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RESUMEN 

 

El limón Persa (Citrus × latifolia) presenta características sobresalientes entre las limas ácidas, 

carece de semillas y se cosecha fácil debido a la poca cantidad de espinas. Este cítrico es el segundo 

en importancia para México. Sin embargo, la producción se ve limitada por la presencia de 

enfermedades ocasionadas por hongos, bacterias y virus. Enfermedades como el Huanglongbing 

(HLB) y el Virus de la Tristeza de los Cítricos (CTV) son descritas en la actualidad como las 

enfermedades más devastadoras en los cítricos, produciendo fruta de mala calidad, bajos 

rendimientos en campo y en muchos casos provocan la muerte de los árboles. Los informes sobre 

la eliminación del HLB y el CTV en limón Persa por métodos de laboratorio son escasos, por ello 

se propusieron dos métodos in vitro (regeneración de meristemos apicales y termoterapia) para el 

saneamiento vegetativo. Se recolectaron hojas de árboles con síntomas de las enfermedades, se 

determinó la presencia de HLB y CTV mediante pruebas moleculares, se tomaron segmentos 

nodales positivos y se regeneraron en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS). La regeneración 

de meristemos se llevó a cabo en medio MS suplementado con diferentes concentraciones de 6-

bencilaminopurina y ácido indolacético, luego se incubaron a oscuridad total y se evaluó el 

crecimiento de brotes y hojas a 15, 30 y 40 días, en la termoterapia se tomaron ápices de 2.5 cm a 

los cuales se aplicó temperaturas de 33 hasta 45 °C en tiempos de 3, 4, 5 y 6 h. Los resultados 

demostraron que los meristemos regenerados y los explantes sometidos a la termoterapia dieron 

negativo a HLB y CTV. En el saneamiento de HLB, se obtuvo en los meristemos una media de 

1.5 hojas producidas y 1.19 brotes regenerados en medio MS suplementado con 1 mg L-1 BAP y 

0.5 mg L-1 AIA y en la termoterapia se demostró que la mejor temperatura fue de 40 °C donde se 

pudo generar mayor sobrevivencia, mayor número de brotes y mayor porcentaje de vitroplantas 

saneadas. En CTV los meristemos apicales regenerados a oscuridad por 15 días obtuvieron mayor 

número de brotes y hojas. En la termoterapia el tratamiento con mayor éxito fue donde se empleó 

37 °C durante 4 h, promoviendo la regeneración de 4.8 brotes y 5.9 hojas por explante.  

Palabras clave: Limón Persa, HLB, CTV, saneamiento, in vitro. 
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VEGETATIVE SANITATION OF PERSIAN LEMON (CITRUS × LATIFOLIA) WITH HLB 

AND CTV THROUGH MERITEMOS APICALES AND TERMOTERAPIA IN VITRO 

Gael Francisco García Merino, M.C  

Colegio de Postgraduados, 2018  

ABSTRACT 

 

Persian lemon (Citrus × latifolia) presents outstanding characteristics among acidic limes, lacks 

seeds and is easily harvested due to the small amount of thorns. This citrus is the second in 

importance for Mexico. However, production is limited by the presence of diseases caused by 

fungi, bacteria and viruses. Diseases such as Huanglongbing (HLB) and the Citrus Tristeza Virus 

(CTV) are currently described as the most devastating diseases in citrus fruits, producing fruit of 

poor quality, low yields in the field and in many cases cause death of the trees. Reports on the 

elimination of HLB and CTV in Persian lemon by laboratory methods are scarce, so two in vitro 

methods (regeneration of apical meristems and thermotherapy) for vegetative sanitation were 

proposed. Tree leaves with disease symptoms were collected, the presence of HLB and CTV were 

determined by molecular tests, positive nodal segments were taken and regenerated in Murashige 

and Skoog culture medium (MS). The regeneration of meristems was carried out in MS medium 

supplemented with different concentrations of 6-benzylaminopurine and indoleacetic acid, then 

incubated in total darkness and the growth of shoots and leaves was evaluated at 15, 30 and 40 

days, in the thermotherapy they took apexes of 2.5 cm to which temperatures of 33 to 45 ° C were 

applied at times of 3, 4, 5 and 6 h. The results showed that regenerated meristems and explants 

subjected to thermotherapy were negative for HLB and CTV. In the sanitation of HLB, an average 

of 1.5 leaves produced and 1.19 regenerated shoots in MS medium supplemented with 1 mg L-1 

BAP and 0.5 mg L-1 AIA were obtained in the meristems and in thermotherapy it was shown that 

the best temperature was of 40 ° C where it was possible to generate greater survival, greater 

number of outbreaks and higher percentage of healthy vitroplants. In CTV the apical meristems 

regenerated in darkness for 15 days obtained a greater number of buds and leaves. In 

thermotherapy, the most successful treatment was where 37 ° C was used for 4 h, promoting the 

regeneration of 4.8 shoots and 5.9 leaves per explant. 

Key words: Limón Persa, HLB, CTV, saneamiento, in vitro. 
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El presente documento consta de cuatro capítulos principales; el primero de ellos pretende 

introducir al lector a través de la contextualización de diversos apartados relacionados con el tema 

de investigación, así como dar a conocer el objetivo general y la hipótesis planteada por un servidor 

y los profesores investigadores que colaboraron en el proyecto. El segundo capítulo contiene la 

información pertinente y detallada respecto al saneamiento de la parte vegetativa que se realizó 

con vitroplantas con HLB. El tercer capítulo incluye la información pertinente y detallada respecto 

al saneamiento de la parte vegetativa que se realizó con vitroplantas con CTV. Por último, en el 

cuarto capítulo se encuentran las conclusiones finales, así como las referencias citadas y anexos. 

PROLOGO 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

En México la citricultura es una de las actividades más importantes dentro de la fruticultura del 

país, la producción de limón Persa (Citrus × latifolia) representa una importante fuente de empleos 

e ingresos para más de 90, 000 familias mexicanas (Esquivel, 2011) con una producción de 2, 187, 

257 toneladas (SIAP, 2017), este cítrico es el segundo en importancia en el país y su producción 

es 861, 163.19 toneladas por año que se cultivan en una superficie de 64, 183.67 hectáreas (SIAP, 

2017). El limón Persa sobresale entre las limas ácidas por sus características particulares, ya que 

sus frutos son de mayor tamaño en comparación a otro tipo de limones, carece de semillas por ser 

un triploide, haciéndolo conveniente para su consumo y además es de fácil recolección en 

temporada de cosecha debido a que el árbol cuenta con una menor cantidad de espinas. En otro 

aspecto, se ha observado que la producción de cítricos se ha visto afectada principalmente por 

enfermedades de importancia cuarentenaria como lo son el Huanglongbing (HLB) y el Virus de la 

Tristeza de los Cítricos (CTV) que han acabado con las industrias citrícolas de otros países. Los 

cítricos como limón mexicano y limón Persa son altamente susceptibles a dichas enfermedades 

(Esquivel et al., 2012) que son catalogadas como las enfermedades más devastadoras presentes en 

nuestro país, lo que representa un riesgo latente para la sustentabilidad de la citricultura mexicana 

(SENASICA, 2012). El número de estados citrícolas con síntomas de las enfermedades en cada 

árbol se incrementó en árboles con pobre manejo del vector. Los brotes vegetativos nuevos, 

emergidos de ramas sintomáticas, crecen con apariencia vigorosa y sana, sin embargo, cuando 

alcanzan su madurez los síntomas característicos de las enfermedades son expresados (Robles et 

al., 2013). En México las actividades para el control de enfermedades y plagas de acuerdo con la 

Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-079-FITO-2000, dicta que los cultivos deben ser 

sembrados a partir de plantas de vivero que se encuentren certificadas y libres de enfermedades, 

los árboles sintomáticos así como otras plantas con potencial para ser hospedantes deben ser 

eliminados aplicando previamente insecticida foliar y las poblaciones de psílidos deben ser 

reducidas mediante el control biológico o químico (Monzó et al., 2015). Para la aplicación de 

tecnologías que permitan obtener material vegetal sano, es necesario contar con protocolos 

eficientes de regeneración de material vegetal in vitro que involucra la diferenciación de brotes o 

raíces a partir de células formadas de novo, es decir, de estructuras no preexistentes (Litz y Jarret, 

1991). En el presente trabajo se planteó como hipótesis que el uso de la termoterapia y la 



3 
 

regeneración de meristemos apicales, en el primer caso, la termoterapia con diferentes gradientes 

de temperatura y distintos lapsos de tiempo y, por otra parte, la regeneración de meristemos 

apicales con diferentes concentraciones de fitohormonas y periodos de tiempo en oscuridad, nos 

permitirá obtener vitroplantas libres de CTV y HLB. Teniendo como objetivo evaluar la respuesta 

de ambos experimentos para determinar si el saneamiento ha sido exitoso, es decir, libre de 

síntomas visuales (sintomático) de la bacteria (HLB) o del virus (CTV) por la presencia del ADN 

bacteriano o el ARN del virus (asintomáticos), respectivamente; determinar la metodología más 

eficiente en la producción de brotes y hojas.  
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1. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la efectividad del saneamiento vegetativo de limón Persa (Citrus × latifolia) con 

presencia de HLB y CTV mediante técnicas estandarizadas in vitro como la termoterapia y 

regeneración de meristemos apicales. 

 

1.2. Objetivos particulares 

 

1. Realizar el diagnóstico fitosanitario de árboles de limón Persa que presenten 

sintomatología de HLB y CTV. 

 

2. Estandarizar los métodos de termoterapia y regeneración in vitro de meristemos apicales 

para lograr el saneamiento de vitroplantas de limón Persa.  

 

3. Determinar mediante pruebas moleculares (PCR y RT-PCR) la efectividad del saneamiento 

en vitroplantas de limón Persa por termoterapia y regeneración de meristemos apicales. 

 

4. Realizar comparación entre los tratamientos de termoterapia y de meristemos apicales para 

determinar el método más efectivo en la producción de vitroplantas libres de enfermedades 

(HLB y CTV), supervivencia, número de hojas y brotes.  

 

2. HIPÓTESIS 

 

El uso de la termoterapia y la regeneración de meristemos apicales disminuye la presencia de las 

enfermedades HLB y CTV en vitroplantas de limón Persa y la estandarización del método 

permitirá una mayor supervivencia, número de brotes y hojas. 
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3. REVISÓN DE LITERATURA 

 

3.1 Limón Persa (Citrus × latifolia) 

El limón Persa pertenece a la familia de las Rutaceas, está clasificado dentro del género 

citrus, siendo su nombre científico “Citrus × latifolia” y se conoce comúnmente con el nombre de 

lima Persa, limón Tahití o limón sin semillas. El origen de la lima Tahití es desconocido. Se 

presume que es un híbrido del limón mexicano [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle] y el citrón 

(Citrus medica) y es genéticamente un triploide (Morton, 1987). Es un árbol perennifolio de bajo 

porte y copa abierta, puede alcanzar alturas hasta de 7 metros, regularmente las ramas crecen en 

varias direcciones, lo cual crea la necesidad de realizar podas de formación, produce abundantes 

frutos, crece con una altitud máxima de 2200 msnm y posee pocas espinas en cada una de sus 

yemas laterales (Figura 1). Sus hojas son unifoliadas y tienen un peciolo alado pequeño (Cruz et 

al., 2003), las inflorescencias son blancas de 5 pétalos y sus frutos se caracterizan por ser de gran 

tamaño ligeramente ovalados con un diámetro que oscila entre los 5 y 7 cm con cáscara gruesa y 

un intenso color verde (Agustí, 2003).  

 

Figura 1. Árbol de limón Persa (Citrus × latifolia). Ubicado en la zona citrícola de Cuitláhuac, 

Veracruz. Fotografía tomada por Gael Francisco García Merino (2017). 

 

Su sabor es menos ácido y posee un contenido ligeramente mayor de vitamina C comparado 

con el resto de los cítricos, usualmente sin semillas y raramente con una o algunas semillas, 

especialmente si se planta entre otras especies de citrus. Las flores del limón Persa no tienen polen 
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viable y su cosecha es más sencilla debido a la escasa cantidad de espinas que presenta (Morton, 

1987).  

El cultivo del limón Persa requiere de condiciones específicas de suelo y clima que son 

necesarias para su mejor desarrollo y producción, pero esto no significa que en ausencia de estas 

no podrá cultivarse, sólo se observará una disminución en la productividad (Vegas y Narrea, 2011). 

Las condiciones más importantes que se deben considerar son las siguientes:  

 

 Altitud: La temperatura disminuye con la altitud a razón de un grado por cada 160 metros, 

es indispensable considerar que la altitud óptima para este cultivo es de 200 a 900 msnm. 

 Suelo: A pesar de que existen plantaciones de limón Persa en diversas áreas del país, las 

condiciones del suelo varían. La formación ecológica idónea bosque húmedo tropical, con 

tierras ricas en materia orgánica, de textura franca, estructura permeable y de fácil drenaje. 

También es importante considerar que un suelo con alta concentración de pedregosidad 

alta limita la nutrición, el desarrollo radicular y la mecanización, por último, el limón se 

desarrolla mejor en suelos con pH entre 5.5 y 8.5, siendo el óptimo de 5.5 a 7.0 (Curti et 

al., 2000), por ello, el pH se debe mantener controlado en base a la disponibilidad de varios 

elementos nutritivos como el fósforo, nitrógeno, calcio, potasio, magnesio, azufre y 

molibdeno.  

 Temperatura: La temperatura puede influir directamente haciendo variar el periodo de 

floración hasta la maduración, donde se acorta en zonas de clima cálido y se alarga en 

regiones de climas más frescos o fríos. La temperatura óptima del cultivo es de 22 a 28 °C, 

con una temperatura mínima de 17.6 °C y una máxima de 38.6 °C (Curti et al., 2000).   

