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RESUMEN 

Actualmente se ha observado que la gravedad de una enfermedad dada, se ve 

incrementada por los factores ambientales y por la sinergia de varias enfermedades 

ocasionadas por diversos organismos (virus, hongos, bacterias, fitoplasmas, etc.), que 

en un momento alguna o algunas de ellas estuvieron enmascaradas o asintomáticas, 

esto hace más difícil el control para una determinada enfermedad. Los virus ocasionan 

grandes pérdidas en los cultivos de importancia alimenticia y económica. La 

conservación, manejo y limpieza de materiales libres de virus son prácticas necesarias 

en programas de producción de semilla certificada en algunas especies como la papa. 

Diversas técnicas y alternativas se utilizan para reducir la incidencia de enfermedades 

ocasionadas por virus, las cuales están basadas; en el cultivo de meristemos, 

tratamiento de calor, tratamiento con bajas temperaturas, quimioterapia, electroterapia, 

entre otras. Estudios recientes han demostrado que el ácido salicílico participa en 

procesos fisiológicos de la planta, como la inducción de tolerancia  a factores de estrés. 

En especies como papa, ha inducido tolerancia a temperaturas altas, por lo que se ha 

estudiado su función en la termoterapia en la erradidación de virus.  

El objetivo principal de este trabajo fue obtener plantas libres de los virus Tomato 

Spotted Wilt Virus (TSWV) y Chrysanthemum Aspermy Cucumovirus (TAV) empleando 

ácido salicílico, cultivo de yemas y termoterapia in vitro en el crisantemo 

(Dendranthema grandiflora) variedad Polaris white, donde se evaluó la supervivencia 

(microplantas turgentes y no contaminadas), presencia o ausencia de virus y síntomas 

expresados en plantas indicadoras.  

Se detectaron por serología (DAS-ELISA) y plantas indicadoras (se adecuaron las 

condiciones para la inoculación) a los virus TSWV y TAV en microplantas de crisantemo 

variedad Polaris white. Se empleo ácido salicílico (AS) como pretratamiento de la 

termoterapia in vitro para incrementar termotolerancia de las microplantas y la 

erradicación de los virus. Se subcultivaron microplantas negativas al TSWV y TAV en 0 

y 10-5 M de AS por 28 días, posteriormente se subcultivaron a medio MS sin AS y se 

expusieron a temperaturas de 37, 37.5 y 38°C por 25 días, evaluando solamente el 
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efecto del AS en la supervivencia de las microplantas, siendo más significativa en 

microplantas pretratadas con AS incrementando hasta un 20% con respecto al testigo, 

a una temperatura de 37°C, exponiendo las microplantas a una temperatura de 37.5°C 

el AS incremento la supervivencia 4.5% con respecto al testigo, las microplantas 

pretratadas y no pretratadas con AS expuestas a 38°C no sobrevivieron después de 15 

días. De acuerdo a lo anterior se subcultivaron microplantas positivas a TSWV, TAV y 

TSWV-TAV en 0 y 10-5 M de AS por 28 días posteriormente se subcultivaron en 

ausencia de AS y se expusieron a temperaturas de 37°C por 25-30 días. El AS 

incremento la supervivencia en microplantas positivas a TSWV, TAV y TSWV-TAV 

hasta en un 50.00, 6.06 y 10.63% respectivamente con referencia a los testigos. La 

verificación de los resultados de la prueba de DAS-ELISA fue comprobada nuevamente 

con plantas indicadoras la cual resulto negativa a los virus TSWV y TSWV-TAV. El AS 

junto con el cultivo de yemas y la termoterapia de manera general resulta efectivo para 

la eliminación de virus en el crisantemo variedad Polaris white. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El Estado de México sobresale como uno de los principales productores de flor de 

corte, cuenta con una superficie sembrada de 4,945 ha; la delegación regional de 

Coatepec Harinas, integrada por los municipios de Villa Guerrero, Tenancingo, 

Zumpahuacán, Malinalco e Ixtapan de la Sal, es la que concentra el 82% de la 

superficie total de la entidad productora de flor y ornamentales, el crisantemo ocupa el 

tercer lugar de importancia económica (Orozco y Mendoza 2003). En el 2005 produjo 8, 

731,240 gruesas (una gruesa son doce docenas) estas flores y sus variedades 

principalmente Polaris white, son las más cotizadas ya que tienen alta demanda en el 

mercado por ser una flor tradicional (Soto y García, 2006); la calidad de las flores 

depende de muchos factores como el manejo agronómico de la planta y del control de 

plagas y enfermedades (Mendoza, 2002). 

En este cultivo se han reportado trece enfermedades causadas por hongos, cuatro por 

bacterias, seis por virus y una por un agente tipo fitoplasma, muchas de estas 

enfermedades son propagadas por insectos plaga (Horts y Nelson, 1997 en García, 

2001), que disminuyen su rendimiento y elevan los costos de producción. En México las 

principales enfermedades que afectan a este cultivo están las ocasionadas por virus y 

hongos (Cárdenas-Alonso, 1994). 

Se ha detectado que uno de los grandes inconvenientes para la propagación de 

crisantemo es que no se cuenta con conocimiento del estado de sanidad del material 

que se está produciendo, ni del material que se está usando para iniciar nuevas 

plantaciones (Barrios et al., 2006). 

Los principales virus que afectan al crisantemo (Dendratema x grandiflorum) son: virus 

de la aspermia del crisantemo o Chrysanthemum Aspermy Cucumovirus (TAV) y 

Tomato Spotted Wilt Tospovirus virus (TSWV), entre otros (Ram et al., 2007), estos 

virus se han reportado en las zonas productoras de crisantemo del Estado de México 

(Aquino, 2005). Los síntomas y enfermedades ocasionadas por los virus en las plantas 

son difíciles de identificar y por lo tanto de erradicar ya que no existen formas eficaces 

de control porque muchas veces son asintomáticos. 
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El método de detección del TSWV y TAV frecuentemente es por la técnica serológica 

DAS-ELISA en plantas con y sin síntomas (Aquino, 2005), para tener una certeza del 

100% de ausencia o presencia de un virus se puede recurrir a la realización de otra 

prueba que pueden ser las plantas indicadoras, las cuales son utilizadas actualmente 

en el cultivo de papa para certificar una planta libre de virus. 

Dentro del manejo integrado del cultivo de crisantemo para obtener semilla agronómica 

libre de plagas y enfermedades se incluye el cultivo in vitro, esta herramienta ha 

resultado útil para la propagación masiva (clonación) de material libre de patógenos 

(Kackar et al., 1993) y además en la limpieza, renovación y rejuvenecimiento de plantas 

madre en los cultivos. Entre las diversas prácticas y alternativas para la erradicación de 

virus están las que tienen como base principal el cultivo in vitro: el empleo de 

meristemos apicales, tratamientos de calor (termoterapia) y/o quimioterapia ya que 

proporcionan modelos y técnicas de eliminación (Albouy y Devergne, 2000; López et al., 

1985; López-Delgado, et al., 2004). 

Las enfermedades virales son un reto muy importante para la producción no solo de 

ornamentales, sino para la de cualquier otra planta que sea susceptible a los virus. En 

el crisantemo se convierten en un factor importante porque la modalidad de siembra es 

a través de esquejes y si una planta está infectada de virus de forma sistémica, los 

esquejes tomados de esas plantas darán origen a nuevas plantas infectadas. Las 

nuevas plantas pueden no desarrollarse, tener características anormales a la variedad 

de crisantemo lo cual las hace no deseables para su adquisición, pueden morirse o bien 

ser más sensibles a otras enfermedades. Esto causa problemas a los agricultores por 

las pérdidas que representan. 

Trabajos realizados en papa (López-Delgado et al., 2004) han demostrado que la 

inclusión de yemas axilares a condiciones in vitro en combinación con termoterapia y 

uso de ácido salicílico incrementan el porcentaje de plantas libres de virus a diferencia 

del método tradicional de cultivo de meristemos; una vez que se han obtenido 

microplantas libres de virus estas se pueden micropropagar lo cual es económicamente 

viable, inclusive puede ser más económico que otras técnicas de propagación 

vegetativa. El propósito de este proyecto fue la obtención de plantas libres de virus a 
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través de la implementación de la termoterapia con ácido salicílico a 37°C y el cultivo de 

meristemos in vitro. La razón principal fue obtener una metodología de erradicación de 

virus en crisantemo. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Importancia del cultivo de crisantemo 

 

El crisantemo (Dendranthema grandiflora) es una planta originaria de Asia oriental, 

pertenece a la familia Asteraceae, es considerada como una de las flores de mayor 

importancia económica y comercial (Pandya y Saxena, 2001), se cultiva en todo el 

mundo y es apreciada por la forma y el tamaño de las flores, diversidad de colores, 

larga vida de florero y su producción continua durante todo el año, así como su 

versatilidad de uso (Kumar, 2008). 

El crisantemo es una especie ornamental para maceta y flor de corte con alta demanda 

en el mercado (Enríquez et al., 2005). En México, el cultivo reviste gran importancia 

dentro de la flor de corte, al ocupar el tercer lugar en lo que respecta a especies más 

demandadas después de las rosas y los claveles (Esquivel et al., 2005). 

El crisantemo en el Estado de México en el año 2010 reportó una superficie de 2,379 ha 

sembradas alcanzando un valor de 451.25 miles de pesos por hectárea, en el 2011 se 

reportó una superficie de 2,236 ha sembradas alcanzando un valor de 382.92 miles de 

pesos por hectárea. Para el municipio de Villa Guerrero en el año 2011 se reportó una 

superficie de 1627 ha sembradas alcanzando un valor de 383.25 miles de pesos por 

hectárea, lo que representa el 72.82% de la producción que se reportó para el Estado 

de México (SIAP, 2013). 

 

2.2 Producción del cultivo de crisantemo 

 

Las plantas de crisantemo se propagan vegetativamente, mediante esquejes 

homogéneos en edad y tamaño, que se extraen de plantas que se mantienen en 

desarrollo vegetativo, a los cuales se les aplica en su extremo basal un compuesto a 

base de auxinas promotoras de raíz antes de ser establecidos en sustratos ligeros con 

buen drenaje y aireación en invernadero o cubiertas plásticas (Enríquez et al., 2005). 

Tienen un ciclo de 90 a 120 días a partir de la plantación y su fertilización debe 
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proporcionarse de acuerdo a la etapa fisiológica del cultivo y época del año (Arbos, 

1992). 

El material vegetal utilizado en México para el establecimiento de los cultivos florícolas, 

en general, proviene del extranjero, lo que repercute en el incremento de los costos de 

producción (Olivera et al., 2000). Durante los varios ciclos de propagación los 

patógenos pueden reducir la calidad sanitaria y vigor de las plantas, así como la calidad 

y valor comercial de las flores cosechadas (Enríquez et al., 2005).  

 

2.2.1 Problemas del cultivo de crisantemo 

 

Los cultivos suelen verse afectados por distintas plagas y enfermedades que ponen en 

peligro el rendimiento y la estabilidad de sus producciones, entre estos destacan los 

insectos, que además de producir un daño directo reduciendo la cosecha producen un 

importante deterioro y perdida de la calidad del producto final. Como consecuencia de 

las altas densidades de población de insectos vectores de virus vegetales, las 

enfermedades causadas por estos suponen un problema de importancia creciente en 

todo el mundo, por detrás de las enfermedades causadas por hongos (Hull, 2002).  

El cultivo de crisantemo tiene problemas fitosanitarios que afectan la producción y la 

calidad en el ciclo del cultivo (Bautista et al., 2002). A nivel mundial se reportan trece 

enfermedades causadas por hongos, cuatro por bacterias, seis por virus y un 

fitoplasma, muchas de estas enfermedades son propagadas por insectos plaga (García, 

2001). 

 

Plagas de mayor importancia en el cultivo de crisantemo 

 

En la zona de Villa Guerrero para el cultivo de crisantemo las plagas más comunes son: 

trips (Thysanoptera: Thripidae), afidos (Homoptera: Aphididae), mosquita blanca 

(Homoptera: Aleyrodidae) y minadores (Diptera: Agromycidae) (Ochoa-Martínez et al., 

1999). 
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Enfermedades del cultivo 

 

Dentro de los hongos más importantes reportados en este cultivo se encuentran: 

Erisiphe cichoracearum DC. ex Merat., Puccinia horiana Henn., Puccinia tanaceti Sacc., 

Septoria chrysanthemella Sacc. y Septoria obesa Syd.,(Horst y Nelson, 1997), 

Alternaria solani (Agrios, 2005) Alternaria alternata (Fries) Keissler, Alternaria 

chrysanthemi E. G. Simmons & Crosier y Alternaria tenuissima (Nees & T. Ness: Fr) 

Wiltshire (Aurun Kumar et al., 2011). 

Las bacterias reportadas en este cultivo son: Erwinia chrysanthemi (Tizón bacteriano), 

Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas cichorii y una bacteria fitopatogena Gram 

negativa reportada en crisantemo Harmn (Aranda, 2002; Valencia, 2011). 

