamientos incluye-
ron, en un principio, un proceso comun: las
hojas de las plantas enfermas que se mante-
nian en invernadero fueron cosechadas y ma-
ceradas en juguera eléctrica, previo agregado
de agua destilada para homogenizar la mezcla.
De esta manera se obtuvieron alrededor de



M. ALVAREZ Y P. ACCATINO — VIRUS DEL MOSAICO DEL TABACO 3

dos litros de savia, que luego fue calentada a
60°C con el fin de coagular la mayor canti-
dad posible de las proteinas normales de las
plantas. Posteriormente, el liquido se dividio
en cuatro partes, cada una de las cuales reci-
bié un proceso diferente de purificacion:

Tratamiento A) Centrifugacion diferencial

a) Centrifugacién baja a 3.000 rpm durante
30 minutos.

b) Se eliminé el precipitado, pues la centri-
fugacion baja deberia precipitar solamen-
te las proteinas normales de la planta; el
sobrenadante se centrifugé a velocidad alta
de 20.000 rpm durante 90 minutos, me-
diante el uso de una centrifuga srinco. En
este caso se elimind el sobrenadante, pues
los virus deberfan precipitar a esa veloci-
dad; al precipitado se le agregd agua des-
tilada.

Tratamiento B) Doble centrifugacion dife-
rencial.

a) GCentrifugacién baja a 3.000 rpm durante
30 minutos.

b) Centrifugacién alta a 20.000 rpm durante
90 minutos.

¢) Centrifugacién baja a 3.000 rpm durante
30 minutos.

d) Centrifugacién alta a 20.000 rpm durante
90 minutos.

Tratamiento C) Purificacion con sulfato de
amonio y didlisis en agua destilada.

a) Centrifugacion baja a 3.000 rpm durante
30 minutos.

b) El sobrenadante obtenido se traté con sul-
fato de amonio con el fin de precipitar
las proteinas-virus existentes en el liquido.
Con este fin, se agregd 30 grs. de (NH,)»
SO, por cada 100 cc. de liquido savial.

¢) Después de dejarse en reposo por 30 mi-
nutos a 4°C para ayudar a la precipita-
¢idén, se centrifugd nuevamente por media
hora a 3.000 rpm; en esta forma se obtuvo
un precipitado constituido solamente por
las proteinas-virus, descartdndose el liqui-
do sobrenadante.

d) Al precipitado se le agregd agua destilada
y se procedio a la didlisis del liquido obte-
nido, con el propodsito de eliminar el ex-
ceso de sulfato de amonio presente en la
solucion, Para ello, el liquido se introdujo
en un tubo de celofin de un metro de lar-
go, el que se mantuvo por 24 horas en
agua corriente, y 24 horas en agua desti-
lada. Tedricamente, el sulfato de amonio
se elimina por osmosis, quedando solamen-
te el virus purificado.

Tratamiento D) Purificacion con sulfato de
amonio y didlisis en solucidn salina.

a) Centrifugacién baja a 3.000 rpm durante
30 minutos. '

b) Igual al paso b) del tratamiento anterior.

¢) Igual al paso ¢) del tratamiento anterior.

d) El proceso de la dialisis se efectué tam-
bién, en este caso, con el fin de eliminar
el exceso de sulfato de amonio contenido
en la solucién resultante, con la diferencia
que en lugar de usar agua corriente y lue-
go destilada, se empleé una solucién sa-
lina (NaCl al 0,89%) en la que se sumer-
gio6 el tubo de celofan por 48 horas.

Tratamiento E) Obtencion directa de savia
de hoja enferma.

Este tratamiento fue incluido en el trabajo,
en base a referencias recientes acerca de
su uso en diversos paises, ya que presenta
una gran ventaja con respecto a los otros
métodos de purificacién, cual es la rapidez
del proceso, el que puede llevarse a cabo
en pocos minutos. Sin embargo, segin
Brandes (8), el método del exudado, usa-
do actualmente en Alemania con buenos
resultados, seria s6lo aplicable a aquellos
virus con forma de bastén, que no se con-
funden ficilmente con algunos componen-
tes celulares de la planta.