 Precipitación: La precipitación de las zonas en donde se encuentren el cultivo juega un 

papel muy importante, para tener un desarrollo adecuando en la plantación sin presentar 

problemas hídricos deben tenerse entre 1200 y 2000 milímetros de agua por año (Vegas y 

Narrea, 2011).  

 Humedad Relativa: La humedad relativa influye en el desarrollo de la planta y en la 

calidad de la fruta, a mayor humedad relativa la planta transpira menos (Curti et al., 2000). 

El efecto de la humedad relativa alta (80-90 %) se hace visible en los frutos, pues tienden 

a tener la piel más delgada y suave, conteniendo mayores cantidades de jugo y de mejor 
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calidad, pero también se tiene como desventaja que se favorece el desarrollo de 

enfermedades fungosas y algunas plagas.  

 Viento: Generalmente el limón Persa fructifica en las puntas de las ramas exteriores, los 

vientos tienen una influencia negativa debido a la caída de la flor o fruto, además de que 

desequilibra la copa, provocando que las ramas se quiebren, dañando su estructura y 

permitiendo la entrada de enfermedades (Curti et al., 2000). 

 

3.2 Importancia del cultivo de limón Persa en México 

En la década de 1990 la producción de limas y limones a nivel mundial era de 5, 843, 100 

toneladas anualmente, siendo a finales de esta misma década donde se registró una tendencia 

ascendiente llegando a producir hasta 8, 521, 900 toneladas, dicha tendencia fue en aumento hasta 

llegar al año 2007 en donde se registró un máximo de producción anual de 12, 520, 000 de 

toneladas y desde entonces aumenta año con año de manera considerable (FAOSTAT, 2015). Por 

su parte México a principios de la década de 1990 ocupaba el cuarto lugar produciendo anualmente 

en promedio 610, 000 toneladas de limón y fue en esta misma década donde la producción aumentó 

de manera notable.  

Actualmente México es el segundo productor a nivel mundial de limas y limones con una 

producción de 2, 187, 257 toneladas. El limón Persa es el segundo cítrico de importancia en el país 

y su producción es de 861, 163.19 toneladas por año en una superficie de 64, 183.67 hectáreas 

(SIAP, 2017). El limón Persa es un frutal de gran importancia económica para el país, cada año 

aumenta su superficie de cultivo y actualmente se desarrolla en un gran número de estados, 

destacando Veracruz con el 30.8 % y Michoacán con 25.4 % de la producción, seguidos por 

Oaxaca con el 12.1 % y Colima con un 11.8 % (SIAP, 2017). Entre la población mexicana existe 

una gran preferencia por el limón mexicano, por lo que la producción del limón Persa se destina a 

la exportación (Curti et al., 2000), siendo los principales compradores países como USA, España, 

Francia y Canadá. Para el mexicano la citricultura representa una de las actividades más 

importantes dentro de la fruticultura de nuestro país, constituye una gran fuente de empleos e 

ingresos para más de 90, 000 familias mexicanas, generándose aproximadamente 320 mil empleos 

(directos e indirectos) siendo entonces una gran actividad agrícola para la economía del país. Los 

empleos generados engloban todos los eslabones de la cadena productiva, que van desde la 

producción de plantas en viveros, producción de huertas comerciales, empaque, industria, 
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transporte y comercialización de la fruta o derivados de la misma (Esquivel, 2012). De acuerdo 

con el informe dado en el 2017 por la Secretaria de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca 

y Alimentación (SAGARPA) el limón destaca entre los principales productos agrícolas que 

México exporta, generando divisas por 465 millones de dólares en 2017 (Figura 2). México en 10 

años triplicó las ganancias obtenidas por la exportación de limón de acuerdo a la SAGARPA en 

2017 y el estado de Veracruz se colocó como el principal productor de limón, con un volumen 

anual que superó las 716, 995 toneladas, generando una tercera parte de la producción a nivel 

nacional (SIAP, 2017).  

 

Figura 2. Evolución anual del comercio exterior (millones de dólares) partiendo del año 2007 

hasta el 2016. Imagen tomada del Atlas Agroalimentario 2017 (SAGARPA). 

 

3.3 Enfermedades y plagas dentro del cultivo de limón Persa 

La producción de cítricos se ve afectada por diferentes problemas relacionados con la 

producción, manejo y comercialización, siendo la producción el aspecto más importante. El limón 

Persa puede ser sembrado en jardines sin necesidad de un programa para el control de plagas, sin 

embargo, cuando se habla de su cultivo a nivel comercial se requieren medidas de control de plagas 

más estrictos. Existen muchas enfermedades que pueden limitar la productividad de una plantación 

de cítricos. La mayoría de ellas son causadas por hongos y bacterias que pueden controlarse con 

aplicaciones de productos químicos y atenciones culturales. Sin embargo, el manejo eficaz de estas 

enfermedades en el vivero hace que su manejo en el campo resulte más fácil al evitarse su 

diseminación (Hilje et al., 1991). No obstante, es probable que los patógenos transmisibles por 

injerto estén presentes en todas las propagaciones de manera convencional. Estos patógenos son 

transmisibles por injerto o por algunos otros medios naturales, comprenden virus, viroides, 
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procarióticos sistémicos, bacterias, fitoplasmas y espiroplasmas. La infección de los árboles madre 

con estos patógenos puede ser asintomática y si no se tienen las medidas fitosanitarias adecuadas 

pueden tornarse destructivos en poco tiempo (Palou, 2017). 

 

3.4 El Huanglongbing (HLB) 

El HLB es la enfermedad más devastadora para los cítricos mundialmente (Halbert y 

Manjunath, 2004; Bové, 2006). En la actualidad no se conoce cura para los árboles infectados 

(Gottwald et al., 2007), los síntomas característicos de la enfermedad se presentan en hojas que 

pueden confundirse con deficiencias nutricionales o incluso con el daño de plagas y otras 

enfermedades. No obstante, se presentan características únicas que los distingue (Bové, 2006; 

Gottwald et al., 2007). Al principio los árboles infectados desarrollan uno o más brotes con hojas 

amarillas (Figura 3), de ahí el nombre de la enfermedad del brote amarillo (Bové, 2006). Si otras 

ramas del árbol permanecen sanas o asintomáticas, los daños se manifiestan sectorizados. No es 

sencillo recabar información experimental precisa de las pérdidas de rendimiento que causa la 

enfermedad HLB, debido a que normalmente los árboles sintomáticos se eliminan tan pronto como 

dan positivo a dicha enfermedad (Magomere et al., 2009), las ramas infectadas producen poco o 

nada de fruta comercial y además se pueden registrar pérdidas en rendimiento del 100 %.  

 

Figura 3. Hojas con síntomas de la enfermedad del HLB. Árbol situado en la zona citrícola de 

Cuitláhuac, Veracruz. Fotografía tomada por Gael Francisco García Merino (2017).  

 

Esta enfermedad es causada por bacterias endógenas Gram Negativas, restringidas al tubo 

del floema, llamadas Liberibacters, que se transmiten de un árbol a otro por insectos vectores como 
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psílidos de los cítricos: Diaphorina citri en Asia y América, y Trioza erytreae en África. El agente 

bacteriano de HLB (Laflèche y Bové, 1970) fue descubierto por microscopía electrónica en el año 

1970 y prácticamente todas las especies de cítricos y cultivares comerciales son sensibles, 

independientemente de los portainjertos (Bové, 2006). 

 A pesar de que HLB está emergiendo recientemente en gran parte de América, es 

probablemente una de las enfermedades más antiguas conocidas de los cítricos. Reseñas sobre 

HLB en Asia y África han sido reportadas por Da Graça y Korsten, (2004) y Halbert y Manjunath, 

(2004). La enfermedad fue detectada por primera vez en Asia (China), a finales del siglo XIX 

(Jagoueix et al., 1994) y posteriormente se reportó en África del Sur a principios del siglo XX 

(Jagoueix et al., 1997), se disemino a través de los años a varios países de ambos continentes y a 

muchas regiones citrícolas importantes. Sin embargo, para el HLB, no se conoce ningún control, 

excepto evitar que los árboles sean infestados por el insecto vector D. citri (Deng et al., 2008). El 

número de sectores con síntomas de la enfermedad en cada árbol se incrementó en árboles con 

pobre manejo del vector. Los brotes vegetativos nuevos, emergidos de ramillas sintomáticas, 

crecen con apariencia vigorosa y sana, pero cuando alcanzan su madurez se observa el moteado 

simétrico característico del HLB. La reducción de rendimiento solo se presenta en ramas afectadas 

por HLB y cuando la cantidad de brotes vegetativos con síntomas en un árbol cubren más del 75 

% de la superficie de la copa, la reducción llega a ser hasta del 50 %. La fruta que se produce en 

ramas afectadas por HLB, tiene un tamaño ligeramente menor que la que se genera en ramas 

asintomáticas. No obstante, después de dos años de observaciones no se han detectado síntomas 

de torcedura de frutos, maduración invertida o aborto de semilla (Robles et al., 2013). 

 

3.4.1 Características del insecto vector Diaphorina citri  

El HLB es transmitido por el psílido asiático de los cítricos Diaphorina citri Kuwayama 

(Hemiptera: Psillidae) y se encuentra distribuido en prácticamente todas las zonas citrícolas de 

México. El psílido invadió México en marzo de 2002 y en un lapso de cuatro años su presencia se 

extendió por completo en las zonas citrícolas más importantes del país (Diaz et al., 2014). El 

insecto al alimentarse de la planta es capaz de provocar defoliación y muerte de ramas, al causar 

daños severos en los brotes en crecimiento, reducción en el tamaño de la fruta y falta de jugo. 

Infestaciones altas de este insecto también originan abundantes secreciones de mielecilla que 

favorece la presencia y desarrollo de fumagina que afecta el vigor de los árboles al interferir la 
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fotosíntesis (Halbert y Manjunath, 2004). El rango de hospedantes de D. citri está restringido a 

cítricos y especies cercanas de la familia Rutaceae y los adultos son saltadores activos. Los huevos 

son de color amarillo brillante y son depositados en los brotes recién emergidos. Las ninfas son 

verdes o anaranjado opaco, se alimentan en hojas y tallos, y es más probable encontrar estas en 

brotes nuevos, por lo que frecuentemente se encuentran incrementos poblacionales durante los 

periodos de crecimiento activo de la planta (Halbert y Manjunath, 2004).  

El ciclo de vida de D. citri consta de huevo, cinco estadios ninfales y adulto; a 24 °C los 

huevos eclosionan entre los 4.1 y 4.3 días, y sus cinco instares pueden tener una duración de 12.6 

a 13.5 días, de acuerdo al hospedero que utilicen (Tsai y Liu, 2000). Las hembras sólo ovipositan 

en ramas tiernas y en la ausencia de éstas cesan la oviposición temporalmente. La mayor 

longevidad de las hembras criadas en su ambiente natural es de 54 días a 25 °C (Tsai y Liu, 2000), 

el ciclo completo puede variar de 18 a 50 días pudiendo existir hasta 10 generaciones al año, el 

adulto puede hibernar por más de seis meses y las hembras pueden poner más de 800 huevos en el 

transcurso de su vida (Halbert y Manjunath, 2004). 

 

3.4.2 Impacto económico y situación en México del HLB 

Estimaciones recientes sobre el impacto de la enfermedad en los cítricos de México, 

anticipan que el HLB puede causar una reducción en el rendimiento del limón que va de 20 hasta 

48 % en los primeros tres años, dependiendo del nivel de intensidad del daño; mientras que en un 

escenario de daño severo por HLB en los cítricos, puede causar la pérdida de 4 millones de jornales 

frente a un impacto bajo, y hasta 19.3 millones para un impacto alto que provocaría un grave 

problema en las regiones productoras (Salcedo et al., 2010). 

La mayoría de los estudios sobre el HLB se han realizado en regiones de clima subtropical 

y en otras especies de cítricos, como es el caso de Brasil (Teixeira et al., 2005), Estados Unidos 

(Halbert y Manjunath, 2004) y China (Jagoueix et al., 1994). La primera detección de HLB en el 

continente americano se realizó en el año 2004, en el Estado de Sao Paulo, Brasil. Posteriormente, 

en septiembre de 2005 se confirmó su detección en Florida, EUA; y en 2007 se informó de su 

presencia en Cuba. Analizando esta situación de riesgo que representaría la enfermedad para la 

citricultura mexicana, así como la presencia del vector en el país desde el año 2002, el HLB se 

relaciona al Candidatus Liberibacter asiaticus, la primera detección se hizo en julio de 2009, en 

Tizimín, Yucatán (Trujillo, 2010). Por ello, la Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo 
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Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA), a través del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad 

y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), iniciaron durante el 2008 una campaña fitosanitaria de 

prioridad nacional operada por los organismos auxiliares de sanidad vegetal en las 23 entidades 

federativas que cuentan con cítricos de importancia comercial, con el objetivo de detectar 

oportunamente la enfermedad y proteger las hectáreas de cítricos existentes en el país.  