Los virus más importantes son: Chrysanthemum (Tomato) aspermy cucumovirus (CAV 

o TAV), Chrysanthemun mosaic-B (Q) carlavirus (CVB), Chrysanthemun D, E carlavirus, 

Chrysanthemun latent carlavirus, Chrysanthemun mil mottle cucumovirus (CMMV), 

Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV), Chrysanthemun stunt viroid (CSVd), 

Chrysanthemun chlorotic mottle viroíïid (CCMVd) (Albouy y Devergne, 2000). 

 

2.3 Virus 

 

Los virus son entidades acelulares, y por tanto no encajan en los sistemas de 

clasificación actuales de los organismos. Los virus se replican dentro de ciertas 

bacterias, células de plantas y animales, por lo que pueden causar enfermedades, y 

frecuentemente están mutando. Todos los virus tiene la misma anatomía básica: una 

cápsula externa compuesta de subunidades proteicas y un núcleo interno de ácido 

nucleico, ya sea DNA (ácido desoxirribonucleico) o ARN (ácido ribonucleico), pero no 

ambos a la vez. La clasificación de los virus es por: su tipo de ácido nucleico, tamaño, 

forma y por la presencia o ausencia de envoltura externa (Mader, 2008). 

La replicación viral se logra cuando un virus entra a una célula hospedera y se adhiere 

a manera de cerradura a un receptor en la superficie externa de la célula hospedera y 

es donde el ácido nucleico viral entra a la célula, y una vez dentro se codifica, alterando 
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el mecanismo metabólico de la célula huésped (Mader, 2008). En el mecanismo 

metabólico los virus no matan a sus hospederos de forma directa, si no que generan 

sustancias ajenas al hospedero y alteran diversas funciones vitales e inducen el 

desarrollo de síntomas (Rosales et al., 2011). 

Los virus vegetales son partículas intracelulares obligados, lo que significa que no se 

replican fuera de una célula viva y requieren moverse de una planta susceptible a otra, 

en lo que se denomina proceso de transmisión viral (Hull, 2002; Plumb, 2002). 

Para subsanar la incapacidad de penetrar a través de la epidermis intacta de las 

plantas, los virus han desarrollado diversas estrategias como la trasmisión por polen o 

semilla, o mediante propagación vegetativa de las plantas. Pero sin duda, es la 

trasmisión mediante vectores la más empleada por los virus vegetales para transmitirse 

de un hospedero a otro (Hull, 2002; Plumb, 2002). 

 

2.3.1 Sintomatología viral 

 

La diversidad de síntomas virales que pueden observarse en campo depende de varios 

factores tales como: el hospedante, edad, época del año, estado fisiológico, entre otros 

(Germán et al., 1992; Aquino, 2005). 

En lo que se refiere a los daños que provocan los virus en la agricultura, principalmente 

se afecta el vigor y el rendimiento. A ello se le añade un efecto depresivo sobre la 

calidad de la producción que es particularmente pernicioso en el caso de las especies 

ornamentales (Albouy y Devergne, 2000). 

Generalmente en los crisantemos no se aprecian síntomas en hojas, aunque 

regularmente aparece un jaspeado, reducción del crecimiento y rara vez enanismo; 

estos síntomas comúnmente se presenten en combinación de dos virus; el de la 

aspermia del tomate y del mosaico (Aquino, 2005). 
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2.3.1.1 Virus en crisantemo reportados en México  

 

En el crisantemo, los síntomas del debilitamiento son más intensos entre 26 y 29°C y 

con una fuerte iluminación o radiación, pero son menos severos bajo condiciones de 

cultivo de días cortos que permiten la inducción floral (Handley y Horst, 1988). 

Barrios et al. (2006), indican que los virus más prevalecientes en los cultivos de 

crisantemo fueron el virus bronceado del tomate (TSWV), el virus de la aspermia del 

tomate o crisantemo (TAV) y el virus B del crisantemo o virus del mosaico del 

crisantemo (CBV). 

 

2.3.1.1.1 Virus bronceado del tomate (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV) 

 

Este virus pertenece a la familia Bunyaviridae y es capaz de infectar un gran número de 

especies hortícolas de importancia económica, aunque a nivel mundial es capaz de 

infectar más de 900 especies distribuidas en 80 familias, incluyendo monocotiledóneas 

y dicotiledóneas (Jae-Hyun et al., 2004). 

El TSWV pertenece al género Tospovirus, con partículas isométricas de 70-90 nm de 

diámetro. Desde 1980 ha ocurrido una rápida distribución geográfica del TSWV, que fue 

precedida por la expansión de su principal insecto vector, el trips Frankliniella 

occidentalis, cuya abundancia y distribución se ha relacionado con la incidencia de este 

virus (Reddy y Wightman, 1988; Goldbach y Peters, 1994).  

El TSWV es considerado uno de los diez virus más importantes que infecta 

sistemáticamente y mecánicamente (Jones, 2000). Dentro de sus hospedantes 

susceptibles se encuentran plantas de importancia agrícola como chícharo (Pisum 

sativum L.), cacahuate (Arachys hypogaea L.), chile (Capsicum annuum L.), papa 

(Solanum tuberosum L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), tomate (Lycopersicon 

esculentum Mill.), apio (Apium graveolens L.), y numerosas especies de plantas 

ornamentales como crisantemo (Chrysantemun morifolium Ramat.), dalia (Dahlia sp.), 

gerbera (Gerbera jamesonii L. Bolus) e iris (Iris spp.) (Best, 1968). El TSWV se ha 

encontrado en plantas silvestres, perennes y anuales, las que funcionan como 
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reservorios naturales y como fuentes de inoculo primario (Yudin et al., 1988; Bond et al., 

1993). Se ha destacado que numerosas especies de malezas entre las que destacan 

de las familias: Asteraceae, Malvaceae, Amaranthaceae, Solanaceae, Brassicaceae y 

Chenopodiaceae asociadas a cultivos; son hospedantes naturales de trips y la principal 

fuente de inoculo del TSWV (Groves et al., 2002; Heinz et al., 2013). 

Particularmente, en el crisantemo variedad Polaris, los síntomas se manifiestan 

preferentemente en altas temperaturas y más comúnmente al momento de la aparición 

de los botones florales. El síntoma característico que produce el TSWV en esta 

variedad de crisantemo consiste en necrosis sistémica en tallo que impide el paso de 

nutrimentos y posteriormente clorosis generalizada, marchitamiento y muerte de la 

planta (Cárdenas-Alonso, 1994). En la zona de Villa Guerrero, la enfermedad ha 

provocado pérdidas de hasta un 90%; presentándose todo el año, pero parece ser más 

severa en las plantaciones de mayo a junio (Ochoa-Martínez et al., 1999).  

La técnica más usada para la detección de este virus en plantas asintomáticas es la 

técnica DAS-ELISA (Aquino, 2005). 

 

2.3.1.1.2 Virus de la aspermia del tomate (Chrysanthemum Aspermy Cucumovirus, 

TAV) 

 

Este virus pertenece a la familia Bromoviridae, teniendo una amplia gama de 

huéspedes, infecta a más de 100 especies de dicotiledóneas en 24 y 3 familias de 

monocotiledóneas, aunque por lo menos 75 de estas especies se encuentran en las 

familias Chenopodiaceae, Compositae y Solanaceae (Hollings y Stone, 1971). 

El TAV pertenece al genero Cucumovirus, por lo que es un virus que contiene ARN con 

partículas isométricas de 30 nm de diámetro. Cuenta con un amplio rango de 

hospederos, se transmite fácilmente por varias especies de áfidos en la forma no 

persistente, y por inoculación de savia y generalmente no infecta sistémicamente 

(Jones, 2000). 
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Los daños principales que provoca este virus son: ruptura de la flor, enanismo y 

malformación, pero los síntomas de flores no pueden desarrollarse en el mismo año de 

la infección. La mayoría de las variedades no presentan síntomas en las hojas ni 

pérdida de vigor vegetativo (Brierley, 1955; Govier, 1957; Hollings y Stone, 1971). 

Los síntomas del TAV consisten en una variedad de estrías, y grandes deformaciones 

de las flores liguladas, los capítulos de tamaño reducido y las inflorescencias adquieren 

un aspecto crispado, aunque generalmente esta sintomatología solo aparece cuando 

existen otros virus (Brierley, 1955; en Aquino, 2005), como Chrysanthemun mosaic-B 

(Q) carlavirus (CVB) (Espinoza, 2012). 

 

2.3.2 Diseminación de virus en crisantemos 

 

El proceso de diseminación de los virus se inicia cuando el virus encuentra una herida 

en la pared celular (Rosales et al., 2011). La diseminación de los virus puede ser 

provocada por: vectores biológicos como los artrópodos, nematodos, hongos o 

plasmodioforales. Con frecuencia, también están ligados a las actividades humanas a 

través de las prácticas de cultivo (multiplicación vegetativa, injerto, etc.), transmisión 

mecánica y por semilla o a los intercambios comerciales (Albouy y Devergne, 2000). 

 

2.3.2.1 Transmisión de virus por propagación vegetativa 

 

Las especies multiplicadas vegetativamente (injerto, esquejes, tubérculos, bulbos o 

rizomas) conservan al virus en su descendencia (Rosales et al., 2011). Aunque las 

virosis sean enfermedades generalizadas, la distribución del virus en la planta infectada 

es a veces heterogénea; algunos tejidos u órganos no las contienen o las contiene 

poco, como el caso de los tejidos meristemáticos. Al ser las virosis enfermedades 

generalizadas, todos los órganos utilizados comúnmente en la multiplicación vegetativa 

procedentes de plantas-madre infectadas pueden transmitir la enfermedad a su 

descendencia (Albouy y Devergne, 2000). 
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2.3.2.2 Transmisión de virus por vectores 

 

La transmisión por insectos vectores constituye un proceso esencial en el ciclo de vida 

de un gran número de virus, pero a la vez supone un mecanismo de reducción de la 

diversidad genética de dichos virus, ya que solamente aquellos que cumplan ciertos 

requerimientos de compatibilidad con el vector serán trasmitidos (Power, 2000). 

La transmisión por vectores no es un simple transporte pasivo de virus, sino un proceso 

complejo, en el que se establece una relación hospedero-virus-vector, pudiéndose dar 

incluso la multiplicación del virus en el propio vector. Son las características de estas 

relaciones las que determinan el tipo de transmisión viral (Nault, 1997; Ng y Perry, 

2004). 

La diseminación de muchos virus depende muchas veces de vectores biológicos, 

teniendo en cuenta las relaciones biológicas virus-vectores. Del periodo de retención 

del virus en el vector, se han clasificado en: virus no persistentes, semipersistentes y 

persistentes (Tabla 1; Albouy y Devergne, 2000). 

 

 

 
bEn el caso de transmisión mediada por hemípteros (pulgones, mosca blanca, cicadélidos, etc.) la 

transmisión no persistente se asocia con retención del virus en el estilete, mientras que en la 

semipersistente se ha postulado que la retención podría tener lugar en el aparato digestivo anterior 

aunque no existen evidencias experimentales que lo demuestren (Nault, 1997). 

Tabla 1. Clasificación de los tipos de transmisión de virus de 
plantasa Adaptado de Ng y Falk 2006.  
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2.3.2.3 Transmisión de virus por semillas 

 

La trasmisión por semillas constituye uno de los factores más importantes en el 

desarrollo epidémico de algunos virus. Las semillas infectadas dan origen a plántulas 

que representan una fuente de inoculo inicial temprano que además se encuentra 

uniformemente distribuido. Las plántulas infectadas constituyen reservorios a partir de 

los cuales ocurre la dispersión secundaria de los virus, lo cual sucede por trasmisión 

mecánica o mediante vectores. La gran mayoría de los virus que se transmite por 

semilla, persisten en el embrión (Rosales et al., 2011). 

 

2.3.2 4 Transmisión de virus por polen 

 

Cuando una planta está infectada, el virus tiene la capacidad de llegar a infectar el 

polen y cuando este es acarreado por el viento o por insectos el virus se trasmite de 

una planta enferma a una sana por este medio. La transmisión por medio del polen está 

muy relacionada con la transmisión de virus por semilla (Rosales et al., 2011). 

 

2.4 Métodos de diagnóstico de los virus 

 

El diagnóstico de virus en vegetales, experimentó una mejora cualitativa con la 

indexación biológica a finales de los 70, cuando se adoptó la técnica de análisis 

inmunoenzimatico ELISA a la detección mediante anticuerpos específicos de los 

antígenos virales (Clark y Adams, 1977). Posteriormente, en los 80, se aplicaron 

distintas técnicas de detección de ácidos nucleicos en la virología vegetal (Hull, 2002), 

pero no fue hasta finales de esta década y principios de los 90 cuando tuvo lugar la 

verdadera revolución en la detección viral con la aplicación de la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR; Mullis et al., 1986) y su derivada la RT-PCR donde la 

amplificación va precedida de la acción de una transcriptasa inversa (Nicolas y 

Lalibertè, 1991; Jones et al., 1991; Rizos et al., 1992). Diferentes variantes de las 
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técnicas han sido empleadas para la detección de virus vegetales tanto en material 

vegetal como en sus vectores (Olmos et al., 2002). 