El método se aplicd cortando longitudi-
nalmente una hoja de tabaco que mostra-
ba sintomas claros de mosaico. El proce-
so se repitié varias veces hasta obtener en
uno de los casos un corte nitido y con el
menor dafio posible de los bordes de la
hoja. A los dos o tres minutos ésta exudé
por sus venas, pequefias gotas de savia, las
que se usaron para ser observadas al mi-
croscopio electrénico.

8. PREPARACIONES MiICROSGOPICAS — Una gota
del liquido final obtenido de cada uno de los

Campana de vidrio'

difusora»

Figura 2 — Representacién esquemdtica de un apa-
rato usado en el sombreo de especimenes para
el miscroscopio electrémico (segin Burnmet y
Stanley).
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al tratamiento de la doble centrifugacién dife-
rencial; obsérvese el gran mimero de unidades
visibles, algunas unidas por sus extremos. Tam-
bién es posible observar cierta tendencia al apa-
reamiento lateral de las particulas.

cinco tratamientos, fue depositada sobre sen-
dos portaobjetos o grillas formados por pe-
quefas rejillas metdlicas, de aproximadamen-
te 1,5 mm de diametro, los que fueron cubier-
tos por una delgadisima capa de “Formvar”
(repelente de agua) disuelto en cloroformo.
Esto tiene por finalidad evitar que las gotas
resbalen sobre la superficie de los portaobje-
tos. Ademas, por ser esta pelicula totalmente
transparente, no afecta la visién de los especi-
menes examinados sobre los cuales se hacen
pasar los electrones.

4. TENIDO DE LOS ESPECIMENES — E] teflido o
fijado de las particulas de cada una de las gri-
llas se logré sometiendo las muestras a los va-
pores del dcido 6smico durante algunos mi-
nutos.

5. SoMBREO METALICO — El sombreo metdlico
destinado a permitir una observacién mds pre-
cisa de los especimenes, es una de las técnicas
principales usadas en la microscopia electrd-
nica.

El método consistié en evaporar 7 mgr. de
cromo metdlico, mediante el calentamiento
electrénico al rojo de un filamento de metal.
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Figura 4 — Particulas en forma de bastén del vi-
rus del mosaico del tabaco, correspondientes al
tratamiento que incluyé la centrifugacién dife-
rencial.

La operacién se llevé a cabo bajo una cam-
pana de vidrio al vacio para evitar una rapi-
da dispersion de los electrones por efecto del
aire o vapor de agua.

Los especimenes colocados en sus respecti-

vas grillas (cada una de las cuales correspon-
dia a un tratamiento diferente), fueron ubica-
dos en dngulo oblicuo (aproximadamente
309 con respecto al canastillo que contenia el
metal. El dngulo de sombreo fue determina-
do para establecer un grado de contraste de
regular intensidad. El empleo de un dngulo
demasiado oblicuo producird distorsiones de-
masiado grandes en los especimenes (Figu-
ra 2).
6. OBSERVACION AL MICROSCOPIO Y OBTENGION
DE FOTOGRAFiAs — Las grillas con los especi-
menes teftidos al dcido ésmico y sombreados
mediante cromo metdlico, fueron colocadas
para su visualizacién en el microscopio elec-
tréonico zeiss, de la Facultad de Medicina de
la Universidad Catélica de Chile.

La visién de los preparados demostré la di-
ferencia cualitativa y cuantitativa de los trata-
mientos: en algunos fue posible observar una
gran cantidad de virus, representados por las
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Figura 5 — Tratamiento correspondiente a la pre-
cipitacién con sulfato de amonio y dialisis en
agua destilada; en la fotografia, la vinica par-
ticula del virus que fue posible observar.

particulas en forma de baston; en otros no se
logré observar particula alguna. Una vez ob-
tenido el campo propicio para cada trata-
miento, se fotografiaron los especimenes que
aparecian en la pantalla del aparato a un au-
mento de X 7.500. Las fotografias se amplia-
ron a un tamafio 3 veces mayor, lo que per-
mitio obtener un aumento total de 22.500
veces.

RESULTADOS

Las fotograffas resultantes de cada trata-
miento se muestran en negativos; asi las par-
tes no sombreadas aparecen negras, lo que
hace resaltar la nitidez de los objetos. En esta
forma se obtienen mejores contrastes con un
efecto relativamente tridimensional, lo que, a
la vez, da cierta indicacion de la altura de los
especimenes de acuerdo a la sombra que ellos
proyectan.