La campaña se fundamentó legalmente en la Norma Oficial Mexicana de Emergencia 

NOM-EM-047-FITO-2009, por la que se establecen las acciones fitosanitarias para mitigar el 

riesgo de introducción y dispersión del HLB en el territorio nacional (Salcedo et al., 2010). La 

campaña se fundamenta en conocer las medidas fitosanitarias que deberán aplicarse para el control 

del HLB y su vector, publicado el 16 de agosto del 2010, en el Diario Oficial de la Federación. La 

estrategia en México contra esta enfermedad y su vector, contempla la implementación de una 

serie de actividades fitosanitarias, donde se requirió de la participación de todos los eslabones de 

la cadena citrícola, principalmente de los productores y viveristas, representados por los sistemas 

nacionales de cítricos dulces, limón mexicano y limón Persa, donde colaboraron de manera 

decidida los tres niveles de gobierno, organismos auxiliares de sanidad vegetal e instituciones de 

investigación y enseñanza del país (Salcedo et al., 2010). Dicha estrategia comprendió las 

siguientes acciones fundamentales:  

 Monitoreo (exploración) para detección de síntomas.  

 Muestreo de plantas. 

 Muestreo del insecto vector. 

 Diagnóstico de muestras. 

 Cuarentena de zonas con presencia de HLB. 

 Eliminación de plantas enfermas. 

 Control del vector en cítricos de huertas comerciales y traspatios. 

 Eliminación voluntaria de la limonaria (Murraya paniculata). 

 Control del vector en limonaria. 

 Producción y uso de plantas producidas en viveros certificados. 

 Control de la movilización mediante la certificación fitosanitaria. 

 Capacitación. 

 Divulgación. 

 Promoción de la coordinación y organización.  
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Para la realización de las acciones señaladas, durante el 2008 se destinó un presupuesto de 

37.1 millones de pesos para realizar el monitoreo en 10, 670 huertos de naranja, mandarina, 

toronja, limón Persa y limón mexicano, correspondientes a 50, 157 ha, propiedad de 11, 033 

productores, revisando un total de 5.63 millones de plantas; asimismo, se analizaron 275 muestras 

del vector y 44 muestras de material vegetal, todas con resultados negativos a la enfermedad 

(SAGARPA, 2009). En 2009, con base en el “Protocolo de actuación para la detección del HLB” 

y con un presupuesto de 51.4 millones de pesos, se realizaron actividades de detección,  que 

consistieron en la revisión de 19, 623 huertos de naranja, mandarina, toronja, lima, limón Persa y 

limón mexicano, correspondientes a 70, 517 ha, propiedad de 18, 479 productores, revisándose un 

total de 10, 851, 716 plantas con base en el monitoreo de la periferia de dichas huertas; asimismo, 

se analizaron 3, 814 muestras del insecto vector y 166 muestras de material vegetal, además de la 

impartición de 1, 034 eventos de capacitación a productores, técnicos y público en general, para 

dar a conocer la importancia de la detección oportuna de esta enfermedad. Por otra parte, con 

recursos extraordinarios del SENASICA con un monto de 25.6 millones de pesos, se realizó la 

delimitación y el control de los focos de la enfermedad en los sitios positivos detectados durante 

ese año (SAGARPA, 2010). Durante el 2010 se destinó un presupuesto de 50.2 millones de pesos 

para esta campaña, realizando a la fecha con dicho recurso el monitoreo de 15, 374 huertos de 

limón mexicano, limón Persa, naranja, mandarina, toronja y lima, correspondientes a 62, 047 ha, 

propiedad de 14, 923 productores, revisándose un total de 7, 885, 409 plantas con base a la periferia 

de dichas huertas, asimismo, se han colectado y analizado 12, 370 muestras del insecto vector y 

1,739 muestras de material vegetal, además de la impartición de 541 eventos de capacitación a 

productores, técnicos y público en general, para dar a conocer la importancia de la detección 

oportuna de esta enfermedad. Para la delimitación y el control de los focos detectados, se 

invirtieron durante ese año recursos extraordinarios del SENASICA por un monto de 77.1 millones 

de pesos, además de 18.1 millones de pesos para el fortalecimiento de la capacidad de diagnóstico, 

y 8 millones para la producción y liberación del parasitoide Tamarixia radiata, organismo de 

control biológico contra D. citri (SAGARPA, 2011). 

 

3.5 El Virus de la Tristeza de los Cítricos (CTV) 

El virus de la tristeza de los cítricos (CTV) pertenece al género Closterovirus de la familia 

Closteroviridae, es causante de la “Tristeza de los Cítricos”, así como el agente causal de diversas 
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enfermedades en los cultivos de cítricos y con distribución en la mayoría de los países citrícolas 

(Rocha et al., 1995). El CTV ha sido considerada como la virosis más importante y devastadora 

de la citricultura a escala mundial (Cambra et al., 2000), llegando a causar pérdidas importantes e 

incluso millonarias a los agricultores. La dispersión del CTV a nuevas regiones se produce 

principalmente a través del movimiento de plantas infectadas o la propagación de brotes 

infectados. Se puede propagar por varias especies de áfidos siendo Toxoptera citricida su principal 

insecto vector (Bar-Joseph et al., 1989) y no se ha observado transmisión a través de semillas 

(Weathers y Calavan, 1957). Dicha enfermedad afecta prácticamente a todos los tipos de cítricos, 

pero principalmente a la naranja, toronja, limas y limones (Agrios, 1999). La enfermedad de la 

tristeza produce el colapso y decaimiento de los cítricos mediante desecación y marchitamiento 

repentino de sus hojas (Figura 4), seguidos por la muerte del árbol o muerte descendente de sus 

ramas (Agrios, 1999). Aunque la enfermedad afecta a algunos árboles aun cuando se desarrollen 

sobre sus propias raíces, la tristeza produce daños más severos en árboles que se injertan en los 

patrones de otras especies, como los árboles del naranjo dulce que se desarrollan en los patrones 

del naranjo agrio (Agrios, 1999).  

 

Figura 4. Árbol con síntomas característicos de CTV. Situado en la zona citrícola de Cuitláhuac, 

Veracruz. Fotografía tomada por Gael Francisco García Merino (2017). 

 

Los síntomas de la tristeza varían en los diferentes hospedantes e incluso entre los mismos 

hospedantes en caso de que se desarrollen en diferentes patrones. Los síntomas típicos de esta 

enfermedad se pueden dividir en tres (Pedraza et al., 2016):  
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 Tristeza: Siendo éste el más importante, donde ocurre un decaimiento rápido o lento; el 

decaimiento se caracteriza por una clorosis y defoliación de los árboles, asociado a una 

severa pudrición de raíces y una pérdida de material de reserva a nivel del tejido cortical 

bajo la zona de unión del injerto. 

 Acanaladuras en la madera: Se caracteriza por la presencia de estrías o acanaladuras 

longitudinales a nivel del xilema con proyecciones puntiagudas de la corteza, que calzan 

perfectamente con las cavidades presentes en la madera.  

 Amarillez de plantas: Donde ocurre una clorosis intensa y normalmente se da bajo 

condiciones de invernadero. 

 

3.5.1 Características de los Closterovirus y el vector Toxoptera citricida 

Los Closterovirus son conocidos como un grupo viral que infectan plantas de importancia 

económica y son productores de enfermedades devastadoras como el amarillamiento de la 

remolacha y la tristeza de los cítricos. Son partículas filamentosas, sin membrana de lípidos y un 

largo aproximado de 1250-2200 nm de longitud con 10 a 13 nm de diámetro (Agrios, 1999). 

Pertenecen al grupo 4 de la clasificación de Baltimore, es decir, poseen un ARN de cadena sencilla 

con polaridad positiva. Los miembros de este género están distribuidos mundialmente y su rango 

de hospedantes es amplio, afectando a especies cultivadas, tanto herbáceas como leñosas de interés 

agrícola y ornamental (Agrios, 1999). 

Los áfidos como el pulgón café de los cítricos (T. citricida) que principalmente transmiten 

el virus de la tristeza son insectos diminutos de aproximadamente 1.25 mm de largo, pertenecen 

al grupo de los hemípteros al igual que las chicharras y la mosquita blanca, sus partes bucales 

forman un pico denominado rostrum que está adaptado para perforar y succionar líquidos. Tienen 

gran importancia en la agricultura, pues todas sus especies son herbívoras y suelen transmitir 

enfermedades virales (Barrientos, 2003). Tienen el cuerpo blando y su parte posterior es 

redondeada en forma de pera. Se caracterizan porque en la parte posterior poseen dos estructuras 

tubulares de color oscuro (O'Farrill, 2005). Normalmente, los áfidos no tienen alas, pero las pueden 

desarrollar para migrar a nuevas áreas a causa del hacinamiento o la escasez de alimento. Estos 

insectos se reproducen en grandes números en un tiempo relativamente corto. Pueden completar 

su ciclo de vida en aproximadamente 10 a 14 días, que consta de tres etapas: huevo, ninfa y adulto 

(O'Farrill, 2005).  
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Los áfidos se alimentan de las hojas, los brotes nuevos, las flores, los frutos, las ramas, los 

tallos y las raíces de una gran diversidad de plantas, árboles y arbustos (Agrios, 1999). También, 

estas plagas secretan una sustancia azucarada tipo melaza que promueve el crecimiento de un 

hongo negro conocido como moho de hollín. Este hongo no parasita las plantas, los árboles ni los 

arbustos, pero les desluce su apariencia y disminuye la acción fotosintética del follaje. Las 

hormigas también se alimentan de esta secreción azucarada y tienen una relación simbiótica con 

los áfidos. Esta relación simbiótica consiste en que las hormigas protegen a los áfidos y los 

transportan de una planta a otra a cambio de la secreción azucarada (O'Farrill, 2005). 

 

3.5.2 Impacto económico y situación en México del CTV 

El CTV se dispersa muy fácilmente a través de T. citricida, los insectos vectores 

mayoritarios de CTV son comunes y poco agresivos, pero el virus si no se controla de una manera 

adecuada, podrá llegar a infectar en un futuro próximo al 100 % de los árboles en España, Israel y 

Estados Unidos de América (Florida y California) (Cambra et al., 1999). El insecto ha provocado 

la muerte de más de 116 millones de árboles, establecidos sobre naranjo agrio (Citrus aurantium 

L.), T. citricida tiene la facultad de transmitir específicamente las variantes más severas del virus. 

Las regiones citrícolas de Brasil, Argentina, España, Venezuela, EUA (California, Florida) han 

sido las más afectadas en los últimos años (Patiño et al., 2012). En México, de acuerdo con el 

reporte de SENASICA de junio del 2012, T. citricida se encuentra distribuido en los estados de 

Yucatán, Tabasco, Veracruz, Chiapas, Puebla e Hidalgo y en algunos municipios de Guerrero, 

Oaxaca, Morelos, Querétaro, San Luis Potosí, Jalisco y Nayarit. A partir del 2012 SENASICA a 

través de la Dirección General de Sanidad Vegetal, coordina la campaña contra el virus de la 

tristeza de los cítricos y su vector con el uso del control biológico como acción principal (Patiño 

et al., 2012). 

 

3.6 Medidas Fitosanitarias y control legal 

SENASICA ha enlistado una serie de acciones correspondientes a la normatividad 

aplicable al material citrícola en general, para HLB, la campaña se fundamentó legalmente en la 

Norma Oficial Mexicana NOM-EM-047-FITO-2009 y para CTV se encuentra la Norma Oficial 

Mexicana NOM-079-FITO-2002 (Pedraza et al., 2016), con la que se establecen acciones 

fitosanitarias para mitigar el riesgo de introducción y dispersión de ambas enfermedades de los 
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cítricos en todo el territorio nacional. Al tratarse de plagas con alto potencial de transmisión, se 

recomienda la pronta acción en el momento de su detección en zonas donde las enfermedades están 

presentes. En México, una vez que se detectó y confirmo la presencia de insectos vectores se lleva 

a cabo un programa de Manejo Integrado de Plagas, descrito en la NOM-031-FITO-2000 que 

incluye especificaciones como las siguientes:  

 

 Confinamiento de la plaga en área afectada y regulación de la movilización, mediante la 

operación de puntos de verificación interna de los cordones fitozoosanitarios o los 

interestatales que sean necesarios.  

 Aplicación de control químico con productos autorizados por la Comisión Intersecretarial 

para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Tóxicas 

(CICOPLAFEST). 

 Liberación de insectos u otros organismos benéficos con efectividad biológica comprobada 

en contra de los insectos vectores. 

 Intensificación del muestreo y diagnósticos fitosanitarios. 

 Eliminación de plantas positivas. 

 

México, al igual que la mayoría de los países con una amplia biodiversidad, tiene una 

legislación fitosanitaria conformada por una serie de normas emergentes u oficiales para impedir 

que lleguen al territorio nacional plagas y/o enfermedades que pondrían en riesgo su diversidad 

biológica (González y Macías, 2007). 

 

3.7 Programas de saneamiento y certificación 

En áreas citrícolas con un largo historial de producción, a menudo se seleccionan 

variedades locales con buen comportamiento. Existe la necesidad de obtener plantas sanas a partir 

de estas variedades y cultivares locales (Carrillo et al., 2010). El programa de saneamiento brinda 

el mecanismo para identificar el buen comportamiento de los árboles deseados a partir de fuentes 

locales y es importante el diagnóstico del germoplasma para garantizar que esté libre de patógenos. 

Se deben establecerse normas cuantitativas, no subjetivas, para la selección de fuentes locales, 

someterlas a terapia e incluirlas en el programa de saneamiento, pero esto resulta en ocasiones caro 
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en términos de tiempo y recursos. Si estas fuentes seleccionadas localmente están libres de 

patógenos, pueden ser productivas y útiles.  

Los programas de saneamiento pueden mantenerse por las instituciones gubernamentales 

del país, sin embargo, en muchos casos también pueden mantenerse por las universidades e incluso 

compañías privadas con la debida autoridad delegada por el gobierno. Para el establecimiento de 

un programa de saneamiento deben seguirse varios pasos:  

 Selección de los árboles madres a partir de cultivares locales. 