Cada método posee ventajas y desventajas por lo que en la mayoría de los casos es 

necesario utilizar más de uno de ellos para la detección de virus (De Blas, et al., 1996). 

 

2.4.1 Métodos biológicos (Plantas indicadoras) 

 

Las plantas indicadoras son un método que ha sido utilizado frecuentemente para 

descubrir la presencia de virus en una planta; basado en la transmisión experimental 

del agente patógeno en plantas-test. Esta indexación, denominada a veces “biológica”, 

por estar basada únicamente en las propiedades infecciosas del virus, utiliza “plantas 

indicadoras” de las que se conoce su reacción a ser infectadas por el virus que se 

desea detectar, las especies más utilizadas son; los quenopodios (Chenopodium 

amaranticolor, C. quinoa), tabacos (Nicotiana tabacum, N. clevelandii) y otras plantas 

diversas de las familias Solanaceae, Cucurbitaceae y Fabaceae (Albouy y Devergne, 

2000). 

 

2.4.2 Método inmunológico (Técnica DAS-ELISA) 

 

Las técnicas serológicas o inmunológicas se basan en las propiedades antígenas de las 

proteínas virales, utilizando anticuerpos o inmunoglobulinas (Albouy y Devergne, 2000). 

La prueba ELISA (Enzyme-Linked-Inmunosorbent Assay, por sus siglas en inglés) es el 

método serológico más usado actualmente, dada su alta sensibilidad, rapidez y 

evaluación cuantitativa del virus (Conti et al., 2001). La principal característica de esta 

prueba inmunológica, es su especificidad, que es la de la reacción antígeno-anticuerpo, 

existen varios protocolos, aunque el más utilizado es conocido con el nombre de Double 

Antibody Sandwich (DAS-ELISA, por sus siglas en ingles) en el que el antígeno se 

encuentra colocado entre dos capas de anticuerpos específicos: una capa de 

anticuerpos de captura adsorbidos sobre un soporte y una capa de anticuerpos de 

detección marcados con la enzima (conjugado). La presencia de anticuerpos marcados 
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que están acoplados al virus se revela por un substrato correspondiente a la enzima 

utilizada. La hidrolisis enzimática de este substrato se traduce en una reacción 

coloreada observable a simple vista o medida con el auxilio de un espectofotómetro 

(Albouy y Devergne, 2000). 

Las ventajas de las pruebas de ELISA radican en su gran sensibilidad, el gran número 

de muestras que pueden analizarse, en la pequeña cantidad de antisueros que se 

utiliza, en que los resultados obtenidos son cuantitativos, y que el proceso puede 

programarse de manera automática en que dichas pruebas pueden realizarse sin 

importar la morfología y la concentración del virus (Agrios, 2005). 

Se tienen reportes que indican que la prueba de ELISA para la detección de virus 

puede tener cierto margen de error, si la concentración es baja, por lo que se 

recomienda como prueba más eficaz el uso de plantas indicadoras, para asegurar la 

presencia o ausencia de los virus, o el uso de ambas (Ram et al., 2007). 

 

2.4.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)  

 

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) está basada en la 

amplificación de un segmento de DNA utilizando la enzima DNA polimerasa y 

cebadores (oligonucleótidos que hibridan con la cadena complementaria a la secuencia 

a amplificar). Se utiliza para la detección de secuencias nucleotidicas virales 

(McPherson et al., 1991). El protocolo comprende tres etapas sucesivas, realizadas en 

diferentes condiciones térmicas; etapa de desnaturalización, etapa de hibridación y 

etapa de extensión. La repetición de varios ciclos desnaturalización-hibridación-

extensión es la que conduce a una acumulación exponencial de DNA (Albouy y 

Devergne, 2000), que puede ser detectado por electroforesis (Klug et al., 2006). 

 

2.4.4 Microscopia electrónica 

 

En la mayor parte de los casos, los exámenes de microscopia electrónica que revelan 

solamente la forma y el tamaño (a veces la estructura) del virus son claramente 
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insuficientes para conducir a una identificación (Albouy y Devergne, 2000). La 

microscopia electrónica tiene dos grandes ventajas, la rapidez con la cual se puede 

obtener resultados, y la evidencia visual convincente, inequívoca, sin embargo, 

depende de la habilidad para preparar y manejar las muestras, sin alterar las partículas 

virales (Salazar, 1995).  

 

2.4.5 Microscopia óptica 

 

En la actualidad existen métodos para detectar los virus mediante microscopía óptica. 

Naturalmente no permiten la visualización individualizada de los virus, sino la presencia 

de grandes acúmulos de material vírico intracelular, que pueden teñirse y constituyen 

los denominados cuerpos de inclusión. La utilización de anticuerpos marcados con 

sustancias fluorescentes permite detectar en las células infectadas los antígenos víricos 

específicos formando acúmulos o distribuidos de forma difusa. Este tipo de 

observaciones puede hacerse tanto sobre tejidos infectados naturalmente como sobre 

cultivos celulares inoculados en el laboratorio  

(http://www.saberdeciencias.com.ar/index.php/apuntes-de-virologia/180-virologia-

diagnostico-virologico-metodos-directos). 

 

2.5 Métodos utilizados para la erradicación de virus 

 

Una práctica útil para el control de los agentes virales, es el manejo de semilla 

agronómica (clonación) certificada, libre de virus, el método más eficaz y 

económicamente viable es el cultivo in vitro (Valenzuela et al., 2003; Agrios, 2005). 

La mejor forma de mantener los cultivos en plantas libres de virus, es el establecimiento 

de material certificado y su continua inspección respecto a determinados virus (Razdan, 

2003). 

Para reducir la incidencia de enfermedades ocasionadas por virus se usan varios 

compuestos y/o biotecnologías (Albouy y Devergne, 2000). Los principales métodos 

para la erradicación de virus están basados en el cultivo in vitro y son: cultivo de 
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meristemos, tratamiento de calor (termoterapia) y/o quimioterapia (López et al., 1985; 

Horst, 1990), hidroterapia (Hernández et al., 1995), electroterapia (Hernández, 1997), y 

el tratamiento de meristemos con temperatura extremadamente baja (crioterapia) 

también han sido aplicados en la eliminación viral de plantas de papa en los últimos 

años (Wang et al., 2006). 

 

2.5.1 Cultivo de meristemos 

 

Los meristemos no poseen elementos vasculares desarrollados y se dificulta el 

transporte de partículas virales, además poseen una alta capacidad de división que va 

en detrimento de la multiplicación del virus, produciendo una dilución de éste en la 

planta (Luppichini, 2000). 

El cultivo de meristemos ha sido ampliamente utilizado para eliminar los virus de la vid 

dentro de programas de certificación. Mientras más pequeño es el tamaño del explante, 

mayor es la posibilidad de eliminación de patógenos. Si se usa en combinación con la 

termoterapia o quimioterapia, puede aumentarse la posibilidad de producir plantas libres 

de virus (Castillo, 2001).  

 

2.5.2 Termoterapia 

 

La termoterapia consiste en mantener plantas a una temperatura que inactiva al virus 

de manera que el tejido nuevo queda libre del agente causal de la enfermedad 

(Arancibia, 1986). Las plantas pueden sobrevivir a temperaturas más altas que los 

virus; si se mantienen a temperaturas entre 35-45°C por períodos determinados, los 

virus no se multiplican, porque la temperatura los inactiva, mientras que las plantas 

sobreviven (Converse, 1994). Las plantas producen tejidos libres de virus, y estos 

pueden ser extraídos y aislados (Luppichini, 2000). 

La termoterapia permite la aceleración de los procesos para obtener plantas sanas, 

debido a que los tratamientos se pueden realizar durante todo el año y muchas plantas 
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pueden ser tratadas al mismo tiempo, así se incrementa el porcentaje de supervivencia 

de clones sanos (Gella et al., 1998). 

 

2.5.3 Quimioterapia 

 

Las virosis nunca han podido ser combatidas de manera directa por vías químicas. Si 

bien se han citado casos de erradicación de virus por quimioterapia (asociados 

frecuentemente al cultivo in vitro). Los ensayos con dichas moléculas se clasifican en 

inhibidores de infección y de replicación, cuando se incorporan estas sustancias al 

medio de cultivo in vitro, detienen la multiplicación vírica y aumentan la tasa de 

regeneración, de esta forma la ribavirina, más conocida por el nombre comercial de 

“virazol” es uno de los inhibidores víricos de muy amplio espectro de acción (Albouy y 

Devergne, 2000). En los vegetales, este producto ha permitido sanear un cierto número 

de plantas entre ellas árboles frutales (Deogratias et al., 1988), orquídeas (Cymbidium) 

(Albouy et al., 1988) y plantas bulbosas (azucena) (Blom-Barnhoorn y Van Aartrijk 

1985). La amantadina o 1-amantanamina, que también es eficaz contra virus gripales, 

ha permitido obtener plántulas de crisantemo negativas al viroide del debilitamiento 

(CSVd; Horst y Cohen, 1980). 

Los productos químicos antivirales para la eliminación de los virus más conocidos son 

el virazol y la denosina arabinosida, productos que, exhiben una pronunciada 

fitotoxicidad a concentraciones efectivas. El uso de estos productos ha sido positivo 

para la reducción de la concentración de virus, pese a lo cual en muchos casos, no se 

ha conseguido una verdadera erradicación. Esta reducción en la concentración del virus 

puede ser un tratamiento previo para producir plantas más vigorosas que luego son 

tratadas por termoterapia (CIP, 1987).  

Según Matthews (1991), los intentos de sanear una planta con virus, únicamente 

mediante tratamientos con productos químicos no han tenido éxito. Sin embargo, la 

quimioterapia puede ser muy útil cuando se desea mejorar el resultado obtenido al 

regenerar material libre de virus, mediante cultivo de meristemos o cuando aparecen 

virus que no pueden ser erradicados simplemente por este método. 
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2.5.4 Electroterapia 

 

El uso de corriente eléctrica para influir en el crecimiento de células, tejidos, bacterias, 

virus animales, llamada también electroterapia no es muy conocida, al respecto Weiss 

(1922; en Dena, 1997), menciona que las corrientes de alta frecuencia como una 

posibilidad para lograr atenuar virus y bacterias. 

En caña de azúcar se reportó saneamiento, para bacterias y virus, de un 78% a un 

100%, por tratamiento eléctrico; estos tratamientos se hicieron previos al cultivo de 

ápices in vitro (Hernández et al., 1996). 

 

2.5.5 Crioterapia 

 

Recientemente se ha demostrado que los virus podrían ser efectivamente erradicados 

por la conservación de meristemos con temperaturas extremadamente bajas (Brison et 

al., 1997; Helliot et al., 2002; Wang et al., 2006); como en el caso de yemas de papa ha 

donde este método es utilizado rutinariamente al menos en 125 genotipos (Schafer-

Menuhr, 1996). 

 

2.5.6 Combinación de técnicas para la erradicación de virus en plantas 

 

El empleo de altas temperaturas (termoterapia) y compuestos antivirales (quimioterapia) 

junto con la propagación de las plantas mediante el aislamiento de ápices 

meristemáticos caulinares o segmentos nodales aplicados en forma independiente o 

combinada han sido los métodos más utilizados frecuentemente para la eliminación de 

virus de plantas de papa en los últimos cuarenta años (Nacimiento et al., 2003). Castillo 

(2001), al respecto menciona que la combinación de técnicas para el saneamiento de 

virus puede aumentar la posibilidad de producir plantas libres de virus. 
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2.6 Otras alternativas de erradicación de virus.  

 

Si bien los métodos de erradicación de virus han permitido la obtención de plantas 

libres de virus, se han detectado especies menos tolerantes al tratamiento térmico o 

químico, los cuales afectan negativamente la supervivencia de las plantas tratadas y 

dificultan la obtención de plantas libres de virus (Sánchez et al., 1991). Además, estos 

métodos requieren un período de cuatro a ocho meses e insumos costosos para 

obtener plantas que puedan ser evaluadas respecto a la presencia o ausencia del virus. 

Estos problemas dificultan la aplicación eficiente de los métodos mencionados en 

programas de saneamiento viral. Finalmente, la necesidad de obtener plantas libres de 

virus para ser propagadas masivamente o conservadas en bancos de germoplasma 

plantea la utilización de un método efectivo en un gran número de especies. 

El problema de la erradicación de virus principalmente es debido a que no hay una 

técnica 100% eficaz y que además cada especie vegetal requiere condiciones 

especiales, de ahí que recientemente se hace uso de otros compuestos y alternativas 

para la erradicación. Algunos estudios han encontrado que el ácido salicílico (AS) 

participa en las respuestas a estrés en plantas, ha sido estudiado en respuestas de 

tolerancia a temperaturas altas, y esta propiedad ha sido utilizada en la termoterapia 

para la erradicación de virus en papa (López-Delgado et al., 2004; González y Huarte, 

2011). 