Segtn las fotografias, el mejor tratamiento
fue aquél que se efectué en base a una doble
centrifugacidn diferencial, sin usar compues-

Figura 6 — Tratamiento efectuado con sulfato de
amonio como precipitante y solucién salina pa-
ra dialisis; en la foto no se observa particula al-
guna del virus, Hay gran cantidad de impurezas,
causadas, posiblemente, por el exceso de cloruro
de sodio. Por coincidencia aparece parte del
cuerpo de un bacterio, posiblemente del tipo mo-
nétrico, cuyo cilio se distingue notoriamente en
la fotografia.

tos quimicos para la precipitacién del virus
(Figura 3).

El resto de los tratamientos es inferior en
calidad: el tratamiento sometido a centrifuga-
cién diferencial simple, demostré que hubo
demasiada pérdida de particulas de virus (Fi-
gura 4); los dos tratamientos efectuados con
la ayuda del sulfato de amonio como precipi-
tante, no dieron el resultado esperado, pues
el dializado en agua destilada muestra ape-
nas una sola particula (Figura 5), en tanto que
el dializado en solucién salina resulté un fra-
caso. En este ultimo caso no fue posible obser-
var ningun ejemplar de virus y el campo foto-
gralico aparecié lleno de impurezas (Figura 6).
La fotografia resultante del exudado directo
de la hoja de tabaco enferma, demostré que,
a pesar que el método no permite la obten-
cién de un numero alto de particulas, puede
recomendarse por la gran facilidad que signi-
fica la operacion (Figura 7).
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demostrado ser lo suficientemente apropiado
para obtener fotografias de virus de optima
calidad. La principal dificultad estuvo, evi-
dentemente, en efectuar los diferentes trata-
mientos de purificacién del virus que se de-
seaba observar.

El virus causante del mosaico del tabaco
ha sido, sin lugar a dudas, el mas estudiado,
observado y fotografiado. De acuerdo a lo des-
crito por innumerables autores se trata de un
virus en forma de bastén, con un ancho apro-
ximadamente de 15 mp y un largo de 300-
500 mu. En las fotografias obtenidas por los
autores se puede observar que la forma del
virus corresponde exactamente a la descrita,
pero existen grandes variaciones en la longi-
tud de las particulas, las que varian desde ta-
mafios muy pequeiios hasta muy grandes. In-
cluso puede observarse, mirando las fotogra-
fias con un lente de aumento, que algunas
particulas estdn unidas por sus extremos, o
bien apareadas en forma lateral, lo que hace
suponer una posible atraccién electromagné-
tica de ellas. Ademds, hay que recalcar que,
en muchos casos, la calibracidén del aparato
es dificil, por lo cual el porcentaje de error
en lo que respecta al aumento exacto del mi-
croscopio, suele ser alto. Por esta razén es que
los autores consideran que la identificacion
de virus por medio del ultramicroscopio es
sumamente dificil, pues un gran numero de

Figura 7 — Algunas particulas del virus obtenidas
por simple exudado de una hoja de planta enfer-

ma. virus difieren en poco mds o menos 10 my en

' : sus longitudes medias, siendo morfoldgica y

DISCUSION Y CONCLUSIONES estructuralmente similares. En todo caso, el

: microscopio electrénico puede abrir, sin lugar

Es indudable que el microscopio electroni- a dudas, un nuevo campo en la investigacidn
co usado por los autores de la experiencia, ha de virus.

RESUDMEN

Se realizé un experimento destinado a determinar la eficacia de diversos trata-
mientos de purificacién del virus del mosaico del tabaco, para su cbservacién y fo-
tografia al microscopio electrénico. Estos tratamientos fueron los siguientes:

A) Centrifugacion diferencial; ‘

B) Doble centrifugacién diferencial;

C) Precipitacion con sulfato de amonio y didlisis en agua destilada;

D) Precipitacién con sulfato de amonio y didlisis en solucion salina;

E) Exudado directo de savia de una planta enferma.

Los resultados, de acuerdo a lo aparecido en las fotografias, demostraron que
el mejor tratamiento es aquél que incluye la doble centritugacién diferencial, y que
el método del exudado directo de la hoja puede usarse provechosamente, por la ven-
taja que significa la rapidez de la operacion.