 Pruebas biológicas o moleculares de los árboles madre seleccionados.  

 Obtención de plantas libres de patógenos por el método de microinjerto de ápices 

caulinares in vitro y/o termoterapia. 

 Pruebas biológicas o moleculares de plantas obtenidas. 

 Evaluación hortícola de plantas sanas.  

 Mantenimiento de plantas sanas bajo condiciones protegidas.  

 

La mayoría de estas pruebas de diagnóstico se hacen con plantas indicadoras en 

condiciones controladas (Roistacher, 1991). El diagnóstico biológico debe suplementarse con 

procedimientos de laboratorio utilizando serología, PCR y métodos de microscopía (Roistacher 

1991). Los patógenos transmisibles por injerto encontrados en árboles locales deben retenerse 

como colección de virus ya que son controles positivos útiles para futuros diagnósticos de 

laboratorio. Los árboles madre seleccionados se someten a métodos de saneamiento, bajo un 

método común, que es el microinjerto de ápices caulinares, pero también se utiliza la termoterapia 

y los métodos de embrionía nucelar in vivo o in vitro (Navarro, 1979). Los métodos de microinjerto 

de ápices caulinares y la termoterapia producen plantas sin caracteres juveniles. La embrionía 

nucelar es eficaz para eliminar patógenos transmisibles por injerto no transmisibles por semilla. 

Sin embargo, las plantas de origen nucelar presentan caracteres juveniles como la espinosidad 

(Navarro, 1986), producción tardía, crecimiento erecto y vigor excesivo. Además, no todas las 

plantas son idénticas a la planta madre. La evaluación hortícola de las plantas obtenidas es 

absolutamente indispensable. Aunque no se han encontrado informes de plantas microinjertadas 

con expresión de características anormales, siempre existe la posibilidad de que ocurra una 

mutación espontánea o que por error humano se ponga una etiqueta equivocada. Además, si la 

evaluación hortícola se realiza de forma tal que se incluyan los registros o historiales de campo, 
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esta información permite a los productores seleccionar los clones más productivos en un período 

de tiempo (Navarro, 1986).  

Un ejemplo adecuado para la propagación de material sano, es el empleado en Florida 

donde los clones obtenidos que se propagan son aproximadamente 20-25 % más productivos que 

los clones propagados hace 30 años, por lo que la disponibilidad de esta información permite a los 

productores seleccionar aquellas líneas que desean plantar. Es importante el mantenimiento del 

germoplasma obtenido, evaluado para la detección de patógenos, para evitar su reinfección por 

patógenos transmisibles por injerto, se exige que las plantas saneadas se mantengan aisladas en un 

espacio aislado o en invernaderos. Las plantas comprendidas en un programa de saneamiento 

necesitan de pruebas biológicas recurrentes para determinar si en el país están presentes patógenos 

transmisibles (Berg, 1989). 

Los programas de certificación garantizan el estatus sanitario y genético del material que 

se va a propagar durante el proceso de propagación comercial a través de los viveros. Los 

programas de cuarentena y de saneamiento brindan la fuente del material libre de patógenos y su 

distribución corre a cargo del programa de certificación, el cual generalmente exige de otra 

evaluación para verificar la ausencia de patógenos transmisibles por injerto en el área, no de 

patógenos exóticos. Mientras que en muchas áreas existen programas de saneamiento, pocas 

cuentan con programas de certificación. Los programas de California, Florida, Sudáfrica, Taiwan 

y Australia cuentan con los reportes más antiguos. Artículos científicos relacionados a la sanidad 

vegetal en cítricos han sido propuestos por Roistacher, (1977), Navarro, (1986), Rocha et al., 

(1995) y Vidal et al., (2012) que han brindado estándares adecuados para un manejo integrado de 

plagas en este cultivo. El punto de partida para una citricultura exitosa radica en plantar árboles 

sanos, especialmente en áreas donde hay insectos vectores de patógenos.  

El programa de certificación puede servir de punto focal para la liberación de nuevas 

variedades y cultivares, para acopiar información hortícola sobre rendimientos y producción. El 

mantenimiento de registros es una parte importante del programa ya que permite la trazabilidad de 

problemas que puedan aparecer posteriormente respecto a la fuente del material o de un vivero 

específico (Batista et al., 2008). El esquema de certificación se estructura de manera que las 

pruebas biológicas y las evaluaciones hortícolas, que suelen consumir mucho tiempo y son 

costosas, se limiten a proteger los árboles primarios de los bloques de fundación. Por lo general, 

existen tres bloques de árboles en un programa de certificación (Vapnek, 2009): 
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 Bloque primario protegido: Están compuestos por plantas libres de patógenos obtenidas 

a través de los programas de saneamiento y de cuarentena. Se verifican que posean la más 

alta calidad hortícola y se someten a pruebas biológicas recurrentes para verificar su 

condición de libres de patógenos. Estas plantas se cultivan en condiciones protegidas. Los 

árboles presentes en este bloque son la fuente primaria de yemas para el establecimiento 

de los bloques de fundación. A los árboles en este bloque debe permitírsele la producción 

de frutos regularmente de modo que si ocurrieran brotes aberrantes puedan detectarse (Lee 

y Rocha 1992).  

 Bloque de fundación: Estos pueden establecerse en el campo, pero si están presentes los 

patógenos con insectos vectores, han de mantenerse en condiciones protegidas. Mantener 

bloques de fundación en el campo puede poner en peligro su uso como fuentes de yemas, 

si apareciera una nueva enfermedad. Los árboles en un bloque de fundación deben 

propagarse a partir de material procedente del bloque primario de fundación, someterse a 

ensayos biológicos regularmente y dejarse fructificar para evaluar su legitimidad hortícola. 

 Bloque de multiplicación: Brindan un aumento catalítico del material, ya sea del bloque 

de fundación o del bloque primario de fundación protegido. Se utilizan para suministrar la 

mayoría del material vegetal utilizado en la propagación de viveros certificados. Se 

establece un límite de tiempo para colectar yemas de los bloques de fundación, con el fin 

de evitar la posible propagación de mutaciones no detectadas. Si los bloques de 

multiplicación se mantienen en el campo, el período de tiempo puede ser tan corto como 

18 meses con pruebas biológicas. No se permite que los árboles fructifiquen y se les 

monitorea para detectar la presencia de insectos vectores de patógenos como CTV. 

 

Por último, las plantas de vivero certificadas suelen propagarse utilizando material de los 

bloques de multiplicación, pero también pueden propagarse utilizando yemas de los árboles del 

bloque de fundación. Por lo general se cultivan en condiciones regulares de campo, siempre y 

cuando no estén en un área donde esté presente HLB. Los árboles pueden inspeccionarse para 

asegurar que cumplen con la calidad hortícola requerida según las regulaciones de certificación.  
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3.8 Cultivo in vitro de tejidos vegetales 

El cultivo de tejidos vegetales o propagación in vitro es el cultivo aséptico tanto 

protoplastos, tejidos, células y órganos vegetales (Villalobos y Thorpe, 1991). La técnica consiste 

en cultivar un inóculo con la capacidad de diferenciarse en un medio de cultivo balanceado con 

nutrientes y hormonas en condiciones asépticas, teniendo como ventaja que los individuos 

descendientes de la planta madre al haber sido multiplicados de manera asexual son clones, es 

decir, copias genéticamente idénticas (Pérez et al., 2010).  Se induce la formación de brotes, se 

multiplican y las plantas o brotes obtenidos deben someterse a un proceso de aclimatación para 

adaptarlas de nuevo a las condiciones in vivo (Castillo, 2008). Las especie o cultivos se seleccionan 

para ser introducidos in vitro según el siguiente criterio: especies que tienen problemas de 

regeneración in vivo, es decir, un bajo porcentaje de germinación, especies difíciles de propagar, 

especies a las que se les quiere aplicar la técnica de la ingeniería genética y especies en las que al 

micropropagarlas adquieren alguna característica que les hace incrementar su valor comercial 

(Bagot, 2005). 

Existen dos tipos de crecimiento in vitro: I) El organizado, que comienza con una parte 

de la planta como son los ápices, hojas, brotes, semillas y esta parte continúa creciendo 

manteniendo sus características estructurales. También, es considerado crecimiento organizado 

cuando se desarrolla una estructura organizada a partir de un tejido desorganizado, esto es 

conocido como organogénesis. II) El crecimiento desorganizado, se caracteriza por que a partir de 

fragmentos de órganos o tejidos se forma un tejido sin estructura que contiene un número limitado 

de células especializadas (callo). Los callos pueden generarse en subcultivos dependiendo de las 

concentraciones hormonales que se le apliquen al medio de cultivo y pueden ser mantenidos 

durante meses o años (Castillo, 2008).  

La micropropagación consiste en la propagación de plantas en un ambiente artificial 

controlado (Berthouly y Etienne, 2005). Con el empleo de medios de cultivos adecuados para la 

planta con la que se trabaje, presenta tres etapas principales: I) Establecimiento del cultivo, donde 

se busca establecer cultivos viables y asépticos, donde los principales procesos a controlar son la 

selección, aislamiento y la esterilización de los explantes. II) El desarrollo y multiplicación de 

vástagos o embriones, donde se busca aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de 

multiplicación sucesivos o subcultivos y III) la etapa de enraizamiento y aclimatación del explante, 

mediante la formación de raíces adventicias utilizando substratos y reguladores de crecimiento 
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cuando se realiza in vitro o para cuando se realiza el enraizamiento ex vitro, la aclimatación se 

realiza de manera simultánea asegurando así una conexión vascular continua entre el vástago y la 

raíz (Olmos et al., 2006). La técnica de micropropagación in vitro de plantas es empleada de 

manera eficiente en cultivos hortícolas ornamentales y de manera reciente su aplicación se ha 

comenzado en especies leñosas. Presenta numerosas ventajas con respecto a los métodos 

convencionales de multiplicación pues se reduce el tiempo, no presenta estacionalidad, hay un 

incremento acelerado del número de plantas por genotipo en superficies reducidas gracias al uso 

de medios de cultivo enriquecidos y reguladores de crecimiento, además existe un mayor control 

sobre la sanidad del material propagado y por ende facilita su transporte (Rojas et al., 2004).  

 

3.9 Reguladores del crecimiento  

Los reguladores del crecimiento vegetal son aquellas sustancias que la planta sintetiza en 

un lugar definido y son translocadas a otro lugar donde actuaran a concentraciones muy bajas 

regulando así el crecimiento, desarrollo o metabolismo vegetal (Jordán y Casaretto, 2006). De 

manera más específica los reguladores del crecimiento abarcan a aquellas sustancias orgánicas 

tanto de origen natural como de origen sintético y son clasificadas en cinco grupos dependiendo 

de su origen y la respuesta fisiológica que provoquen (Cerna et al., 2016). Estas sustancias regulan 

procesos de correlación, esto es que cuando un órgano recibe un estímulo, lo amplifica, traduce y 

generará una respuesta en otro sitio de la planta, los reguladores de crecimiento interactúan entre 

ellos y con otras sustancias por medio de tres mecanismos:  

 Sinergismo: La acción de sustancia determinada se ve favorecida por la presencia de otra.  

 Antagonismo: La presencia de una sustancia inhibe la acción de otra.  

 Balance cuantitativo: La acción de una sustancia determinada dependerá directamente de 

la concentración de otra. 

 

Es por ello que la composición y la concentración de los reguladores del crecimiento en un 

medio de cultivo son factores que determinan el crecimiento y desarrollo de la mayoría de las 

plantas que son cultivadas in vitro (Guidolin, 2003).  
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3.9.1 Citocininas y auxinas 

Las citocininas son sustancias producidas en cualquier tejido vegetal, primordialmente en 

las zonas de crecimiento como en los meristemos, los ápices de las raíces y en tejidos embrionarios 

(Jordán y Casaretto, 2006). Su nombre se refiere al papel que ejercen durante la división celular o 

citocinesis, este podría ser considerado uno de los procesos fisiológicos más importantes dentro 

de los organismos vegetales, debido a que este proceso antecede en importancia a la diferenciación 

celular (Roca y Mroginski 1991). De las citocininas se derivan adeninas que promueven la división 

celular en tejidos no meristemáticos, inhiben el desarrollo de raíces laterales, rompen la latencia 

de yemas axilares, retrasan la senescencia de los órganos vegetales, promueven la organogénesis 

en callos celulares, la expansión celular en cotiledones y provocan un incremento en la cantidad 

de cloroplastos (Taiz, 2006). El movimiento de las citocininas en la planta, consigue llevarse a 

cabo en diferentes direcciones, puede ocurrir con trayectoria hacia el ápice como dirigirse a la base 

de la planta, lo que sugiere que el movimiento de las hormonas transcurre tanto en el xilema, como, 

en el floema. De esta manera puede translocarse a diferentes partes de la planta ejerciendo distintas 

funciones regulatorias (Olmos et al., 2006). La actividad de estas sustancias en las plantas se puede 

ver reflejada en el desarrollo continuo del crecimiento de los brotes y hojas, esto se observa 

principalmente en la extensión de su área foliar, que le permitirá maximizar la eficiencia 

fotosintética de los cultivos. Entre las citocininas más destacadas se encuentran la kinetina (KIN), 

6–bencilaminopurina (BAP) y zeatina (Z). Algunas veces cuando estas se combinan con otros 

reguladores del crecimiento en concentraciones apropiadas en el medio de cultivo, se promueve el 

desarrollo de más órganos (Maceda, 2008). 