 

2.6.1 Ácido salicílico 

 

El ácido salicílico participa en muchos procesos fisiológicos de las plantas, uno de ellos 

es la inducción de tolerancia a factores de estrés biótico (Levine et al., 1994).  

Se ha descrito que en los sistemas vegetales existen tres principales fitohormonas las 

cuales son las responsables de varias respuestas de defensa en contra de diversos 

patógenos o en contra de estrés abiótico: ácido salicílico, ácido jasmónico y etileno 

(Adie et al., 2007). 
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El ácido salicílico forma parte de un amplio grupo de compuestos sintetizados en 

plantas denominados fenólicos, los cuales participan en muchas funciones metabólicas 

en las plantas, como son: la síntesis de lignina, actividad alelopática, y en algunos 

casos en la biosíntesis de compuestos relacionados a la defensa como las fitoalexinas. 

El AS también participa en procesos como la germinación de semillas, crecimiento y 

respiración celular, cierre de estomas, expresión de genes asociados a senescencia, 

repuesta a estrés abiótico y de forma esencial en la termogénesis, así como en la 

resistencia a enfermedades (Humphreys y Chapple, 2002; Vlot et al., 2009). No 

obstante, en grandes concentraciones los salicilatos pueden causar severos daños a 

las plantas porque disminuyen el proceso fotosintético, la conductividad estomática y la 

transpiración, lo que ocasiona estrés (Janda et al., 2000). 

 

2.6.2 Efecto del ácido salicílico en la erradicación de virus. 

 

White (1979), reportó por primera vez la participación del AS en la resistencia a 

enfermedades y observó la producción de proteínas relacionadas a la patogénesis, 

conocidas también como proteínas PR, las cuales son un grupo heterogéneo de 

proteínas que se inducen en plantas por la infección de un patógeno. De manera 

paralela a la producción de proteínas PR, observó un aumento en la resistencia contra 

la infección por el virus del mosaico del tabaco (TMV), la cual se manifestó por una 

reducción del 90% en el número de lesiones en el tejido analizado. En la actualidad se 

ha reportado que en muchas plantas el tratamiento con AS o compuestos afines induce 

la expresión de genes PR y/o resistencia contra virus, bacterias y hongos patógenos 

(Vlot et al., 2009). Por su parte López-Delgado et al. (2004), reportaron que el AS 

induce termotolerancia en microplantas de papa para eliminar el virus X. La 

supervivencia a 42°C incrementó hasta un 40% en microplantas tratadas con AS con 

respecto a las no tratadas. El AS también mejoró la supervivencia en el subcultivo 

posterior a la termoterapia, e incrementó el número de plantas libres de virus a un 100% 

comparado con 40 a 65 % en los testigos.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La zona sur del Estado de México, cuenta con las condiciones climáticas y ecológicas 

que requieren los cultivos de flor de corte, en Villa Guerrero se producen varias 

especies; el crisantemo (Dendratema grandiflora) es uno de los cultivos más 

importantes y parte fundamental de la economía para los productores del área, sin 

embargo, las necesidades alimenticias de los pueblos, que crecen día con día, han 

llevado a cambios continuos en las prácticas culturales, que incluye variedades que dan 

un mayor rendimiento pero, muchas veces estas variedades son altamente susceptibles 

a enfermedades y factores ambientales, lo cual ha llevado al incremento del uso de 

agroquímicos con lo que se provocan los elevados costos de producción, 

contaminación al ambiente y empobrecimiento de los suelos. 

Actualmente se ha observado que la gravedad de una enfermedad dada, se ve 

incrementada por los factores ambientales y por la sinergia de varias enfermedades 

ocasionadas por diversos organismos (virus, bacterias, fitoplasmas, etc.), que en un 

momento alguna o algunas de ellas estuvieron enmascaradas o asintomáticas, esto 

hace más difícil el control para una determinada enfermedad.  

El establecimiento y mantenimiento de bancos de plantas madre de crisantemo requiere 

de material vigoroso y con condiciones fitosanitarias adecuadas.  

En especies propagadas vegetativamente como es el caso del crisantemo la principal 

fuente de virus es la infección crónica de las mismas plantas. En estas especies las 

plantas infectadas con virus producen descendencia igualmente enferma que aumentan 

en cada multiplicación. En dichos cultivos una de las formas más exitosas de control 

involucra el desarrollo de clones libres de virus ya que muchos de ellos son específicos 

para cada especie y en ocasiones permanecen asintomáticos, lo que actualmente 

genera un descontrol una vez que están en las plantas. 

Las enfermedades de origen viral son solo algunas de las causas de pérdidas 

económicas en la producción agrícola mundial al reducir los rendimientos en diferentes 

proporciones; en muchos casos, a pesar de no ser observados los síntomas clásicos de 

una infección, causan perdidas en la cosecha final. Por lo anterior, el principal problema 
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que limita la producción del cultivo de crisantemo es la falta de semilla agronómica 

certificada. 

El método más eficaz y económicamente viable para obtener plantas sanas es el cultivo 

in vitro, que permite realizar técnicas para la limpieza de virus como la termoterapia, 

quimioterapia, cultivo de meristemos etc., o la combinación de estas para la 

erradicación de virus, mejorando la calidad del cultivo en todos sus aspectos, además, 

el cultivo in vitro permite la propagación múltiple de clones con las características 

agronómicas deseables y libres de virus. La obtención de plantas libres de virus es una 

práctica útil para mejorar el rendimiento de los cultivos, además la obtención de semilla 

(agronómica) sana podría significar menor uso de agroquímicos e insumos con impacto 

económico y ambiental. Actualmente la verificación de virus en una planta depende de 

varios factores como puede ser; la forma de detección que puede verse alterada por la 

concentración de virus y la parte de la planta muestreada. Por lo que es necesario 

además de la técnica de DAS-ELISA confirmar la presencia o ausencia de virus con 

otras técnicas como plantas indicadoras. 

La propuesta de esta investigación, fue iniciar trabajos para la erradicación de los virus 

TSWV y TAV del crisantemo, empleando pretratamiento de ácido salicílico como 

molécula que induzca tolerancia a temperaturas altas en la termoterapia in vitro, para 

tratar de generar mayor porcentaje de plantas sobrevivientes a las temperaturas 

extremas y que exista mayor probabilidad de obtener plantas libre de virus.  
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4. HIPÓTESIS 

 

El ácido salicílico induce tolerancia a temperaturas altas en plantas, lo cual puede 

contribuir junto con el cultivo de yemas en condiciones in vitro y la termoterapia, a la 

erradicación de los virus TSWV y TAV en el cultivo de crisantemo (Dendranthema 

grandiflora) variedad Polaris white.  

 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Erradicar los virus TSWV y TAV empleando ácido salicílico y termoterapia in vitro en 

microplantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora) variedad Polaris white.  

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la respuesta de las plantas de crisantemo a la termoterapia in vitro y 

cultivo de yemas para obtener plantas libres a los virus TWSV y TAV. 

 

2. Evaluar el efecto del ácido salicílico (AS) en la tolerancia a la termoterapia in vitro 

y para la erradicación de los virus TSWV y TAV. 

 

3. Verificar la presencia o ausencia de los virus TSWV y TAV por la técnica DAS-

ELISA contra la de Indexación.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La presente investigación se realizó en el Centro Universitario UAEM Tenancingo, 

ubicado en el KM 1.5 de la carretera Tenancingo-Villa Guerrero, Tenancingo Estado de 

México, en el Laboratorio de Fisiología y Biotecnología Vegetal y en un invernadero no 

tecnificado ubicado dentro de la misma institución, durante el periodo de noviembre de 

2012 a diciembre de 2013. La región de Tenancingo presenta un clima CW (templado 

con lluvias en verano) y se encuentra a una altitud de 2020 msnm, con una latitud N 18º 

57’ 5’’ y latitud O 98º 35’ 45. 

 

6.1 Material biológico 

 

Microplantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora) variedad Polaris white fueron 

obtenidas del Laboratorio de Fisiología y Biotecnología del Programa Nacional de Papa, 

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), 

SEDAGRO Metepec, Estado de México, estas fueron analizadas con la prueba DAS-

ELISA y plantas indicadoras a los virus Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) y 

Chrysanthemum Aspermy Cucumovirus (TAV). 

Las plantas indicadoras se obtuvieron de semillas de: Nicotiana glutinosa L., Nicotiana 

tabacum L. var Xanthi L., Nicotiana tabacum L. var. Burley, Nicotiana rustica, 

Lycopersicon esculentum variedad Cid., las cuales fueron empleadas para la indexación 

de virus (De la Torre et al., 2002; Morales-Díaz et al., 2008). 

 

6.2 Medio de cultivo 

 

El medio básico (MS) se preparó con sales inorgánicas del medio MS (Medio Murashige 

y Skoog, 1962; modificado por Espinoza et al., 1986), adicionando cantidades por litro 

de: sales, sulfato de magnesio (Mg SO4), mio-inositol, hierro (Fe), tiamina, pantotenato 

de calcio, glicina y azúcar, posteriormente se aforó con agua destilada (H2O) y se ajustó 

el pH a 5.6-5.7 con hidróxido de potasio (KOH). Después se agregó el agar y se disolvió 
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con calor (Anexo 1). Se utilizaron frascos “gerber®” con 20 mL y tubos de 13X100 mm 

con 4.5 mL de medio. 

 

6.3 Solución de ácido salicílico (AS) 

 

Se hizo una solución madre de 20 mg de AS en 50 mL de H2O. El AS se disolvió en 0.5 

mL de KOH 1N y posteriormente se aforó con H2O destilada a 50 mL. Después se 

agregó la concentración requerida al medio y se ajustó el pH a 5.6-5.7.  

El instrumental de laboratorio usado en la micropropagación (cajas petri, pinzas, bisturí, 

algodón) y medio de cultivo se esterilizó durante 20 minutos en una autoclave (Felisa®) 

a una presión de 15 lb.cm2, a 120°C.  

 

6.4 Siembra in vitro 

 

La propagación de las microplantas se realizó en una campana de flujo laminar 

horizontal previamente esterilizada. Se consideraron yemas de aproximadamente 1 mm 

que fueron incluidas a medio MS colocadas verticalmente esparcidas en el frasco o en 

tubos, revisando semanalmente la supervivencia de las yemas, realizando labores de 

mantenimiento, eliminando aquellas que estaban oxidadas y/o contaminadas. 

 

6.5 Condiciones in vitro  

 

Los cultivos in vitro se mantuvieron en un cuarto de incubación con un fotoperiodo de 

16 horas a una temperatura de 20±1°C y una radiación de ca 35 µmol m2  seg-1, 400-

700 nm. 

 

6.6 Condiciones de termoterapia 

 

Las plantas se colocaron en una cámara de crecimiento (Mod. 845 Thermo Scientific.) 

con un fotoperíodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad a 37, 37.5 y 38°C. 
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6.7 Condiciones de Invernadero 

 

Invernadero no tecnificado, con una temperatura oscilante entre 25-35°C y con un 60-

70% de humedad relativa. 

 

6.8 Descripción de los experimentos 

 

6.8.1 Verificación del material vegetal positivo y/o negativo a los virus TSWV y 

TAV por la técnica DAS-ELISA contra la de Indexación. 

La sabia de microplantas de crisantemo se analizó mediante la técnica de DAS-ELISA y 

plantas indicadoras.  

 

6.8.2 Efecto del AS en la termotolerancia in vitro de microplantas libres de virus 

Se utilizaron yemas axilares de crisantemo negativas (-) a TSWV y TAV se 

subcultivaron en medio MS (cultivo básico Murashige y Skoog, 1962 modificado por 

Espinoza et al., 1986), en 0 y 10-5 M de AS, después de 28 días se subcultivaron en 

tubos con 4.5 mL de medio MS, y permanecieron por 5 días en condiciones in vitro 

(López-Delgado et al., 2004). Posteriormente las microplantas se expusieron a 37, 37.5 

o 38°C por 25 días en la cámara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 

8 de oscuridad.  

 

6.8.3 Efecto del AS en la termotolerancia in vitro de microplantas positivas a los 

virus TSWV y/o TAV 

Se utilizaron yemas axilares de crisantemo positivas (+) y negativas (-) a TSWV, TAV y 

a ambos virus, se subcultivaron en medio MS en 0 y 10-5 M de AS, después de 28 días 

se subcultivaron en tubos con 4.5 mL de medio MS, y permanecieron por 5 días en 

condiciones in vitro. Posteriormente las microplantas se expusieron a 37°C por 30 días 

en la cámara de crecimiento (López-Delgado et al., 2004). Las microplantas obtenidas 

después de la termoterapia fueron esquejeadas y cultivadas en medio MS por 28 días. 