SUMMARY

Experiments on Tobacco Mosaic Virus purification methods were made in order
to obtain electron microscopy photographs.

The following methods were used:

A) Differential centrifugation;

B) Double differential centrifugation;
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C) Ammonium sulphate precipitation and distilled water dialysis;
D) Ammonium sulphate precipitation and saline dialysis;

E) Sap exudation of diseased plant.

Results based on photograph study indicated that the best treatment was that
of the double differential centrifugation method, and that although the sap exuda-
tion method is not so efficient, it can be used advantageously as a time saving one.
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Dos especies nuevas de Strepsiptera en Chile

Walter Hofmann P2

La primera nocién de la existencia de este orden en
Chile data de hace algo mds de cien afios. En 1859, Fre-
derick Smith® en su enumeracion, cita Chlorion spino-
lae Smith, de Chile, en cuyo cuerpo se encontré una exu-
via. Cincuenta afios mas tarde, Pierce da a conocer ade-
mds Priononyx chilensis Lepeletier®, colectado por E.
C. Reed, que contenia la exuvia de un macho. Recien-
temente, en 1964, el Prof. Vicente Pérez D’Angelo nos
enumera cuatro especies mds de Hymenoptera estilopi-
zadas: Hypodynerus vespiformis Haliday, Hypodynerus
coarctatus Saussure, Stenodynerus scabriusculus y Chlo-
rion (Priononyx) neoxenun (Kohl). Ahora podemos
agregar otra especie en el orden Hymenoptera: Polistes
versicolor peruvianus y un Cicadellidae (Homoptera).

A continuacion se describen dos especies de estos pa-
rdsitos.

XENIDAE, Semenow, 1902.
Xenos boharti, n. sp.

HEMBRA — Cefalotérax trapezoidal, truncado anterior-
mente, testiceo en el dpice, café obscuro en la base, Faz

1Taxénomo, Proyecto Entomologia, Instituto de Investiga-
ciones Agropecuarias.

2Smith, Frederick. A contribution to the history of Stylops,
with an ennumeration of such species of exotic Hymenoptera as
have been found to be attacked by those parasites. Trans. Ent.
Soc. Lond. 2nd ser., vol. 3, p. 127-133. 1859.

3Actualmente Priononyx es considerado subgénero de Chlorion.

dorsal céncava. Faz ventral con una hendidura transver-
sal, poco aparente, a la altura de la abertura genital;
otra bastante profunda en el tercio basal. Largo del cefa-
lotérax 1,313 mm,, ancho 1,194 mm., distancia entre las
mandibulas 0,194 mm., largo total de la hembra 7 mm.
aproximadamente. Abertura bucal ovalada. Mandibula
poco prominente, cada una con dos pequeiias protube-
rancias en su extremo. Abertura genital a un quinto del
dpice, ligeramente curva hacia la base. Cuatro conduc-
tos genitales.

TRIUNGULINIDO — Largo, 0,285 - 0,291 mm.; largo, inclu-
vendo las cerdas caudales, 0,373 mm.; anchura mayor
0,119-0,126 mm.; ancho de la cabeza, 0,074 mm.
ancho del noveno segmento abdominal 0,059 mm. La ca-
beza es transversal, mds ancha que larga. Los ojos se
componen de seis ocelos. Las antenas son pequefias y lle-
van un filamento apical, aparentemente constan de dos
artejos. En la faz dorsal, la cabeza estd provista de pe-
queilas cerdas (Figura 4). Pronoto con dos cerdas muy
cortas en ¢l borde anterior y dos en el borde posterior;
mesonoto y metanoto con dos cerdas posteriores cada
uno. E1 prosterno con una cerda a cada lado en el dngulo
dntero-lateral. Los segmentos abdominales 1 a vI con una
cerda lateral, el séptimo segmento con tres cerdas y el
octavo con dos cerdas largas. El noveno segmento estd
provisto de dos cerdas litero-posteriores; en su faz dor-
sal tiene dos tubérculos, cada uno de ellos con una cer-
da larga. Los segmentos abdominales 1 a vit con una hi-
lera de pelitos irregularmente distribuidos en su borde