Las auxinas pertenecen a un grupo de compuestos que promueven la elongación de las 

células, debido a que tienen en común la capacidad de producir alargamiento y elongamiento de 

la pared celular, se ha encontrado que también pueden promover la división celular en el cultivo 

in vitro de tejidos (Parra, 2002). La auxina principal sintetizada de manera natural por la planta es 

el ácido indolacético (AIA) y las concentraciones más altas son localizadas en las regiones 

meristemáticas en crecimiento activo. Otras auxinas que se encuentran en menores cantidades son 

el ácido fenilacético (PAA) y el Ácido indolbutírico (AIB). El movimiento de estas fitohormonas 

a través de la planta es por translocación basipétala (desde los ápices hasta las raíces) o de manera 

acropétala (de raíces a ápices) por medio de un mecanismo dependiente de energía (Maceda, 2008). 

Las auxinas tienen la cualidad de regular diversos procesos fisiológicos de las plantas, tales como 
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la dominancia apical, suprimiendo el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo del tallo y 

estimulando así el crecimiento apical de toda la planta, también contribuyen a la diferenciación de 

los vasos conductores (xilema y floema), inhiben la caída de hojas y estimulan la formación de 

raíces adventicias y tropismos (Savedra, 2008). 

 

3.10 Termoterapia  

La termoterapia es un tratamiento que debe emplearse como parte de las medidas aplicadas 

en un programa de certificación de material propagativo libre de patógenos. Se recomienda un 

diagnóstico inicial, esto ayudará a comparar la condición fitosanitaria del material antes y después 

del tratamiento (Lelliot y Stead, 1987; Adam et al., 2007). La termoterapia se basa principalmente 

en que los microorganismos parásitos a menudo se matan cuando se someten a temperaturas altas 

(Baker y Smith, 1966), es por ello, que este tratamiento se puede usar para controlar enfermedades 

mediante condiciones semejantes a la pasteurización para erradicar o al menos reducir la cantidad 

de inóculo primario que queda latente en la parte vegetativa de la planta y en semillas durante el 

período de inactivación (Grondeau et al., 1994). La termoterapia con temperaturas altas (mayores 

a 32 °C) es una alternativa poco explorada en laboratorios de cultivos vegetales in vitro. Esto 

podría minimizar o evitar epidemias dentro de las plantaciones citrícolas, por este motivo, para 

plantar o propagar material vegetal libre de patógenos principalmente se usa la terapia de calor 

porque es simple y fácil de emplear. La termoterapia en el saneamiento de material vegetal surgió 

como una técnica complementaria a la técnica de microinjerto de ápices caulinares, ambas 

utilizadas en programas de saneamiento de plantas de interés comercial. Con la combinación de 

las técnicas es posible obtener plantas cítricas libres de virus y de otros patógenos (Navarro, 1986). 

Las plantas que resultan libres de patógenos específicos son candidatas para la multiplicación 

vegetativa. Si las plantas sometidas a pruebas están libres de un patógeno de interés, pero no de 

otro, es necesario realizar un tratamiento de termoterapia adicional o microinjerto de ápices 

caulinares (Navarro, 1979). Los países con citricultura avanzada han basado su éxito en el empleo 

de programas de certificación utilizando la termoterapia para obtener plantas certificadas libres de 

enfermedades a partir de individuos enfermos especialmente las causadas por virus u organismos 

similares. Estas plantas libres de virus se monitorean y se tienen en condiciones controladas para 

su posterior propagación (Grondeau et al., 1994).  
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3.11 Innovación y sustentabilidad del proyecto 

Los principales países citrícolas han tenido éxito debido a la innovación y desarrollo de 

nuevas técnicas dentro de laboratorios generando ciencia básica o en el campo con ayuda de 

personas involucradas dentro de la cadena de productividad. La innovación actualmente está 

definida como toda idea generada a través de conocimiento que genera valor. Por este motivo, es 

esencial aportar nuevos conocimiento e investigaciones que beneficien a los productores y 

personas involucradas en el cultivo de cítricos, debido a que problemas latentes existen en la región 

citrícola de Cuitláhuac, Veracruz. La innovación dentro de la propagación de material libre de 

enfermedades podría minimizar o eliminar algunas epidemias dentro de las plantaciones citrícolas. 

Otra parte fundamental está relacionada con la sustentabilidad, esta acción busca la relación costo-

beneficio, siempre y cuando el impacto medioambiental se disminuya conforme a lo establecido a 

las normas y leyes pertinentes a cada país. El desarrollo sustentable es el resultado de una acción 

concertada para impulsar un modelo de desarrollo compatible con la conservación del medio 

ambiente y con la equidad social (Orozco y Núñez, 2013), así mismo, la sustentabilidad debe 

satisfacer las necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras 

para satisfacer sus propias necesidades (Marcote y Suárez, 2005). La parte esencial del presente 

proyecto, es buscar una alternativa viable para poder obtener vitroplantas libres de enfermedades, 

generando un protocolo que ayude a disminuir costos y tiempo para la micropropagación in vitro 

de limón Persa. La búsqueda del mejor medio de cultivo, el mejor fotoperiodo y el mejor 

tratamiento de temperatura-tiempo en la regeneración de meristemos apicales y en la termoterapia 

son la parte fundamental de esta investigación. El uso de la terapia de calor es simple y fácil de 

emplear, sin embargo, no ha sido aplicada en otros trabajos de la manera en que se aplicó en la 

presente investigación. Los termocicladores son sistemas complejos y completos que brindan 

confiabilidad para el uso de esta técnica utilizando ápices menores a 5 cm, porque brinda 

homogeneidad en el explante y la temperatura-tiempo son específicamente controladas. Cabe 

aclarar que dicho equipo se encuentra en todos los laboratorios donde realizan diagnósticos 

moleculares, por ello es importante que se pueda buscar un uso alternativo de este instrumento 

para obtener más beneficios. Además, no existen reportes en cítricos utilizando una metodología 

similar. La producción y distribución de vitroplantas libres de HLB y CTV es necesaria para 

obtener plantaciones de cítricos con mejores producciones y rendimientos dentro de la zona centro 

del estado de Veracruz.                  3. 3 L 
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CAPITULO I. SANEAMIENTO VEGETATIVO DE VITROPLANTAS DE 

CITRUS × LATIFOLIA INFECTADAS CON HUANGLONGBING 

  

Gael Francisco García Merino1 • Odón Castañeda Castro2 • Josafhat Salinas Ruiz1 •Stephanie 

Hernández González2 • Luis Alberto Solano Rodríguez3 • Francisco Hernández Rosas1*

 

1.1 RESUMEN 

El limón Persa (Citrus × latifolia) es el segundo cítrico de importancia en México y sobresale por 

el tamaño de sus frutos y la carencia de semillas. En nuestro país, el Huanglongbing (HLB) se 

asocia al Candidatus Liberobacter asiaticus que se detectó por primera vez en julio del 2009, en 

Yucatán. Los informes sobre la eliminación del HLB por métodos de laboratorio son escasos, por 

ello se propusieron dos métodos in vitro (regeneración de meristemos apicales y termoterapia) 

para el saneamiento. Se recolectaron hojas de árboles con síntomas de la enfermedad, para la 

detección del HLB se utilizó la metodología descrita por Jagoueix et al. (1996), se tomaron 

segmentos nodales positivos y se regeneraron en medio de cultivo MS. La regeneración de 

meristemos se llevó a cabo en cuatro medios de cultivo suplementados con diferentes 

concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) y ácido indolacético (AIA), para la termoterapia 

se tomaron ápices de 2.5 cm que se incubaron a 40 °C y 45 °C en diferentes tiempos: 2, 4 y 6 h 

dentro de un termociclador. Los resultados demostraron que los meristemos y los explantes 

sometidos a la termoterapia dieron negativo a HLB. Además, los meristemos en medio de cultivo 

suplementado con 1 mg L-1 BAP y 0.5 mg L-1AIA obtuvieron una media de 1.5 hojas producidas 

y 1.19 brotes regenerados, por parte de la termoterapia se demostró que la mejor temperatura fue 

de 40 °C donde se pudo generar mayor sobrevivencia, mayor número de brotes y mayor porcentaje 

de vitroplantas libres de HLB.  

 

Palabras Clave: • Limón Persa • HLB • Candidatus Liberobacter asiaticus • in vitro • Meristemos 

apicales • Termoterapia. 
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1.2 INTRODUCCIÓN 

México es el segundo productor a nivel mundial de limas y limones con una producción de 

2,187,257 toneladas (SIAP 2017). El limón Persa (Citrus × latifolia), presenta características 

importantes entre las limas ácidas, sus frutos son ligeramente ovalados con un diámetro que oscila 

entre los 5 y 7 cm, carece de semillas y la cosecha es más sencilla debido a la menor cantidad de 

espinas que presenta (Morton 1987). Este cítrico es el segundo en importancia en México y su 

producción es de 861,163.19 toneladas cosechadas por año en una superficie de 64,183.67 

hectáreas (SIAP 2017). Sin embargo, la producción se ve limitada por la presencia de 

enfermedades ocasionadas por hongos, bacterias y virus. Un problema que se presenta actualmente 

en la citricultura a nivel mundial es la enfermedad del Huanglongbing (HLB), causada por las 

bacterias: Candidatus Liberibacter asiaticus, Candidatus Liberibacter africanus (Jagoueix et al. 

1994; Jagoueix et al. 1997) y Candidatus Liberibacter americanus (Teixeira et al. 2004), 

reconocidas como bacterias Gram negativas no cultivadas (Benyon et al. 2013) que se localizan 

en los tubos del floema (Garnier et al. 1984). Estas bacterias afectan a diferentes especies de 

cítricos al producir fruta de mala calidad, bajos rendimientos en campo y acorta la vida del árbol 

(Bové 2006). Estudios filogenéticos de la región 16S rRNA indican que Candidatus Liberibacter 

pertenece a las α-proteobacterias y está relacionada con los géneros del subgrupo α-2 

proteobacteria: Bartonela, Bradyrhyzobium, Agrobacterium, Brucella y Alfipia (Jagoueix et al. 

1994). En México, HLB se relaciona al Candidatus Liberibacter asiaticus y la primera detección 

se hizo en julio de 2009, en Tizimín, Yucatán (Trujillo 2010). Este patógeno se transmite y dispersa 

por el insecto Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (Halbert y Manjunath 2004; Hall 

et al. 2013). En febrero del 2015, 23 de los 25 estados que integran la citricultura nacional 

confirmaron la presencia de Candidatus Liberibacter asiaticus principalmente en insectos 

vectores, árboles productores y árboles de traspatio. La mayor severidad de síntomas fisiológicos 

e histológicos causados por el HLB se encuentran en limón mexicano (Citrus aurantifolia Swingle 

Christm) y limón Persa, estos cítricos presentan síntomas en hojas que incluyen puntos cloróticos, 

manchas angulares, engrosamiento de nervaduras, moteado, clorosis difusa hasta el 

amarillamiento generalizado en la lámina foliar y defoliación. A nivel histológico se observa un 

incremento de almidón en el mesófilo de limón Persa y limón mexicano (Chávez et al. 2012). La 

información sobre el impacto destructivo del HLB en México con sustento epidemiológico y 

cuantitativo es escasa; los estudios existentes estimaron el impacto con base en el número de 
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plantas erradicadas y costos por control del vector en cítricos (Brlansky et al. 2009). Se han 

estimado pérdidas en producción mediante métodos multivariados y epidemiologia comparativa a 

tres y cinco años en toda la cadena productiva de limón Persa y limón mexicano con 17.6 % y de 

naranja dulce del 57.6 % (Salcedo et al. 2010). Una alternativa que se utiliza para el manejo 

fitosanitario del cultivo de limón Persa en el país, es la propagación de material vegetal libre de 

enfermedades, con el establecimiento de viveros certificados, lo que asegura en cierta medida la 

productividad de los cultivos agrícolas. Propagar vegetativamente las plantas de manera 

tradicional las vuelve más propensas a acumular patógenos, que se transmiten a nuevos cultivos a 

través de esquejes, injertos y otros propágulos vegetativos con apariencia de estar libres de 

enfermedades. Actualmente el HLB está siendo controlado principalmente a través de la 

producción de plantas sanas, pero las investigaciones sobre la eliminación del HLB en cítricos por 

métodos de laboratorio son escasos. Las técnicas in vitro son muy útiles para la conservación y 

multiplicación de la biodiversidad de las plantas (Engelmann 2011). En practica, el injerto con 

punta de meristemo (Navarro 1979) y el tratamiento térmico combinado con antibióticos (Zhao et 

al. 1981; Luo 1991) han sido los utilizados con éxito en el pasado para terapia in vitro contra HLB. 

Sin embargo, con el injerto de punta de meristemo el éxito de la toma del injerto es proporcional 

al tamaño de la punta meristematica extirpada, mientras que en la erradicación del patógeno la tasa 

es inversamente proporcional al tamaño del explante (Faccioli y Marani 1998), pese a estas 

limitantes, en México el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Querétaro, A.C (CESAVEQ) 

emplea la técnica de microinjertos con punta de meristemo, que fue reportada por (Navarro 1979) 

donde evaluó la eliminación de todas las virosis de los agrios, y de acuerdo a Ding et al. (2008) 

esta técnica es efectiva en 25.3 % para eliminar HLB. Actualmente, las técnicas más eficientes 

para el saneamiento del HLB se basan en eliminar a la bacteria con temperaturas bajas o altas, en 

este caso, Ding et al. (2008) obtuvieron vitroplantas de naranja dulce, limón y pomelo libres de 

HLB mediante la técnica de vitrificación-crioperservación, con la que solo pequeñas áreas de la 

cúpula meristemática sobrevivieron al proceso de criopreservación, lo que aumento la probabilidad 

de regenerar células libres de Candidatus Liberibacter asiaticus. Células con grandes vacuolas y 

alto contenido de agua son más propensas a ser infectadas y aparentemente no pueden sobrevivir 

a la congelación en nitrógeno líquido. Por el contrario, pequeñas células con citoplasma denso 

ubicado en las capas superiores del meristemo tienen menos probabilidades de ser invadidas por 

Candidatus Liberibacter asiaticus y sobrevivir a la congelación en nitrógeno líquido. Pese a lo 



36 
 

obtenido en la técnica, las vitroplantas de limón presentaron el rango más bajo en supervivencia 

con un 69.3 % y en explantes libres de HLB con un 90.9 %. La termoterapia con temperaturas 

altas es una alternativa poco explorada en laboratorios de cultivos vegetales, por ello, en la presente 

investigación se propone el uso de la termoterapia bajo condiciones de regulación de temperatura 

en un termociclador, con la finalidad de controlar la homogeneidad de la temperatura en los 

explantes y tener mayor precisión en los intervalos de tiempo programados para los experimentos. 