Al finalizar se analizaron con la prueba DAS-ELISA y plantas indicadoras. 
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6.9 Técnicas de diagnóstico 

 

Las técnicas utilizadas para determinar la presencia o ausencia de virus fueron dos 

DAS–ELISA (Sánchez, 2012) y plantas indicadoras (Salas et al., 1972; Jayasinghe y 

Chuquillanqui, 1992; De la Torre et al., 2002; Valenzuela-Herrera y Redondo-Juárez, 

2002; González et al., 2002 y Morales-Díaz et al., 2008). 

 

6.9.1 Técnica de plantas indicadoras 

 

Germinación y crecimiento de las plantas indicadoras 

Para su germinación las semillas de Nicotiana glutinosa L., Nicotiana tabacum L. var 

Xanthi L., Nicotiana tabacum L. var. Burley, Nicotiana rustica, Lycopersicon esculentum 

se sembraron en una charola con sustrato “peat moss” y agrolita relación (2:1). Se 

estableció un control de insectos mediante jaulas con malla antiafidos, 30 días después 

de la siembra, las plántulas en estado de desarrollo vegetativo se trasplantaron a una 

maceta utilizando una mezcla de sustrato peat moss, agrolita y humus de lombriz de 

relación (2:1:1). Los riegos se realizaron tres veces por semana con tres fertilizaciones; 

una con fertilizante 18-46-00 fosfato di amónico (DAP), triple 20 (20-20-20) y 11-52-00 

fosfato mono amónico (MAP).  

 

Inoculación de plantas indicadoras 

Un gramo de tejido de planta de crisantemo variedad Polaris white de 30 días antes y 

después de la termoterapia, fue macerado en una bolsa con 2 mL de la solución 

amortiguadora de fosfatos de sodio (Baker) 0.050 M y un pH 7.0. 

Se agregaron 20 µL de savia en las hojas previamente frotadas con el abrasivo con 

silicón carbide (Sigma).  

Como testigo se utilizaron plantas sanas de tabaco y jitomate frotadas con silicón 

carbide y solución amortiguadora de fosfatos. 

Cada cinco días se monitoreo la aparición de síntomas en las plantas inoculadas, se 

verificó la presencia de manchas cloróticas y necróticas; 30 días después de la 
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inoculación se midieron las unidades SPAD de las hojas inoculadas, las unidades 

SPAD determinan la cantidad relativa de clorofila presente mediante la medición de la 

absorción de la hoja en dos regiones de longitud de onda; en las regiones roja y 

cercanas a infraroja. Utilizando estas dos transmisiones el medidor calcula el valor 

numérico SPAD que es proporcional a la cantidad de clorofila presente en la hoja. En 

jitomate a los 20 días después de la inoculación se midió la altura de las plantas. Las 

variables evaluadas en la sintomatología fueron las indicadas en el cuadro 1. 

 

 

 

 Síntoma Medición 
Clorosis  

 
Unidades SPAD (Konica 
minolta Chlorophyll meter 

spad 502Plus) 

GRADO 
Severa 
Media 
Leve 
Nula 

Mosaico Observación 

Si No 
Abultamiento severo en hojas Observación 

Si No 
Deformación  Observación 

Si No 
Anillos cloróticos Observación 

Si No 
Anillos necróticos Observación 

Si No 
Marchitez Observación 

Si No 
Lesiones locales cloróticas Observación 

Si No 
Lesiones locales necróticas Observación 

Si No 
Necrosis Observación 

Si No 
Distorsión apical Observación 

Si No 
% de inhibición en crecimiento cm 

Cuadro 1. Síntomas evaluados en plantas indicadoras Nicotiana 
tabacum L. var Xanthi, Nicotiana rustica, y Lycopersicon 
esculentum. 
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6.9.2 Prueba de DAS-ELISA 

 

Se utilizó la prueba serológica de doble anticuerpo ligado a enzimas (DAS-ELISA), para 

verificar la presencia de los virus TSWV y TAV (Clark y Adams, 1977 modificada por 

Sánchez, 2012). Se utilizaron antisueros específicos comerciales Agdia® para le 

detección de los virus TSWV, TAV y TSWV-TAV a una dilución de 1:200 para ambos 

virus. 

Protocolo de DAS-ELISA, modificado para microplantas de crisantemo (Sánchez, 

2012): 

1.- Incubación de placas con buffer de cobertura + anticuerpo. 

2.- Maceración de las muestras con buffer de extracción e incubación de placas. 

3.- Incubación de las placas con buffer ECI de conjugado + enzima, en cada paso de 

incubación las placas se lavaron tres veces con buffer de lavado; PVS-Tween. 

4.- Incubación de las placas con buffer de sustrato + PNP para el revelado, la lectura de 

la placa fue evaluada después del último paso a los 30 y 60 minutos midiendo la 

absorbancia de 405 nm en un microlector (Stat Fax® 2100 Microplate Reade). 

Se incluyeron controles positivos y negativos comerciales Agdia® para cada uno de los 

virus a detectar.  

Se realizaron dos repeticiones en cada caso y como controles negativos y positivos 

específicos comerciales Agdia® al TSWV y al TAV (Figura 1; Anexo 2). 

 

 

 
Figura 1. Sistematización de técnica DAS-ELISA 
(Clark y Adams, 1977) con modificación para 
microplantas de D. grandiflora variedad Polaris 
white para los virus TSWV y TAV (Sánchez, 2012). 
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Las variables evaluadas fueron: 

 

La presencia y ausencia de virus se verifico antes y después de la termoterapia, 

absorbancia en nm para DAS-ELISA y síntomas expresados en plantas indicadoras. 

Durante la termoterapia, se evaluó solo la supervivencia de microplantas (turgencia y 

brote verde). 

El diseño experimental fue de bloques al azar con 40 plantas por tratamiento. Los datos 

fueron analizados por medio de la prueba de t Student (P ≤ 0.05) y Tukey, (P ≤ 0.05). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ERRADICACIÓN DE LOS VIRUS TSWV Y TAV EMPLEANDO ÁCIDO SALICÍLICO Y TERMOTERAPIA in vitro EN 
MICROPLANTAS DE CRISANTEMO (Dendranthema grandiflora Tzvelev) VARIEDAD POLARIS WHITE	

 

Gloria	Rogel	Millán	 Página	31	
 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1 Verificación del material vegetal positivo y/o negativo a los virus TSWV y TAV 

 

De la verificación de virus en microplantas de crisantemo mediante la prueba de DAS-

ELISA y plantas indicadoras (indexación), se obtuvo: 40% positivas a los 2 virus 

(TSWV-TAV), 20% positivas a TSWV, 20% positivas a TAV y 20% negativas a los dos 

virus (Cuadro 2). Se obtuvieron los mismos resultados en las dos pruebas, es posible 

que no se observaran diferencias en los resultados de la verificación de los virus en 

ambas técnicas por que se evaluó toda la microplanta. Al respecto Kelaniyangoda y 

Madhubashini (2008), mencionan que es posible que haya diferencia en la verificación 

de virus en cada técnica, y se debe de tomar en cuenta el tipo de virus a analizar, 

debido a que algunos presentan movimiento sistémico y lo recomendable es analizar 

toda la planta incluyendo las raíces para así obtener datos más confiables. 

Ocampo et al. (2013), utilizó para la liberación de una nueva variedad de nochebuena 

(Euphorbia pulcherrima Willd. Ex Klotzch) tres pruebas para la detección de virus DAS-

ELISA, RT-PCR y plantas indicadoras a los virus Tobacco mosaic virus (TMV) y 

Poinsettia mosaic virus (PnMV), obteniendo resultados similares en las tres pruebas, ya 

que una sola prueba no siempre es suficiente para la detección de virus. Para efectos 

de este trabajo se obtuvieron datos similares en las dos pruebas utilizadas en 

microplantas de crisantemo. Se tienen reportes que indican que la prueba de DAS-

ELISA para la detección de virus puede tener cierto margen de error principalmente si la 

concentración del virus es baja, por lo que se recomienda como prueba más eficaz el 

uso de plantas indicadoras para asegurar la presencia o ausencia de los virus (Ram et 

al., 2007). Cada método de detección de virus posee ventajas y desventajas por lo que 

en la mayoría de los casos es necesario utilizar más de uno de ellos para la detección 

de virus (De Blas et al., 1996). 

La detección de virus generalmente ha sido reportada para plantas de invernadero y de 

campo (Espinoza, 2012), en este trabajo se utilizaron plantas en condiciones in vitro, 

por lo que se hicieron adecuaciones a las técnicas de detección. La optimización de 
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DAS-ELISA, fue realizada en un trabajo previo del mismo proyecto (Sánchez, 2012, 

PROMEP/103.5/09/4195), y en este trabajo se adecuó principalmente la indexación. 

 

 

 

Material biológico % por la prueba de 

DAS-ELISA* 

% por 

indexación  

Negativa a los 2 

virus 

20 20 

Positiva TSWV 20 20 

Positiva TAV 20 20 

Positiva TSWV/TAV 40 40 

*La prueba de DAS-ELISA se consideró negativa cuando las 2 repeticiones mostraron negativos los 

resultados.  

 

7.1.1 Resultados de la optimización de la técnica de indexación a los virus TSWV 

y TAV 

 

Para este trabajo, se adecuó la indexación de los virus TSWV y TAV en plantas 

indicadoras, basándose en las técnicas propuestas por: Salas et al. (1972), Jayasinghe 

y Chuquillanqui (1992), De la Torre et al. (2002), Valenzuela-Herrera y Redondo-Juárez 

(2002), González et al. (2002) y Morales-Díaz et al. (2008). 

Las plantas indicadoras utilizadas fueron; Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum L. var 

Xanthi y Lycopersicon esculentum, y para la adaptación de la técnica se consideró; la 

cantidad de buffer adicionado al tejido, la cantidad de muestra para inocular, la cantidad 

y forma de aplicación del abrasivo (silicón carbide), el tamaño de la herida, el manejo 

del cultivo (fertilización, riego, prevención de plagas y enfermedades), y los síntomas 

evaluados. 

Las adaptaciones a la técnica de indexación para detectar los virus TSWV y TAV 

presentes en microplantas de crisantemo variedad Polaris white, fueron: 

Cuadro 2. Resultados de la verificación de los virus TSWV y/o TAV 
mediante la prueba DAS-ELISA y plantas indicadoras. 
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 En la germinación de semillas de las plantas indicadoras, se utilizó como sustrato 

“peat moss” y agrolita en relación (2:1). En el trasplante se realizó una mezcla de 

“peat moss”, agrolita y humus de lombriz en relación (2:1:1). 

 Se estableció un control de insectos mediante jaulas con malla antiafidos 

(previamente desinfectadas con alcohol 96%).  

 Los riegos se realizaron tres veces por semana y se hicieron tres fertilizaciones 

durante el ciclo (18-46-00 fosfato di amónico (DAP), 20-20-20 (triple 20) y 11-52-

00 fosfato mono amónico (MAP). 

 Para la obtención de savia, se utilizó 1 gramo de tejido de planta de 30 días de 

edad, el cual fue macerado en una bolsa con 2 mL de la solución amortiguadora 

de fosfatos de sodio 0.050 M a pH 7.0. 

 Para la inoculación, el tamaño de la herida se optimizó para la visualización de los 

síntomas en cada especie debido a que las hojas de jitomate eran más pequeñas 

que las de los tabacos, siendo: para las Nicotianas de 10.00 mm y para 

Lycopersicon esculentum de 7.8 mm aproximadamente. La herida se realizó, 

frotando la hoja con silicón carbide y después se le agregó 20 µL de savia, en el 

control se agregaron 20 µL de amortiguador.  

 Para la valoración de síntomas se midieron las unidades SPAD para indicar el 

grado de clorosis de las plantas. Entre los procesos más afectados por los virus 

está la fotosíntesis. Varios virus interfieren en esta actividad mediante disminución 

de pigmentos o de componentes proteicos del fotosistema II (Matthews, 1991; 

González et al., 1997), o bien, reducen la superficie foliar y/o modifican la 

disposición de las hojas. 

 

Los síntomas esperados por la inoculación de plantas indicadoras fueron; clorosis 

(unidades SPAD), mosaico, anillos cloróticos y necróticos, marchitez, lesiones locales 

cloróticas y necróticas, necrosis y porcentaje de inhibición en el crecimiento; si las 

plantas expresaban al menos un síntoma se tomaban como positivas. Los primeros 

síntomas aparecieron entre los siete a diez días en las tres especies de plantas 

indicadoras utilizadas. La aparición de síntomas en las plantas indicadoras va a 
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depender del tipo de virus y las condiciones ambientales presentes; antes, durante y 

después de la inoculación que son indispensables para que se ocurra la transmisión, 

infección y manifestación de los síntomas (Kelaniyangoda y Madhubashini, 2008). 

 

7.1.2 EXPRESIÓN DE SÍNTOMAS EN PLANTAS INDICADORAS  

 

7.1.2.1 Expresión de síntomas en plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum) 

por inoculación de los virus, TSWV, TAV y TSWV-TAV. 