Los microorganismos parásitos a menudo se matan cuando se someten a temperaturas altas (Baker 

y Smith 1966), es por ello, que este tratamiento se puede usar para controlar enfermedades 

mediante condiciones semejantes a la pasteurización para erradicar o al menos reducir la cantidad 

de inóculo primario que queda latente en partes de plantas vegetativas y en semillas durante el 

período de inactivación (Grondeau et al. 1994). Esto podría evitar o minimizar las epidemias en 

dentro de las plantaciones citrícolas, por estos motivos, para plantar o propagar material vegetal 

libre de patógenos principalmente se usa la terapia de calor porque es simple y fácil de emplear.  

 

1.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 

En enero del 2017 se recolectaron hojas de árboles con posibles síntomas de la enfermedad HLB 

tales como amarillamiento en hojas, decaimiento, defoliación y desarrollo lento (Figura 5A) en 

huertos ubicados en la zona citrícola de Cuitláhuac, Veracruz, México.  

 

Detección de HLB  

La detección de HLB se realizó mediante la técnica de PCR anidada y siguiendo la metodología 

descrita por Jagoueix et al. (1996) se amplifico y observó una banda de 1160 pb. Se utilizó el 

primer OI2c (5′-GCC TCG CGA CTT CGC AAC CCA T-3′) extraído a partir de la secuencia 16S 

rDNA de Ca. L. asiaticus cepa Poona, India (Jagoueix et al. 1994; Jagoueix et al. 1997) y el 

primer OA1 (5′-GCG CGT ATT TTA TAC GAG CGG CA-3′) extraído a partir de la secuencia 

16S rDNA de Ca. L. africanus cepa Nelspruit, Sudáfrica (Planet et al. 1995). La PCR se realizó 

en 50 µL con la mezcla de reacción siguiente: 5 µM de cada uno de los primers, 200 µM de 

dNTP´S, 78 mM Tris-HCl pH 8.8, 2 mM MgCl2, 17 mM (NH4) 2SO4, 10 mM βmercaptoetanol, 

0.05 % W1 detergente (Gibco BRL®), 200 gm L-1 y 2.5 U de My Taq™ DNA polimerasa 

(Bioline®). La amplificación de ADN se realizó en termociclador programando a 94 °C durante 
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45 s (desnaturalización), 64 °C durante 45 s (alineamiento) y 72 °C durante 120 s (elongación) a 

35 ciclos. Se analizaron las seis muestras en una cámara de electroforesis (BioRad®) en geles de 

agarosa al 0.7 % teñidos con bromuro de etidio, se revelaron los geles en un transiluminador UV 

(UVP PhotoDoc-It™ Imaging System de Analytikjena®). Además, se utilizó como control 

positivo una muestra de HLB proporcionada por el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria 

(CNRF) y como control negativo agua HPLC. 

 

Regeneración de plántulas in vitro de limón Persa 

Segmentos nodales de árboles positivos se regeneraron in vitro con medio de cultivo MS 

(Murashige y Skoog 1962) (Figura 5B) suplementado con 1 mg L-1 de 6-bencilaminopurina (BAP) 

y 0.5 mg L-1 de kinetina (KIN) (Anexo A) y se colocaron en incubación durante ocho semanas en 

fotoperiodo de 16:8 h (luz-oscuridad) a 25 °C 

       

Figura 5. Etapas para la propagación de material vegetativo de limón Persa. A) Hojas con 

sintomatología de HLB en árboles de limón Persa y B) Explante a las ocho semanas de 

regeneración in vitro. 

 

Regeneración in vitro de meristemos apicales 

La regeneración se llevó a cabo tomando la parte aérea de las yemas (incluyendo dos primordios 

foliares) de las vitroplantas positivas para HLB, y se colocaron en el Medio MS (Anexo B) en 

distintas concentraciones de fitohormonas como ácido indolacético (AIA) y BAP (Cuadro 1), 

colocando los explantes en incubación durante 45 días en fotoperiodo de 16:8 h (luz-oscuridad) a 

25 °C. 

 

A B 
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Cuadro 1. Composición de los medios de cultivo utilizados para la regeneración de meristemos 

de limón Persa in vitro 

Tratamiento BAP (mg L-1) AIA (mg L-1) 

MSN 

MSBA1 

MSBA2 

MSBA3 

0 

0.1 

0.5 

1 

0 

0.1 

0.25 

0.5 

 

Termoterapia de ápices 

Vitroplantas de limón Persa provenientes de segmentos nodales positivos a HLB con un tamaño 

de 2.5 cm se les cortaron las hojas e individualmente se colocaron dentro de tubos con capacidad 

para 200 µL que contenían 120 µL de medio MS sin fitohormonas, los explantes se colocaron en 

un termociclador (Axygen® MaxyGene Thermal Cycler II) y posteriormente se realizó la 

termoterapia en distintas temperaturas: Tr1 (40 °C - 2 h), Tr2 (40 °C - 4 h), Tr3 (40 °C - 6 h), Tr4 

(45 °C - 2 h), Tr5 (45 °C - 4 h) y Tr6 (45 °C - 6 h). Los explantes se regeneraron en incubación de 

30 días en un fotoperiodo de 16:8 h (luz-oscuridad) a 25 °C. 

 

Diseño experimental 

En el presente trabajo se utilizaron dos diseños experimentales: 1) Para meristemos se empleó un 

diseño completamente al azar y 2) En la termoterapia se utilizó un diseño de bloques 

completamente al azar. Para las respuestas evaluadas como supervivencia (1 ="si", 0 ="no") y 

saneamiento (1 ="si", 0="no") se utilizó un modelo lineal generalizado mixto con respuesta 

binomial, mientras que, para las variables como número de brotes, número de hojas se utilizó un 

modelo lineal generalizado mixto con respuesta Poisson.  Para el experimento de los meristemos 

se comparó el porcentaje de supervivencia, el número de hojas, el número de brotes y vitroplantas 

libres de HLB con evaluación en cuatro diferentes medios de cultivo; mientras que para el 

experimento de la termoterapia se compararon las mismas variables excepto el número de hojas. 
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Regeneración in vitro de meristemos apicales 

Supervivencia de meristemos y vitroplantas libres de HLB 

El predictor lineal de estos datos es: 𝜂𝑖𝑗 = 𝛼 + 𝜏𝑖 + 𝑚𝑗 donde 𝜂𝑖𝑗 es la función liga en el medio 

de cultivo 𝑖 en el meristemo 𝑗, 𝛼 es el intercepto , 𝜏𝑖 es el efecto del 𝑖-ésimo medio de cultivo, 𝑚𝑗 

es el efecto aleatorio del meristemo 𝑗, asumiendo que cada 𝑚𝑗 tiene media 0 y 𝜎𝑚
2  .  La respuesta  

de estas variables tienen una distribución binomial; es decir, 𝑦𝑖𝑗|𝜎𝑚
2 ~𝑏𝑖𝑛𝑜𝑚𝑖𝑎𝑙(𝑛𝑖𝑗 , 𝜋𝑖𝑗) y 

𝑚𝑗~Ν(0, 𝜎𝑚
2 ) cuya función liga está dada por 𝜂𝑖𝑗 = 𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡 (

𝜋𝑖𝑗

1−𝜋𝑖𝑗
).  

 

Número de hojas y número de brotes 

El predictor lineal utilizado en estas variables respuestas es similar al anterior pero la respuesta de 

estas variables tienen una distribución Poisson; como a continuación se describe, 

𝑦𝑖𝑗|𝑚𝑗~𝑃𝑜𝑖𝑠𝑠𝑜𝑛(𝜆𝑖𝑗) con función liga 𝜂𝑖𝑗 = 𝑙𝑜𝑔(𝜆𝑖𝑗). 

 

Termoterapia de ápices 

Supervivencia de ápices y vitroplantas libres de HLB 

El predictor lineal de estos datos es: 𝜂𝑖𝑗 = 𝛼 + 𝜏𝑖 + 𝑏𝑗, donde 𝜂𝑖𝑗 es la función liga en el medio 

de cultivo 𝑖 en el bloque 𝑗, 𝛼 es el intercepto, 𝜏𝑖 es el efecto de la 𝑖-ésima temperatura 𝑖, 𝑏𝑗 es el 

efecto aleatorio debido al 𝑗-esimo bloque asumiendo que cada  𝑏𝑗  tiene una distribución normal 

con media 0 y varianza constante 𝜎2 (𝑏~Ν(0, 𝜎𝑏
2)). Estas variables tienen una distribución 

binomial; es decir, 𝑦𝑖𝑗|𝑏𝑗~𝑏𝑖𝑛𝑜𝑚𝑖𝑎𝑙(𝑛𝑖𝑗 , 𝜋𝑖𝑗) y cada 𝑏𝑗 con (𝑏𝑗(𝑖)~𝑁(0, 𝜎𝑏
2)) y función liga 𝜂𝑖𝑗 =

𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡 (
𝜋𝑖𝑗

1−𝜋𝑖𝑗
).  

 

Número de brotes 

El predictor lineal utilizado en estas variables respuestas fue similar al anterior; pero la respuesta 

de estas variables tuvieron una distribución Poisson; como a continuación se describe, 

𝑦𝑖𝑗|𝑚(𝜏)𝑗(𝑖)~𝑃𝑜𝑖𝑠𝑠𝑜𝑛(𝜆𝑖𝑗) y cada 𝑚(𝜏)𝑗(𝑖) con (𝑚(𝜏)𝑗(𝑖)~(0, 𝜎𝑚(𝜏)
2 )). 
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Análisis estadístico 

El análisis estadístico de las variables evaluadas se realizó mediante glimmix (PROC GLIMMIX) 

del paquete estadístico SAS (Statistical Analisys System 9.4) y las medias se compararon con la 

prueba de LSD de Fisher con significancia de 0.05. 

 

1.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Diagnóstico del HLB  

El resultado del diagnóstico molecular demostró que cuatro árboles de los seis muestreados 

presentan la enfermedad del HLB (Figura 6) al encontrar productos  de amplificación de 1160 bp 

como lo marcaba Jagoueix et al. (1996), esto además, coincidió con últimos reportes de Garcia et 

al. (2017) donde reporto que en la zona citrícola de Cuitláhuac existe incidencia de esta 

enfermedad, lo que representa un peligro fitosanitario latente para agricultores citrícolas dado a 

que el municipio de Cuitláhuac no cuenta con un vivero certificado para la producción de plantas 

sanas de limón Persa. La norma mexicana NOM PROY-NOM-079-FITO-2000 dicta que los 

cultivos deben ser sembrados a partir de plantas de vivero que se encuentren certificadas y libres 

de enfermedades, los árboles sintomáticos, así como otras plantas con potencial para ser 

hospedantes deben ser eliminados aplicando previamente insecticida foliar y las poblaciones de 

psílidos deben ser controladas mediante el uso de productos biológicos o químicos. 

 

Figura 6. Diagnóstico de la presencia de HLB en árboles de limón Persa de campo, carril 1 MP 

(HypperLeader™ 1 kb), carriles del 2 al 7 se encontraron los seis productos de PCR realizados a 

los árboles con sintomatología de HLB, carril 8 control negativo y el carril 9 el control positivo. 

Gel de agarosa al 0.7 % teñido con bromuro de etidio y tamaño de la amplificación para HLB 1160 

bp. 



41 
 

Regeneración de vitroplantas 

Se pudieron regenerar vitroplantas de un tamaño de 2.5 ± 0.5 cm provenientes de segmentos 

nodales de limón Persa positivos a HLB en Medio MS suplementado con BAP y KIN, teniendo 

un índice menor al 30 % de contaminación el cual correspondió a 20 % hongos y 10 % bacterias.  

 

Regeneración in vitro de meristemos apicales 

Supervivencia de meristemos 

El análisis de varianza para el porcentaje de sobrevivencia de los meristemos (Figura  7A) no se 

observó diferencia estadística significativa entre los diferentes medios de cultivo (P = 0.95). Es 

decir, el porcentaje promedio de meristemos sobrevivientes es similar en cada uno de los medios 

de cultivo empleados, esto coincide con las primeras extracciones de meristemos llevadas a cabo 

por Navarro (1979) en cítricos donde se murieron debido a su diámetro de 0.05-0.06 mm, por ello 

se tuvieron que regenerar meristemos apicales con dos primordios foliares con un tamaño de 0.1-

0.15 mm. 