 

7.1.2.1.1 Síntomas expresados por la inoculación de TSWV en jitomate 

 

Las plantas de jitomate inoculadas con el virus TSW, mostraron una severa inhibición 

del crecimiento hasta en un 48.1% con respecto al testigo (Cuadro 3, Figura 2). Datos 

similares fueron encontrados en la inoculación mecánica de TSWV sobre Lycopersicon 

hirsutum, además de clorosis (Soler et al., 1998; Morales-Díaz et al., 2008). 

La manifestación del síntoma de mosaico en plantas de jitomate inoculadas con el virus 

TSW tardó aproximadamente 20 días en aparecer, además, presentó disminución del 

área foliar (datos no mostrados), aunque, De la Torre et al. (2002), reportaron que en 

inoculaciones de TSWV en jitomate la expresión de síntomas fueron: mosaico, 

oscurecimiento de hojas y mancha anular necrótica, y que el síntoma de mosaico se 

expresa en los primeros días después de la inoculación. Esto demuestra que la 

aparición de síntomas no está totalmente ligado a la especie o variedad, ya que estos 

autores utilizaron también L. sculentum, pero ellos realizaron la inoculación en los 

fotoperiodos correspondientes a las estaciones de primavera y verano. Por lo que 

posiblemente la diferencia en el tiempo de aparición de los síntomas se deba a las 

condiciones climáticas, ya que las inoculaciones de TSWV y TAV se realizaron en los 

fotoperiodos correspondientes a la estación de otoño y en invernadero no tecnificado. 
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Síntoma 

Expresión del síntoma 

Testigo + 

TSWV 

+ 

 TAV 

+ 

TSWV-TAV 

Clorosis  

Nula 

(41.55) 

 

Media 

(23.65)

 

Leve 

(32.40)

 

Media 

(27.40) 

Severa 14.5-21 

Media 22-29 

Leve 30-36 

Nula ≤37 

Mosaico No Si No Si 

Anillos cloróticos No No No No 

Anillos necróticos No No No No 

Marchitez No No No No 

Lesiones locales cloróticas No Si Si Si 

Lesiones locales necróticas No Si Si Si 

Necrosis No No No No 

% de inhibición en el 

crecimiento 

0 48.14 50 42.59 

+ positiva. 

 

 

 

 

Figura 2. Efecto de la inoculación 
mecánica del virus TSW en el 
crecimiento de plantas de jitomate 
(Lycopersicon esculentum). 

Cuadro 3. Síntomas expresados en jitomate por la inoculación mecánica 
del TSWV, TAV y TSW-TAV presentes en crisantemo. 
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7.1.2.1.2 Síntomas expresados por la inoculación de TAV en jitomate 

 

Se tienen reportes de que el TAV generalmente infecta de forma local cuando se 

inocula sobre plantas indicadoras (Jones, 2000). En este trabajo la inoculación del TAV 

en jitomate mostró síntomas sistémicos porque disminuyó el crecimiento en un 50% con 

respecto al testigo, además de mostrar, lesiones locales cloróticas y necróticas (Cuadro 

3, Figura 3).  

 

 

 

 

 

7.1.2.1.3 Síntomas expresados por la inoculación de TSWV-TAV en jitomate 

 

El TAV es un virus asintomático que generalmente se expresa cuando existen otros 

virus (Brierley, 1955; en Aquino, 2005). Por lo que cuando se inoculo con TSWV (TAV-

TSWV) en jitomate expresó síntomas locales y sistémicos; redujo el crecimiento un 

42.5% respecto al testigo (Cuadro 3, Figura 4), además, mostró lesiones locales 

necróticas y con clorosis media (27.40 unidades SPAD; Cuadro 3). La presencia de los 

dos virus en las microplantas pudo expresarse en síntomas sistémicos ya que el TSWV 

es sistémico y sintomático en esta región florícola (zona Sur del Estado de México). 

Figura 3. Efecto de la inoculación 
mecánica del TAV en el crecimiento de 
plantas de jitomate (Lycopersicon 
esculentum). 
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7.1.2.2 Expresión de síntomas en plantas de Nicotiana rustica por inoculación de 

los virus, TSWV, TAV y TSWV-TAV 

 

7.1.2.2.1 Síntomas expresados por la inoculación de TSWV en N. rustica 

 

Los síntomas expresados por la inoculación del TSWV fueron: manchas necróticas y 

cloróticas no solo en la hoja inoculada sino en varias hojas de la planta (infección 

sistémica) y clorosis hasta llegar a la marchitez; cabe mencionar que los valores para 

determinar el grado de clorosis fue diferente en cada especie indicadora, debido a que 

cada una de ellas presenta tonalidades de verde diferente (Cuadro 4, Figura 5-A). Los 

síntomas expresados del TSWV sobre N. rustica son principalmente debidos a que este 

virus infecta sistémica y localmente (Jones, 2000). De la Torre et al. (2002), reportaron 

que la inoculación de TSWV en N. rustica, mostró mancha necrótica, lesiones locales 

cloróticas, hasta llegar a la marchitez; lo que confirma los síntomas expresados por la 

inoculación de este virus sobre N. rustica.  

 

Figura 4. Inhibición del crecimiento por la 
inoculación de TSWV-TAV en jitomate 
(Lycopersicon esculentum). 
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Síntoma 

Expresión del síntoma 

Testigo + 

TSWV 

+ 

 TAV 

+ 

TSWV-TAV 

Clorosis  

Nula 

(26.99) 

 

Media 

(11.82)

 

Severa 

(8.49) 

 

Media 

(12.51) 

Severa 3.8-10 

Media 11-17 

Leve 18-24 

Nula ≤25 

Mosaico No No No No 

Anillos cloróticos No Si Si Si 

Anillos necróticos No Si Si Si 

Marchitez No Si No Si 

Lesiones locales cloróticas No Si Si Si 

Lesiones locales necróticas No Si No Si 

Necrosis No No No No 

+ positiva. 

 

El TSWV ha sido evaluado sobre N. rustica por Morales-Díaz et al. (2008), mostrando 

síntomas como; lesiones locales cloróticas, lesiones locales necróticas, anillos 

necróticos y marchitez; síntomas también encontrados en este trabajo (Figura 5-B). 

 

 

 

 

Figura 5. A) Anillos cloróticos causados en hoja del 
estrato medio y B) clorosis basal causada por la 
inoculación del virus TSW sobre Nicotiana rustica. 

Cuadro 4. Síntomas expresados en N. rustica por la inoculación mecánica 
del TSWV, TAV y TSWV-TAV presentes en crisantemo. 
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7.1.2.2.2 Síntomas expresados por la inoculación de TAV en N. rustica 

 

La inoculación del virus aspermia del crisantemo sobre Nicotiana rustica mostró una 

severa clorosis, lesiones locales cloróticas (Figura 6-A) y necróticas respecto al testigo 

(Figura 6-B) y no se expresó de forma sistémica, se ha reportado al respecto que el 

TAV es un virus asintomático en las plantas hospederas, sin embargo, puede llegar a 

expresar síntomas (Jones, 2000). 

Es posible que el TAV solo exprese síntomas locales en N. rustica dependiendo de los 

factores en que se encuentre, dentro de los que cabe mencionar la especie utilizada y 

la asociación con otro virus, ya que en jitomate si expresó síntomas en forma sistémica. 

Es muy importante entonces, considerar el huésped donde se hará la indexación ya que 

el problema radica cuando el TAV no se expresa. Rosales et al. (2011), mencionan que 

las infecciones asintomáticas, enmascaran los resultados en el control de las 

enfermedades causadas por virus, por que actúan como fuente de inoculo para cultivos 

sanos. 

 

  

 

 

7.1.2.2.3 Síntomas expresados por la inoculación de TSWV-TAV en N. rustica 

 

El daño por la interacción de dos o más virus puede verse más severo que si se 

encuentra solo uno; el TAV se expresa cuando existen otros virus (Brierley, 1955; en 

Aquino, 2005). En este trabajo el TAV mostró cuatro síntomas que fueron; clorosis, 

lesiones locales cloríticas, anillos cloróticos y necróticos (Figura 6) y la interacción del 

Figura  6. A) Lesiones cloróticas y B) lesiones necróticas 
causadas por la inoculación del TAV sobre Nicotiana 
rustica. 
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TAV-TSWV expresó siete: clorosis, anillos cloróticos y necróticos, lesiones locales 

cloríticas y necróticas y marchitez (Figura 7). En este trabajo se confirmó que la 

infección de TAV se expresó en la planta cuando estuvo presente el TSWV. 

 

 

 

 

 

7.1.2.3 Expresión de síntomas en plantas de Nicotiana tabacum L. var Xanthi por 

inoculación de los virus, TSWV, TAV y TSWV-TAV 

 

7.1.2.3.1 Síntomas expresados por la inoculación de TSWV en N. tabacum 

 

Los síntomas de la inoculación del virus TSW en plantas de Nicotiana tabacum fueron; 

manchas necróticas solo en la hoja infectada, mosaico, anillos cloróticos y clorosis 

(Cuadro 5, Figura 8) mismos síntomas reportados por De la torre et al. (2002).  

 

 

 

Figura 7. A) Marchitez y B) anillos necróticos 
expresados por la inoculación de TSWV-TAV 
sobre Nicotiana rustica.  

Figura 8. Manchas necróticas y 
clorosis severa causadas por la 
inoculación de TSWV sobre Nicotiana 
tabacum. 
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Síntoma 

Expresión del síntoma 

Testigo + 

TSWV 

+ 

 TAV 

+ 

TSWV-TAV 

Clorosis  

Leve 

(14.56) 

 

Media 

(9.88) 

 

Leve 

(10.33)

 

Severa 

(4.60) 

Severa 0-4 

Media 5-9 

Leve 10-13 

Nula ≤13 

Mosaico No Si Si Si 

Anillos cloróticos No Si Si Si 

Anillos necróticos No Si Si Si 

Marchitez No Si Si Si 

Lesiones locales cloróticas No Si Si Si 

Lesiones locales necróticas No Si Si Si 

Necrosis No No No No 

+ positiva. 

 

7.1.2.3.2 Síntomas expresados por la inoculación de TAV en N. tabacum 

 

La reacción de virus específicos en plantas indicadoras puede estar dada por diversos 

factores como la técnica de inoculación y condiciones de incubación (Hiruki, 1975). En 

N. tabacum se encontró que tanto el testigo como plantas indexadas con TSWV, TAV y 

TSWV-TAV mostraron clorosis (Cuadro 5, Figura 9). Para este caso la clorosis no es un 

síntoma determinante importante para indicar presencia de virus debido a que la planta 

en condiciones normales es más clorótica que Nicotiana rustica y Lycopersicon 

sculentum.  

 

Cuadro 5. Síntomas expresados en N. tabacum por la inoculación 
mecánica del TSWV, TAV y TSWV-TAV presentes en crisantemo. 
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7.1.2.3.3 Síntomas expresados por la inoculación de TSWV-TAV en N. tabacum 

 

El TSWV por si solo causa típicamente manchas en forma de anillos concéntricos en la 

mayoría de sus hospedantes susceptibles, pero es común que también cause 

mosaicos, necrosis de tallos, pecíolos y flores, así como enanismo (Morales-Días et al., 

2008). Cuando se inoculó el TSWV sobre N. tabacum  presentó clorosis media y 

cuando estuvo combinado con el TAV la clorosis fue severa (Cuadro 5). 

La presencia de manchas necróticas se expresó en la misma intensidad tanto en la 

inoculación del virus TSW como con TSWV-TAV (Figura 10-A). Por esta razón se 

considera que el virus TAV no provoca daños visibles a la planta, más bien es un virus 

que permanece asintomático y causa daño al asociarse a otros virus, el daño que causo 

el TAV a las microplantas de crisantemo en combinación con el virus TSW fueron los 

mismos síntomas pero estos incrementaron la severidad; siendo en el TAV una clorosis 

leve de 10.33 unidades SPAD y en combinación con el TSWV una clorosis severa de 

4.60 unidades SPAD (Cuadro 5, Figura 10-B).  

Figura 9. Clorosis causada por la inoculación 
de TAV sobre Nicotiana tabacum. 
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7.2 Efecto del AS en la termotolerancia in vitro de microplantas libres de virus 

 

La utilización de termoterapia y cultivo de meristemos (in vitro) se han utilizado para la 

eliminación de virus y viroides en crisantemo, incrementando el porcentaje de plantas 

libres (Ammirato et al., 1990), sin embargo, una desventaja de aplicar termoterapia por 

tiempos prolongados es que muchas de las plantas que se obtienen presentan clorosis 

en los tallos y hojas quebradizas (hiper-hidratación) y posteriormente muerte. La 

termoterapia in vitro puede incrementar la concentración de sales en el medio de 

cultivo, y disminuir la humedad, por lo que se afecta el potencial hídrico y el balance 

hormonal, provocando un estrés excesivo (Majada et al., 2002). Para mitigar el efecto 

de la temperatura en la erradicación de virus, en este trabajo se utilizó un 

pretratamiento in vitro por cuatro semanas con 0 y 10-5 M de ácido salicílico (López et 

al., 2004), en plantas de crisantemo.  