 

Vitroplantas libres de HLB provenientes de meristemos  

En las vitroplantas libres de HLB provenientes de meristemos apicales (Figura 7B), el análisis de 

varianza no mostro diferencia significativa entre los diferentes medios de cultivo (P = 0.95) Es 

decir, no existe diferencia entre la relación de medios de cultivo con el saneamiento de los 

meristemos, este resultado coincide con resultados obtenidos por Navarro et al. (1975), quienes 

reportaron que usando la técnica de microinjertos con el meristemo apical del cítrico de interés 

como injerto y dejando en incubación los explantes durante dos meses, fue posible establecer un 

vivero de Citrus libre de enfermedades (principalmente viroides). Ahora a través de la 

regeneración de meristemos apicales provenientes de vitroplantas positivas al HLB se comprobó 

mediante PCR anidada que la bacteria estaba ausente en el explante. 

 

Generación de hojas a partir de la regeneración de meristemos 

Se evaluó el porcentaje promedio de hojas producidas por los meristemos en cada uno de los 

medios de cultivo. El análisis de varianza mostro una diferencia significativa entre los medios de 

cultivo sobre el número promedio de hojas producidas (P ≤ 0.05). Esta diferencia se debe a las 

diferentes concentraciones de fitohormonas como BAP y AIA añadidas al medio MS, como se 
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observa en (Figura  7C) los meristemos produjeron una media aproximada  1 ± 0.5 hojas esto 

debido a las diversas concentración de estas fitohormonas. El medio de cultivo con mayor 

producción de hojas por explante fue MSBA3 que contenía 1 mgL-1 y 0.5 mg L-1 de AIA que 

promovieron el crecimiento de 1.5 ± 0.32 hojas. 

 

Generación de brotes provenientes de la regeneración de meristemos 

El análisis de varianza para el porcentaje de sobrevivencia de meristemos (Figura  7D) no presentó 

diferencias significativas entre los diferentes medios de cultivo (P = 0.21), esto indica que la 

concentración de fitohormonas en el medio de cultivo no influyó directamente en la aparición de 

brotes regenerados en los meristemos. Esto puede deberse a que el tiempo de incubación y el 

fotoperiodo utilizado no fue adecuado para la elongación del explante. La producción de brotes 

fue ligeramente mayor en el medio MSBA3 con una media de 1.19 ± 0.28, pero no fue 

significativa la diferencia, probablemente las citoquininas al interactuar con las auxinas ejercieron 

desdiferenciación celular, es por ello que se debe realizar aplicaciones con diferentes 

concentraciones de auxinas/citoquininas para observar el efecto sobre las variables evaluadas y 

así determinar si los resultados son estadísticamente significativos. 
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Figura 7. Supervivencia de meristemos, vitroplantas libre de HLB, hojas y brotes. A) Porcentaje 

de supervivencia de los meristemos introducidos a los diferentes medios de cultivo utilizando la 

técnica de corte transversal, B) Porcentaje de vitroplantas libres de HLB, C) Media del número de 

las hojas en los cuatro diferentes medios de cultivo, D) Media del número de brotes en los cuatro 

diferentes medios de cultivo. Letras distintas en las columnas  indican  diferencias estadísticas ( 

𝑃 ≤ 0.05) entre las variables.

 

Termoterapia de ápices 

Efecto de la termoterapia sobre la supervivencia de ápices  

La supervivencia de las vitroplantas a diferentes temperaturas (40 °C y 45° C), el análisis de 

varianza mostro diferencias significativas sobre el porcentaje de supervivencia de los explantes 

(Figura 8A). Esto se debió probablemente a que el tamaño del explante empleado fue pequeño 

(2.5 cm) y no tolero la temperatura más alta de 45 °C, ocasionando la muerte de los explantes en 

un 94%, ya que el calor deshidrato por completo el explante, mientras que a 40 °C el índice de 

supervivencia oscilo entre el 30 % mostrando la susceptibilidad de los ápices a diferenciales de 

temperatura.  

 

Efectividad de la termoterapia sobre el HLB  

El análisis de varianza mostro que si existen diferencias significativas, en los gradientes de 

temperatura (40 °C y 45° C),  sobre las vitroplantas libres de HLB (Figura 8B). La muerte de los 

explantes a 45 °C impidió el que el diagnóstico final fuera mayor al 5 %, además, como se pudo 

observar a la temperatura de 40 °C el saneamiento fue exitoso, esto nos indica que la bacteria no 

tolera directamente temperaturas mayores a 35 °C como lo plantearon Hoffman et al. (2013). 

 

Efecto de la termoterapia sobre el número de brotes 

El número promedio de brotes por explante fue estadísticamente diferente entre ambos gradientes 

de temperatura (P = 0.001). El promedio del número de brotes fue 2.5 cm a 40 °C (Figura 8C), 

así como el mayor índice de sobrevivencia y mayor porcentaje de vitroplantas libres de HLB que 

ha una temperatura de 45 °C. Esta variable fue importante ya que los mismos brotes generados se 

pueden posteriormente propagar in vitro de manera convencional en medio líquido o semisólido, 
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así como también en biorreactores de inmersión parcial o temporal para así obtener una producción 

mayor de vitroplantas libres de HLB. 

 

 

 

Figura 8. Termoterapia de ápices, vitroplantas libres de HLB y número de brotes. A) Porcentaje 

de supervivencia explantes introducidos a la termoterapia utilizando dos gradientes de temperatura 

(40 °C y 45 °C), B) Porcentaje de vitroplantas libres de HLB, C) Número de brotes producidos por 

explante, regenerados a los 30 días después de la termoterapia. Diferentes letras en las columnas  

indican  diferencias estadísticas (𝑃 ≤ 0.05) entre las variables.

 

Diagnóstico final en la termoterapia 

Mediante un diagnostico final, 30 días después del tratamiento de la termoterapia, se evaluó el 

saneamiento de los explantes de limón Persa regenerados in vitro, empleando la técnica descrita 

por Jagoueix et al. (1996) (Figura 9) Los resultados fueron negativas a HLB, por lo que se puede 

decir que ha temperaturas altas la bacteria que provoca la enfermedad de HLB se inactiva. Estos 

resultados coinciden con los estudios realizados por Lo et al. (1981) y Lo (1983), quienes lograron 

eliminar a Candidatus Liberibacter asiaticus de varetas y plántulas exponiendo los explantes a 

aire caliente de 49 a 50 °C por 50 a 60 min, así mismo sumergir plántulas infectadas en agua 
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caliente, de 47 a 50 °C durante 6 min puede eliminar a Candidatus Liberibacter asiaticus 

(Hoffman et al. 2013), sin embargo estos métodos son recomendados para utilizarse en viveros e 

invernaderos, por ello como alternativa nuestro método puede ser útil para el control de 

Candidatus Liberibacter asiaticus dentro del cultivo in vitro de tejidos vegetales. 

 

 

Figura 9. Diagnóstico final del HLB utilizando vitroplantas regeneradas a los 30 días después de 

la termoterapia, carril 1 MP (HypperLeader™ 1kb), carril 2 control positivo, carril 3 control 

negativo y del carril 4 al 9 se encuentran los seis productos de PCR realizados a los árboles con 

sintomatología de HLB. Gel de agarosa al 0.7 % teñido con bromuro de etidio y tamaño de la 

amplificación para HLB 1160 bp. 

 

1.5 CONCLUSIÓN 

Los resultados demostraron que la regeneración de los meristemos apicales provenientes de 

vitroplantas positivas a HLB se sanearon en un porcentaje del 5 % debido a la muerte de los 

explantes introducidos, sin embargo, todos los meristemos sobrevivientes dieron negativo al HLB, 

probablemente esto se debió a que el meristemo apical es un cúmulo de células en contaste división 

celular y no permitió que la bacteria invadiera esta zona o incluso la ausencia de la bacteria en el 

meristemo se deba a problemas que esta misma tenga para poder transportase dentro de la planta. 

La comparación llevada a cabo entre los cuatro medios de cultivo, señala que el medio MSBA3 

con la mayor concentración de BAP (1 mg L-1) y AIA (0.5 mg L-1) logró obtener diferencia 

significativa referente al número de hojas con una media de 1.5 ± 0.32, produciendo más que los 

demás medios evaluados, sin embargo, referente a la generación de brotes no se obtuvo una 

diferencia significativa en ninguno de los medios empleados. Por parte en la termoterapia se 

demostró que la temperatura idónea para el saneamiento de HLB en vitroplantas de limón Persa 
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es 40 °C, donde se pudo generar mayor sobrevivencia, mayor número de brotes y mayor porcentaje 

de vitroplantas libres de HLB comparado con la temperatura de 45 °C. 
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CAPITULO II. SANEAMIENTO VEGETATIVO DE VITROPLANTAS DE 
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2.1 RESUMEN 

El limón Persa (Citrus × latifolia) se caracteriza por la ausencia de semillas y la dimensión de sus 

frutos, este árbol frutal es el segundo cítrico de importancia para México. Citrus tristeza virus 

(CTV) es el agente causal de la enfermedad de la tristeza en los cítricos, donde los árboles 

infectados muestran decaimiento, defoliación, detención del desarrollo y en muchos casos mueren. 

Se realizó el diagnóstico fitosanitario utilizando hojas de árboles con síntomas de la enfermedad y 

se tomaron segmentos nodales. La regeneración de meristemos estudiados se llevó a cabo en el 

medio de cultivo de MS suplementado y se incubaron a oscuridad total, se evaluó el saneamiento, 

crecimiento de brotes y hojas a los 45 días de establecido el cultivo. Los tratamientos en 

termoterapia se realizaron con ápices de 2.5 cm, se sometieron a temperaturas de 33, 35, 37, 39 y 

41 °C a tres tiempos diferentes de 3, 4 y 5 h. Los meristemos regenerados y ápices tratados 

mediante la termoterapia dieron negativo a CTV, corroborando resultados mediante RT-PCR 

utilizando los cebadores PIN1 y PIN2. Los meristemos regenerados en 15 días en oscuridad y 30 

días de fotoperiodo presentaron mayor número de brotes (1.8) y hojas (3.1). En la termoterapia de 

ápices, el tratamiento con mayor éxito fue a 37 °C durante 4 h, promoviendo la regeneración de 

brotes (4.8) y hojas (5.9) por explante. 

 

Palabras Clave: • Limón Persa • CTV• RT-PCR • meristemos • termoterapia. 

Autor de correspondencia: Odcastaneda@uv.mx 

mailto:Odcastaneda@uv.mx


50 
 

2.2 INTRODUCCIÓN 

El segundo productor mundial de limas y limones es México con una producción de 2,187,257 

toneladas (SIAP, 2017). El limón Persa (Citrus × latifolia), es una especie con frutos que se 

caracterizan por ser de gran tamaño, presentan cáscara gruesa e intenso color verde (Agustí, 2003), 

su sabor es menos ácido y posee un contenido ligeramente mayor de vitamina C comparado con el 

resto de los cítricos, pero su principal característica es que carecen de semillas (Cruz et al., 2003). 

De acuerdo con el informe de parte de la Secretaria de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, 

Pesca y Alimentación (SAGARPA) en 2017, el limón destaca entre los principales productos 

agrícolas que México exporta, generando divisas por 465 millones de dólares en 2017 (SIAP, 

2017). Sin embargo, todos los cítricos son susceptibles a una serie de enfermedades 

(principalmente el CTV), plagas y condiciones adversas que afectan su rendimiento y 

productividad. El CTV es miembro del género Closterovirus de la familia Closteroviridae y es 

causante de la enfermedad llamada tristeza de los cítricos, tiene partículas víricas largas, flexuosas 

y filamentosas con un tamaño de aproximadamente 11 × 2000 nm (Bar-Joseph et al., 1979), los 

arboles infectados muestran decaimiento, defoliación, detención del desarrollo y en muchos casos 

mueren (Moreno et al., 2008). Esta sintomatología es causada por problemas de absorción en el 

sistema radicular como consecuencia de la necrosis de los vasos conductores inducida por el virus 

debajo del punto de unión del injerto al patrón (FAO, 2017). Un vector del CTV es Toxoptera 

citricida, un insecto que se caracteriza por ser el más severo transmisor de este virus (Yokomi et 

al., 1994). Este vector y el material vegetal con el inoculo del CTV han aumentado en los últimos 

años debido a la globalización y falta de medidas cuarentenarias adecuadas (Moreno et al., 2008). 