Las microplantas se expusieron a las temperaturas de 37, 37.5 o 38°C por 25 días. Las 

microplantas pretratadas con AS incrementaron la supervivencia en las tres 

temperaturas probadas, con respecto a las microplantas no pretratadas con AS 

(control). Las microplantas pretratadas con AS sometidas a 38°C incrementaron hasta 

un 6.6% más la supervivencia que el testigo, pero solo sobrevivieron 10 días; las 

expuestas a 37.5°C un 4.5% y a 37°C un 20% (Cuadro 6). La termoterapia presenta un 

estrés excesivo, que daña e inclusive ocasiona la muerte a la planta, como se observó 

Figura 10. A) Manchas necróticas y B) clorosis severa causada por la 
inoculación de TSWV-TAV sobre Nicotiana tabacum.  
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en este caso para las microplantas de crisantemo variedad Polaris white expuestas a 

más de 37°C. 

La supervivencia en microplantas pretratadas con 10-5 M de AS y expuestas a 37°C 

incrementó significativamente con respecto al testigo (Cuadro 6). Al respecto 

Humphreys y Chapple (2002) y Vlot et al. (2009), mencionan que el ácido salicílico 

participa en repuestas de tolerancia a estrés abiótico como el exceso de temperatura, 

respuesta encontrada en la termoterapia a 42°C con 10-5 de AS utilizada para la 

erradicación de virus en papa (López-Delgado et al., 2004). 

 

 

 

Temperatura °C        Tratamiento 

[AS] M 

% de supervivencia  

 

 

10 días de 

tratamiento 

25 días de 

tratamiento 

38 0 60.00a  

10-5  66.67b  

37.5 0 81.82              13.64a 

10-5  95.45              18.18b 

37 0  94.12               25.00a 

10-5                     100.00               45.00b 

Valores con diferente letra son estadísticamente significativos (Tukey, P<0.005). 

 

Si bien los métodos de erradicación de virus han permitido la obtención de plantas 

libres de virus, se han detectado especies menos tolerantes al tratamiento térmico, los 

cuales afectan de forma negativa la supervivencia de las plantas tratadas y dificultan la 

obtención de plantas libres de virus (Sánchez et al., 1991), la exposición de 

microplantas de crisantemo en condiciones in vitro a 38°C no sobrevivieron por más de 

10 días, resultando ser el crisantemo menos tolerante a las temperaturas altas en 

comparación con otras plantas como la papa que en condiciones in vitro tolera hasta 

42°C (López-Delgado et al., 2004). 

Cuadro 6. Efecto del tratamiento de ácido salicílico sobre microplantas de crisantemo 
libres de los virus TSWV y TAV, sometidas a termoterapia. 
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De los resultados obtenidos se observó que para el crisantemo variedad Polaris white la 

temperatura más alta que resistió en condiciones in vitro fue de 37°C ya que 

sobrevivieron por más de 25 días mientras que a 38°C solo 10. Trabajos realizados con 

termoterapia en crisantemo han probado temperaturas entre 35-40°C por cuatro a cinco 

semanas para obtener tejidos libres de virus, por encima de este último valor los 

porcentajes de sobrevivencia son bajos, cabe mencionar que estos intervalos de 

temperatura no son en condiciones in vitro sino de plantas en invernadero. De acuerdo 

a esto la temperatura que se debe emplear en la termoterapia va a depender de varios 

factores como; tipo de virus, variedad, edad, tiempo de exposición y condiciones de 

desarrollo y crecimiento ya sea en in vitro o invernadero, entre otros (Anmirato et al., 

1990; Razdan, 2003).  

 

7.3 Efecto del AS en la termotolerancia in vitro de microplantas positivas a los 

virus TSWV y/o TAV 

 

El problema de la erradicación de virus principalmente es debido a que no hay una 

técnica 100% efectiva; además cada especie vegetal requiere adecuaciones, de ahí 

que recientemente se hace uso de otros compuestos y alternativas para la eliminación 

de virus. Así, recientes estudios han encontrado que el ácido salicílico participa en las 

respuestas a estrés por calor, lo que en su momento contribuye en el manejo para la 

erradicación de virus utilizando la termoterapia (López-Delgado et al., 2004; González y 

Huarte, 2011). 

El crisantemo variedad Polaris white con presencia de virus mostró ser muy sensible al 

calor (Cuadro 6) con respecto a otros cultivos, como por ejemplo Solanum tuberosum. 

Trabajos recientes López-Delgado et al. (2004), reportaron que en microplantas de 

papa pretratadas con ácido salicílico positivas al PVY expuestas a 42°C por 30 días 

incrementaron la supervivencia hasta un 100% en algunos clones. 
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Muestras Tratamiento % de supervivencia a los 25-30  días 

NEGATIVA 0 50.00a 

NEGATIVA 10-5  71.43b 

+ TAV 0 75.76a 

+ TAV 10-5 81.82a 

+ TSWV 0 15.00a 

+ TSWV 10-5 30.00b 

+ TSWV-TAV 0 50.00a 

+ TSWV-TAV 10-5 60.63b 

+ positiva. Valores con diferente letra son estadísticamente significativos (Tukey, P<0.005). 

 

Las microplantas de crisantemo variedad Polaris white negativas a TSWV, TAV y 

TSWV-TAV pretratadas con AS, mostraron un incremento de la supervivencia hasta en 

un 21.43% más que el testigo (Cuadro 7), mientras que las microplantas positivas a 

TSWV, TAV y TSWV-TAV pretratadas con AS, incrementaron la supervivencia hasta un 

50.00, 6.06 y 10.63% respectivamente con referencia a los testigos (Cuadro 7). Aunque 

este incremento no fue significativo en las microplantas positivas a TAV (Cuadro 7). Es 

importante destacar que las microplantas infectadas con el virus TAV tuvieron mayor 

porcentaje de supervivencia que las microplantas infectadas con TSWV y TSWV-TAV, 

por lo que posiblemente este virus no afecta la supervivencia en condiciones in vitro 

como tampoco lo es en invernadero y campo. 

Las microplantas pretratadas con AS y después de cuatro semanas de termoterapia, 

resultaron negativas a los virus TSWV y TSWV-TAV, de acuerdo a las pruebas de 

verificación de DAS-ELISA y plantas indicadoras (Cuadros 8 y 9). 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 7. Efecto del pretratamiento de ácido salicílico sobre microplantas de 
crisantemo positivas a TSWV y/o TAV expuestas a 37°C. 
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Verificación DAS-ELISA, 

antes de la termoterapia 

Pretratamiento 

de AS[M] 

Verificación DAS-ELISA, 

después de la termoterapia 

Negativa 10-5 Negativa 

Negativa 0 Negativa 

+  TAV 10-5 Sin dato* 

+  TAV 0 Sin dato* 

+ TSWV 10-5 Negativa 

+  TSWV 0 + TSWV 

+  TSWV/TAV 10-5 - TSWV-TAV 

+  TSWV/TAV 0 Sin dato* 

+ positiva. *Datos no evaluables. 

 
Para aumentar las posibilidades de obtener plantas libres de virus, especialmente 

cuando hay más de un virus presente, se someten a tratamiento con calor, y 

posteriormente al cultivo de meristemos (Pierik, 1987), al respecto Espinoza (2012), 

también menciona que la termoterapia es eficiente para eliminar la infección de un solo 

virus y que con la presencia de dos virus es más difícil, ya que encontró que el virus 

TAV presente en crisantemo fue eliminado más fácilmente que cuando se encuentra 

asociado con otro virus (CVB/TAV). 

De acuerdo a esto la erradicación de TSWV-TAV observada en crisantemo pudo haber 

sido inducida por la combinación entre: el pretratamiento con AS, la termoterapia y el 

cultivo de meristemos (in vitro) y no por una sola. Situación encontrada también por 

Panta y Golmirzaie (1997), que reportaron que el cultivo de meristemos y la 

termoterapia redujeron la concentración de virus en crisantemo. Es importante destacar 

que la termoterapia tradicional en crisantemo, proporciona dificultad para la 

erradicación, debido a que solo es útil la yema apical por planta, ya que las yemas 

laterales son extremadamente pequeñas (Sánchez, 2012). 

 

 

Cuadro 8. Efecto del ácido salicílico en la erradicación de virus de microplantas de 
crisantemo, verificadas por la técnica de DAS-ELISA.  
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Verificación plantas 

indicadoras, antes de la 

termoterapia 

Pretratamiento 

de AS[M] 

Verificación plantas 

indicadoras, después de la 

termoterapia 

+ TAV 

Síntomas locales 

10-5 Sin dato* 

 

+ TSWV 

Síntomas locales y 

sistémicos 

 

 

10-5 

Negativa a TSWV 

Sin síntomas † 

0 + TSWV 

Sin síntomas locales y con 

sistémicos† 

 

+  TWV-TAV 

Síntomas locales y 

sistémicos 

 

10-5 

Negativa a TSWV-TAV  

Sin síntomas † 

 

0 

Negativa a TSWV-TAV 

Sin síntomas † 

+ positiva. †Ver anexo 3. * Datos no evaluables. 

 

Como se mencionó anteriormente la verificación de la presencia o ausencia de virus, no 

solo se basa en una sola técnica para tener la confiabilidad de los resultados, por esta 

razón en el presente trabajo se utilizaron las plantas indicadoras para verificar la 

información obtenida en DAS-ELISA. Así, la inoculación de savia de plantas positivas a 

TSWV pretratadas con AS después de la termoterapia, sobre jitomate, no expresaron 

síntomas (Cuadro 10; Figura 11; Anexo 3) que indicaran la presencia del virus y en la 

inoculación sobre Nicotiana rustica y N. tabacum tampoco hubo expresión de los 

síntomas (Cuadro 11 y 12; Figura 12 y 13; Anexo 3), por lo que se asume que el virus 

TSWV y la combinación TSWV-TAV en microplantas de crisantemo variedad Polaris 

white se erradicó. Es probable que el AS tuviera una función muy importante en este 

proceso. En la actualidad se ha reportado que en muchas plantas el tratamiento con AS 

o compuestos afines induce resistencia contra virus, bacterias y hongos patógenos (Vlot 

et al., 2009). 

 

Cuadro 9. Efecto del ácido salicílico en la erradicación de virus de microplantas 
de crisantemo, verificadas por indexación. 



ERRADICACIÓN DE LOS VIRUS TSWV Y TAV EMPLEANDO ÁCIDO SALICÍLICO Y TERMOTERAPIA in vitro EN 
MICROPLANTAS DE CRISANTEMO (Dendranthema grandiflora Tzvelev) VARIEDAD POLARIS WHITE	

 

Gloria	Rogel	Millán	 Página	49	
 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

 

 

 

 

Figura 11. Síntomas del crecimiento expresados por la 
inoculación de TSWV, TAV y TSWV-TAV sobre 
Lycopersicon sculentum, A) antes de la termoterapia y B) 
después del pretratamiento de AS y termoterapia.

Figura 13. Síntomas de clorosis y manchas por la inoculación 
de TSWV, TSWV-TAV sobre Nicotiana tabacum. A) antes de 
la termoterapia y B) después del pretratamiento de AS la 
termoterapia. 

Figura 12. Síntomas de clorosis y manchas por la 
inoculación de TSWV, TSWV-TAV sobre Nicotiana 
rustica A) antes de la termoterapia y B) después del 
pretratamiento de AS la termoterapia.
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Se han empleado compuestos químicos que directamente eliminen o restrinjan la 

multiplicación de los virus en las plantas. De Fazio et al. (1987), estudiaron el efecto de 

dos sustancias: ácido acetil salicílico y ácido poliacrílico, estos compuestos fueron 

asperjados sobre plantas de tabaco a las que luego se inoculó con TSWV. Las dos 

sustancias inhibieron el desarrollo de lesiones locales y sólo el ácido acetil salicílico 

disminuyó el porcentaje de plantas infectadas sistémicamente. Ambas sustancias sólo 

han sido eficaces en condiciones experimentales.  

Actualmente es muy importante el uso de compuestos como el ácido salicílico que 

además de participar en los procesos de tolerancia sistémica, es un compuesto inocuo 

al ambiente (López-Delgado et al., 2007). 

De acuerdo a los resultados obtenidos, la termoterapia y el cultivo de meristemos 

pretratados con AS ayudo a erradicar los virus TSWV y TSWV-TAV, en microplantas de 

crisantemo variedad Polaris white, y esto es muy relevante debido a la importancia de 

emplear material sano en la producción, las plantas de crisantemo libres de virus tienen 

un mejor desarrollo en condiciones de campo (Ram et al., 2007), además de que el uso 

de la micropropagación y escalamiento in vitro es de utilidad para el rescate de material 

vegetativo y conservación de clones de importancia económica, alimenticia y botánica 

(Nabeta et al., 1983), también para realizar otros trabajos de investigación.  

 

Parte de la información de este trabajo fue aceptada para su publicación en 

memorias en extenso en el XVI Congreso Internacional en Ciencias Agrícolas. 

Producción y protección de cultivos: Bajo un escenario de cambio climático. Con título 

“Ácido salicílico y termoterapia in vitro para la erradicación del virus TSWV en 

microplantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora)”. Mexicali Baja California, 

octubre 2013.  ISBN 978-0-9911261-0-1 (Anexo 4). 
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8. CONCLUSIONES 

 

 La optimización de la técnica de indexación debe considerar: la cantidad de buffer 

adicionado al tejido, la cantidad de muestra para inocular, la cantidad y forma de 

aplicación del abrasivo (silicón carbide), el tamaño de la herida, el manejo del cultivo 

(fertilización, riego, prevención de plagas y enfermedades), y los síntomas evaluados. 

 El crisantemo variedad Polaris white es sensible a las altas temperaturas (más de 

37°C). 

 El ácido salicílico incrementa la tolerancia a la termoterapia en microplantas de 

crisantemo variedad Polaris white. 

 En condiciones in vitro las microplantas infectadas con el virus TAV son más tolerantes 

a la termoterapia que las infectadas con TSWV y TSWV-TAV. 

 Los virus TSWV y TSWV-TAV presente en microplantas de crisantemo variedad Polaris 

white se erradicaron utilizando AS, junto con el cultivo de yemas y la termoterapia. 

 La verificación de la presencia/ausencia de virus en microplantas de crisantemo 

variedad Polaris white, por la técnica biológica y serológica coincidieron. 
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10. ANEXOS 

 

Anexo. 1  

Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962, MS) 

Preparación de sales 

Sustancia Fórmula Cantidad para 1000 

mL 

Cantidad para 2000 

mL 

Nitrato de amonio NH4NO3 17.5 g 35 g 

Nitrato de potasio KNO3 20 g 40 g 

Cloruro de calcio CaCl22H2O 4.5 g 9 g 

Fosfato de potasio KH2PO4 1.75 g 3.5 g 

Ácido bórico H3BOP3 50 mg 100 mg 

Sulfato de 

manganeso 

MnSO44H2O 200 mg 400 mg 

Sulfato de zinc ZnSO47H20 100 mg 200 mg 

Yoduro de potasio KI 10 mg 20 mg 

Molibdato de sodio Na2MoO42H2O 2.5 mg 5 mg 

Sulfato cúprico 5.0 

mg 

CuSO45H2O 0.5 mL de la 

solución preparada. 

1 mL de la solución 

preparada. 

Cloruro de cobalto 

5.0 mg* 

CuCl26H2O 

*mg (miligramos). 

 

NOTA: De estas dos últimas sustancias se pesan 5 mg de cada una y se disuelven en agua destilada, se 

aforan a 10 mL y se toma 1 mL para preparar 2 Litros y 0.5 mL para 1 litro. 
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Soluciones para el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) 

Solución Para 1000 mL 

Sales 100 mL 

Sulfato de magnesio (Mg SO4) 10 mL 

Inositol 10 mL 

Hierro (Fe) 5 mL 

Tiamina 1 mL 

Pantotenato de calcio 2 mL 

Glicina  0.5 mL 

Azúcar 30 g 

 

Agar 

Agar–agar 6.0 g 

Agar bacteriológico 7.5 g 

Fita gel  Cloruro de magnesio 2.35 g  y 0.5 mL 

 

Para la realización del medio de cultivo se siguen los siguientes pasos: 

 Se mezclan todas las soluciones (líquidos) en un recipiente con agua destilada. 

o Nota: el pantotenato de calcio se descongela antes de usarlo. 

 Posteriormente se agrega el azúcar, dejando agitar hasta que la solución se 

disuelva. 

 Se afora la solución a la cantidad requerida. 

 Se mide el pH llevando la solución a 5.6-5.7 

o Nota: utilizar hidróxido de potasio (KOH) para subirlo y ácido clorhídrico 

(HCl) para bajarlo. 

 Se agrega el agar y se tapa con plástico transparente. 

 Se calienta la solución para disolver el agar. 

 Finalmente se sirve en los frascos o tubos a utilizar. 
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Anexo 2. 

 

Soluciones para DAS-ELISA (Clark y Adams, 1977) con modificaciones para 

crisantemo (Sánchez, 2012). 

 

1.- Solución madre del amortiguador de lavado (PBST-10X). 

Formula Denominación Cantidad 

(NaCl) Cloruro de sodio 40.00 g 

(Na2HPO4) Fosfato dibásico de sodio anhidro  7.75 g 

(KH2PO4) Fosfato monobásico de potasio anhidro 1.00 g 

(KCl) Cloruro de potasio anhidro 1.00 g 

(Tween-20) Monolaurato de polietilensorbitán 2.50 mL 

(H2O) Agua destilada, aforar a: 500 mL 

pH  7.4 

Nota: Almacenar a 4°C 

 

2.- Solución amortiguadora de extracción. 

Formula Denominación Cantidad 

 Albumina de huevo   0.300 g 

(Na2SO3) Sulfito de sodio anhidro  0.195 g 

PVP-40 Polivinilpirrolidona 3.000 g 

(NaN3) Azida de sodio anhidro 0.030 g 

(Tween-20) Monolaurato de polietilensorbitán 3.000 mL 

PBST-1X Amortiguador de lavado, aforar a: 150 mL 

pH  7.4 
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3.- Solución amortiguador de conjugado (ECI – Buffer). 

Formula Denominación Cantidad 

 Albumina de Bovino  0.300 g 

PVP-40 Polivinilpirrolidona 3.000 g 

(NaN3) Azida de sodio anhidro 0.030 g 

PBST-1X Amortiguador de lavado, aforar a: 150 mL 

pH  7.4 

 

4.- Solución amortiguador de cobertura. 

Formula Denominación Cantidad 

(Na2CO3) Carbonato de sodio anhidro  0.238 g 

(NaHCO3) Bicarbonato de sodio anhidro 0.437 g 

(NaN3) Azida de sodio anhidro 0.030 g 

(H2O) Agua destilada, aforar a: 150 mL 

pH  9.6 

 

5.- Solución amortiguador de sustrato. 

Formula Denominación Cantidad 

(MgCl2) Cloruro de magnesio anhidro  0.0025 g 

(NaN3) Azida de sodio anhidro 0.0050 g 

C4H11NO2 Dietanolamina (bis-2-Hidroxietilamida) 2.420 mL 

(H2O) Agua destilada, aforar a: 150 mL 

pH  9.6 
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TÉCNICA DAS-ELISA 

 

1.- COBERTURA 

Marcar con un plumón indeleble el número de pozos a utilizar, considerando el número 

de muestras, su repetición, blancos, testigos negativos y testigos positivos. 

Cubrir la placa de ELISA con el anticuerpo diluido en solución amortiguadora de 

cobertura 1X en base a la dilución 1:200. Colocar 100µL de anticuerpo diluido en cada 

perforación de la placa. Es importante cubrir la placa inmediatamente después de 

preparar la dilución, esto debido a que muchos anticuerpos pueden perderse si pasa 

mucho tiempo entre la preparación de la disolución y la cobertura. 

2.- INCUBACIÓN 

Incubar la placa en cámara humedad por 4 horas a temperatura ambiente o toda la 

noche en refrigeración a 4°C. 

3.- LAVADO 

Lavar la placa vaciándola vigorosamente y llenando las perforaciones con amortiguador 

PBST 1X. Repetir este proceso de 3 a 8 veces. Colocar la placa hacia abajo en papel 

absorbente. 

4.-PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

a) Hojas; seleccionar hojas con síntomas del virus e introducirlas a una bolsa de 

plástico para macerarlas. 

Realizar una disolución de las muestras a evaluar en proporción 1:10 (volumen de 

sabia: volumen de amortiguador) utilizando la solución amortiguadora general de 

extracción. Colocar 100 µl de sabia diluida en cada pozo. 

Registrar croquis de trabajo. 

Preparación de los controles positivos: Preparar los controles, se utilizan 2 mL de la 

solución amortiguadora general de extracción. Después de prepararlo, dividirlo en 

alícuotas, estos controles deberán estar en refrigeración a -20°C. 

5.- INCUBACIÓN 

Colocar Incubar la placa en cámara húmeda e incubar por 2 horas a temperatura 

ambiente o toda la noche en refrigeración a 4°C. 
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6. LAVADO 

Repetir la operación del punto 3 con extremo cuidado. 

7.- PREPARACIÓN DEL CONJUGADO 

Utilizar el amortiguador ECL para preparar el conjugado enzimático unos minutos antes 

de que se cumpla la incubación anterior, utilizando una disolución de 1:200. Colocar 

100 µl de la disolución en cada perforación. 

8.- INCUBACIÓN  

Colocar Incubar la placa en cámara húmeda e incubar por 2 horas a temperatura 

ambiente. 

9.- LAVADO 

Repetir la operación del punto 3 con extremo cuidado. 

10.- PREPARACIÓN DEL SUBSTRATO  

Utilizando una tableta de PNP por cada 5 mL de amortiguador PNP, preparar el 

substrato. Es importante preparar 15 minutos antes de utilizarse. Colocar 100 µL de la 

solución en cada perforación. Se debe de tener en cuenta que las tabletas no deben de 

ser colocadas con los dedos, y la solución amortiguadora de PNP no debe exponerse a 

la luz. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ERRADICACIÓN DE LOS VIRUS TSWV Y TAV EMPLEANDO ÁCIDO SALICÍLICO Y TERMOTERAPIA in vitro EN 
MICROPLANTAS DE CRISANTEMO (Dendranthema grandiflora Tzvelev) VARIEDAD POLARIS WHITE	

 

Gloria	Rogel	Millán	 Página	70	
 

Anexo 3. 

 

Efecto del ácido salicílico en la erradicación de los virus TSWV, TSWV-TAV, 

verificadas por indexación. 

 

 

 

 

Síntoma 

Expresión del síntoma 

Testigo Con AS 

Negativa 

a TSWV 

Sin AS 

+ 

 TAV 

Con AS 

Negativa a  

TSWV-TAV 

Clorosis  

Nula 

(38.90) 

 

Nula 

(39.40) 

 

Nula 

(37.40)

 

Nula 

(39.60) 

Severa 14.5-21 

Media 22-29 

Leve 30-36 

Nula ≤37 

Mosaico No No No No 

Anillos cloróticos No No No No 

Anillos necróticos No No No No 

Marchitez No No No No 

Lesiones locales cloróticas No No No No 

Lesiones locales necróticas No No No No 

Necrosis No No No No 

% de inhibición en el 

crecimiento 

0 2.5 13.7 1.7 

+ positiva. 

 

 

 

 

 

Cuadro 10. Verificación de la erradicación del virus TSWV y TSW-TAV sobre 
jitomate por inoculación mecánica. 



ERRADICACIÓN DE LOS VIRUS TSWV Y TAV EMPLEANDO ÁCIDO SALICÍLICO Y TERMOTERAPIA in vitro EN 
MICROPLANTAS DE CRISANTEMO (Dendranthema grandiflora Tzvelev) VARIEDAD POLARIS WHITE	

 

Gloria	Rogel	Millán	 Página	71	
 

 

 

 

Síntoma 

Expresión del síntoma 

Testigo Con AS 

Negativa 

a TSWV 

Sin AS 

+ 

 TAV 

Con AS 

Negativa a  

TSWV-TAV 

Clorosis  

Nula 

(35.53) 

 

Nula 

(33.53) 

 

Nula 

(38.86)

 

Nula 

(38.1) 

Severa 3.8-10 

Media 11-17 

Leve 18-24 

Nula ≤25 

Mosaico No No No No 

Anillos cloróticos No No No No 

Anillos necróticos No No No No 

Marchitez No No No No 

Lesiones locales cloróticas No No No No 

Lesiones locales necróticas No No No No 

Necrosis No No No No 

+ positiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 11. Verificación de la erradicación del virus TSWV y TSW-TAV sobre 
Nicotiana rustica por inoculación mecánica. 
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Síntoma 

Expresión del síntoma 

Testigo Con AS 

Negativa 

a TSWV 

Sin AS 

+ 

 TAV 

Con AS 

Negativa a  

TSWV-TAV 

Clorosis  

Nula 

(28.7) 

 

Nula  

(31.27) 

 

Nula 

(21.5) 

 

Nula 

(26.46) 

Severa 0-4 

Media 5-9 

Leve 10-13 

Nula ≤13 

Mosaico No No No No 

Anillos cloróticos No No No No 

Anillos necróticos No No No No 

Marchitez No No No No 

Lesiones locales cloróticas No No No No 

Lesiones locales necróticas No No No No 

Necrosis No No No No 

+ positiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 12. Verificación de la erradicación del virus TSWV y TSW-TAV sobre 
Nicotiana tabacum por inoculación mecánica. 
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Anexo 4.  

Resumen en extenso del XVI Congreso Internacional en Ciencias Agrícolas. 

Producción y protección de cultivos: Bajo un escenario de cambio climático. Mexicali 

Baja California, octubre 2013. “ISBN 978-0-9911261-0-1” 
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