Por lo tanto, la enfermedad se ha convertido en un problema auspiciado por los agricultores, que 

al momento de introducir otras variedades de cítricos a diferentes áreas no llevan a cabo buenas 

prácticas agrícolas. Las condiciones específicas de los viveros hacen más difícil el control de los 

virus que atacan a los vegetales transmitidos por insectos vectores (Vidal et al., 2012). A menudo 

el CTV puede no expresarse en el hospedante, por lo que puede haber plantas de cítricos 

asintomáticos, lo que representa un riesgo en su propagación. Una vez que el virus está presente, 

su rápida propagación está asegurada por diferentes especies de áfidos, lo que dificulta el control 

del virus, su rápida propagación está asegurada por diferentes especies de áfidos, lo que dificulta 

el control del virus. El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria 

(SENASICA) ha enlistado una serie de acciones emprendidas de acuerdo a la normatividad 
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aplicable en cuanto a material vegetal de cítricos en general. Una de estas es la Norma Oficial 

Mexicana NOM-079-FITO-2002 para conocer los requisitos fitosanitarios para la producción y 

movilización de material vegetativo libre del virus de la tristeza y otros patógenos asociados a 

cítricos. Varios métodos de saneamiento están disponibles con mayor a menor eficiencia en la 

eliminación de virus como citrus exocortis viroid (CEVd), citrus psoriasis virus (CPV), citrus 

cachexia viroid (CCaVd), citrus idaeovirus (CIV) y CTV. Sin embargo, el mejor procedimiento 

debe ser fácil de usar en términos de condiciones ambientales. Para ello, deben considerarse 

factores para obtener el mejor tratamiento para el saneamiento: i) tiempos cortos para la 

regeneración de la planta, ii) mantenimiento de caracteres verdaderos en las plantas producidas y  

iii) ausencia de caracteres de juvenilidad (Navarro et al., 1975). En los últimos años, el desarrollo 

de metodologías innovadoras resulta apremiante en métodos in vitro empleadas para el 

saneamiento del CTV, anteriormente se utilizaban las plantas nucelares, que se obtienen por 

germinación de los embriones nucelares presentes en las semillas de las variedades 

poliembriónicas, en este caso, estas plantas están libres de virus debido a que en los cítricos agrios 

éstos no se transmiten por semilla (McClean, 1957; Navarro, 1979), el inconveniente de la técnica 

reside en que se obtienen caracteres juveniles (por ejemplo, espinas excesivas, hábito vigoroso y 

crecimiento lento de frutos), que pueden persistir durante muchos años y durante muchas 

generaciones (Roistacher, 1977). Estas últimas limitaciones mencionadas, se superaron usando 

brotes tratados térmicamente con aire caliente a 35-42 °C durante 78-107 días con pre-

acondicionamiento de yemas (Roistacher, 1977) y el tiempo de espera era muy largo. Las 

desventajas de las plantas nucelares y el aire caliente, se resolvieron finalmente mediante injerto 

de punta de brote (STG, por sus siglas en inglés) (Navarro et al., 1975). Aproximadamente un mes 

después del injerto, las plantas generalmente se transfieren in vivo. Las plantas producidas son 

verdaderas y no muestran carácter juvenil. La cantidad de injertos exitosos depende de la especie, 

las variedades y el tipo de cepa del virus, aunque la habilidad del operador sigue siendo un punto 

crucial en la tasa de supervivencia y saneamiento del injerto (Navarro, 1979). La termoterapia 

consiste en someter a las plantas o partes de ellas a tratamientos térmicos que destruyan o 

disminuyan la velocidad de replicación de los virus sin matar la planta y la propagación vegetativa 

de yemas o esquejes libres de virus obtenidos tras el tratamiento. Esta técnica se basa en el principio 

de que los microorganismos parásitos a menudo se eliminan a altas temperaturas (Baker y Smith, 

1966), este tratamiento se puede usar para controlar enfermedades mediante la erradicación o al 
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menos disminuir la cantidad de inóculo primario (Grondeau et al., 1994). La termoterapia a 

temperaturas altas es una alternativa que no ha sido ampliamente explorada en laboratorio, por ello, 

en la presente investigación se propone el uso de la termoterapia utilizando como fuente de 

temperatura constante y homogénea el termociclador, así de esta manera, contar con mayor control 

en los explantes y en consecuencia se comprobará la eficiencia del saneamiento en ápices y se 

determinará que el fotoperiodo para los meristemos apicales es  el idóneo para regenerar el mayor 

número de brotes y hojas. 

 

2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 

Se recolectaron hojas de la copa de árboles de limón Persa con aparentes síntomas del CTV como 

decaimiento, defoliación y desarrollo lento en huertos ubicados en la zona citrícola de Cuitláhuac, 

Veracruz, México.  

 

Regeneración y micropropagación de vitroplantas de limón Persa 

Segmentos nodales de un tamaño de 2.5 cm proveniente de árboles positivos a CTV se regeneraron 

in vitro, en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 1 mg L-1 de 6-

bencilaminopurina (BAP) y 0.5 mg L-1 de kinetina (KIN,) mismo que se sirvió en frascos con 

capacidad para 100 mL en los cuales se sirvieron 20 mL del medio y esterilizó en autoclave a 120 

°C durante 15 minutos, se mantuvo en ambiente controlado de 26 ± 1 °C durante 45 días en 

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. 

 

Regeneración in vitro de meristemos apicales 

La regeneración de estos explantes se llevó a cabo tomando la parte aérea de las yemas (incluyendo 

dos primordios foliares) de las vitroplantas positivas para CTV, se colocaron en el medio MS 

suplementado con 1 mg L-1 de BAP y 0.5 mg L-1 de ácido indolacético (AIA), colocando los 

explantes en incubación, en fotoperiodos de 15, 30 y 45 días en oscuridad a 25 °C.  
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Termoterapia de ápices positivos para CTV 

Se utilizaron vitroplantas de limón Persa provenientes de segmentos nodales positivos, con un 

tamaño de 2.5 cm, se cortaron las hojas y de forma individual se fueron colocando dentro de tubos 

con capacidad para 200 µL que contenían 120 µL de medio MS sin fitohormonas, los explantes se 

colocaron en un termociclador (Axygen® MaxyGen Thermal Cycler II) utilizando distintas 

temperaturas y tiempos: Tr1 (33 °C - 3 h), Tr2 (33 °C - 4 h), Tr3 (33 °C - 5 h), Tr4 (35 °C - 3 h), 

Tr5 (35 °C - 4 h), Tr6 (35 °C - 5 h), Tr7 (37 °C - 3 h), Tr8 (37 °C - 4 h), Tr9 (37 °C - 5 h), Tr10 

(39 °C - 3 h), Tr11 (39 °C - 4 h),  Tr12 (39 °C - 5 h), Tr13 (41 °C - 3 h), Tr14 (41 °C - 4 h), y Tr15 

(41 °C - 5 h). Los explantes fueron evaluados a los 10, 20 30 y 40 días de regeneración, incubados 

en un fotoperiodo de 16:8 h (luz:oscuridad) a 25 °C. 

 

Diseño experimental 

Se realizó un diseño completamente al azar. Para la respuesta evaluada como saneamiento (1 ="si", 

0="no") se utilizó un modelo lineal generalizado mixto con respuesta Binomial, mientras que, para 

las variables número de brotes y número de hojas se utilizó un modelo lineal generalizado mixto 

con respuesta Poisson, en ambos experimentos se comparó el porcentaje de saneamiento, el 

número de hojas y el número de brotes. 

 

Predictor lineal del saneamiento de meristemos apicales 

El predictor lineal para los meristemos apicales que permite estimar la media es: 𝜂𝑖𝑗 = 𝛼 + 𝜏𝑖 +

𝑚𝑗2 donde 𝜂𝑖𝑗 es la función liga en el tiempo de oscuridad 𝑖 en el meristemo 𝑗, 𝛼 es el intercepto, 

𝜏𝑖 es el efecto fijo del fotoperiodo 𝑖, 𝑚𝑗 es el efecto aleatorio del meristemo 𝑗, asumiendo que cada 

𝑚𝑗 tiene media 0 y 𝜎𝑚
2 . La respuesta  de estas variables tienen una distribución Binomial; 

𝑦𝑖𝑗|𝜎𝑚
2 ~𝐵𝑖𝑛𝑜𝑚𝑖𝑎𝑙(𝑛𝑖𝑗 , 𝜋𝑖𝑗) y 𝑚𝑗~Ν(0, 𝜎𝑚

2 ) cuya función liga está dada por 𝜂𝑖𝑗 = 𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡 (
𝜋𝑖𝑗

1−𝜋𝑖𝑗
).  

 

Predictor lineal del saneamiento mediante termoterapia 

El predictor lineal de estos datos es: 𝜂𝑖𝑗 = 𝛼 + 𝜏𝑖 + 𝑚𝑗 donde 𝜂𝑖𝑗 es la función liga en el efecto 

del tratamiento 𝑖 en el ápice 𝑗, 𝛼 es el intercepto, 𝜏𝑖 es el efecto fijo del tratamiento 𝑖, 𝑚𝑗 es el 

efecto aleatorio del ápice 𝑗, asumiendo que cada 𝑚𝑗 tiene media 0 y 𝜎𝑚
2 . La respuesta de estas 
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variables tienen una distribución Binomial; 𝑦𝑖𝑗|𝜎𝑚
2 ~𝐵𝑖𝑛𝑜𝑚𝑖𝑎𝑙(𝑛𝑖𝑗 , 𝜋𝑖𝑗) y 𝑚𝑗~Ν(0, 𝜎𝑚

2 ) cuya 

función liga está dada por 𝜂𝑖𝑗 = 𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡 (
𝜋𝑖𝑗

1−𝜋𝑖𝑗
).  

 

Predictor lineal del número de hojas y número de brotes 

El predictor lineal utilizado en estas variables respuestas es similar al anterior pero la respuesta de 

estas variables tiene una distribución Poisson; como a continuación se enlista, 

𝑦𝑖𝑗|𝑚𝑗~𝑃𝑜𝑖𝑠𝑠𝑜𝑛(𝜆𝑖𝑗) con función liga 𝜂𝑖𝑗 = 𝑙𝑜𝑔(𝜆𝑖𝑗). 

 

Detección del CTV mediante RT-PCR 

La extracción del ARN total se realizó siguiendo la metodología TRIsure™. La RT-PCR se realizó 

utilizando los primer; PIN1 (5'-GGT TCA CGC ATA CGT TAA GCC TCA CTT-3') y PIN2 (5'-

TAT CAC TAG ACA ATA ACC GGA TGG GTA-3') dirigida a la región 3' conservada del 

genoma del virus (Olmos et al., 1999). El mix para la RT-PCR contenía: 2 μL de dNTPs (10 Mm), 

2 μL de ambos primers (10 mM), 0.3 μL de Taq ADN polimerasa, 0.02 μL (5 U/μL) de enzima 

transcriptasa reversa, 5 μL de My taq reaction buffer 5× (5 Mm de dNTPs y 15 mM de MgCl), 3 

μL de ARN (100 ng) y agua libre de RNasa hasta 25 μL de volumen. El ADNc fue sintetizado 

usando el ácido nucleico total a 42 °C durante 45 min, seguido de una desnaturalización y la 

inactivación enzimática a 92 °C durante 2 min. El protocolo de amplificación consistió en 40 ciclos 

a 92 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante 60 s, seguido de una amplificación a 10 

min a 72 °C, los productos se analizaron mediante gel de agarosa al 1.5 %, en un transiluminador 

UV (UVP PhotoDoc-It™ Imaging System de Analytikjena®), se utilizó como control positivo una 

muestra de CTV proporcionada por el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF) y como 

control negativo agua HPLC. 

 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó mediante el procedimiento de glimmix (PROC GLIMMIX) del 

paquete estadístico SAS (Statistical Analisys System 9.4) y las medias se compararon con la prueba 

de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0.05. 
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Diagnóstico del CTV y regeneración de vitroplantas 

Todas las muestras vegetales de los árboles presentaron el virus del CTV (Figura 10) al encontrar 

productos de amplificación de 131 bp, lo que presenta que en las parcelas donde se tomaron las 

muestras con sintomatología de CTV, existe una fuente de inoculo y a partir de esta, el virus se 

puede diseminar dependiendo del vector presente en la zona.  

 

Figura 10. Diagnóstico de la presencia de CTV en arboles de limón Persa de campo, carril 1 MP 

(HypperLeader™ 100 bp), carril 2 control positivo, carriles del 3 al 7 los cinco productos de RT-

PCR de las muestras vegetales de árboles con sintomatología de CTV y el carril 8 el control 

negativo.  Gel de agarosa al 1.2 % y tamaño de la amplificación para CTV 131 bp. 

 

Regeneración de meristemos apicales 

Supervivencia y saneamiento de meristemos apicales 

El porcentaje de supervivencia de meristemos (Figura 11A) se observó diferencia estadística 

significativa entre los tiempos de incubación (P = 0.05). Si influyó el tamaño del explante y 

tiempo en oscuridad respecto al porcentaje de meristemos sobrevivientes. Navarro (1979) en 

pruebas con microinjertos, regeneraban patrones de cítricos donde sus muestras se sometieron a 

un fotoperiodo de dos semanas de oscuridad y obtuvieron el mayor índice de supervivencia. Con 

ello, promovieron que el patrón se desarrolló lo suficiente para poder llevar a cabo el microinjerto 

del meristemo apical con un diámetro de 0.06-0.07 mm, pero debido a su tamaño tenían un alto 

índice de mortandad, por esto tuvieron que regenerar meristemos apicales con dos, tres y seis 

primordios foliares con tamaño de 0.1-0.15 mm, para así aumentar el índice de supervivencia. 
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Todos los meristemos supervivientes resultaron negativos a CTV después de los 45 días de estudio. 

Esto también coincide con Navarro et al. (1975), donde reportaron el establecimiento de un vivero 

de citrus libre de enfermedades principalmente provocadas por viroides como psoriasis y exocortis 

mediante la técnica de STG.  

 

Generación de brotes y hojas a partir de la regeneración de meristemos  

El análisis de varianza mostró una diferencia significativa entre los diferentes tiempos de 

fotoperiodo (P = 0.01), esto indica que la concentración de fitohormonas en el medio de cultivo 

y el tiempo en oscuridad influye directamente con la aparición de brotes regenerados (Figura 11B). 

No se optó por una etapa de tejido indiferenciado (callo), a pesar que el número de brotes que se 

generan por esta vía suele ser mayor (Domínguez et al., 2008), ya que este método hace más 

probable que se presenten variaciones genéticas o epigenéticas y se obtengan plantas anormales o 

alteradas. El mejor tratamiento para la regeneración de meristemos se obtuvo en incubación durante 

15 días en oscuridad y 30 días en luz obteniendo el mayor número de brotes (1.81 ± 0.34). La 

iluminación es fundamental para el crecimiento de los meristemos (Navarro, 1979). En cuanto al 

número de hojas a partir de los meristemos, el análisis de varianza mostró diferencias significativas 

entre los fotoperiodos (P = 0.0006). Esta diferencia expresada se debe a las concentraciones de 

fitohormonas (BAP y AIA) y la iluminación posterior a la oscuridad, además el tamaño de las hojas 

aumenta con el incremento en la concentración de sacarosa en el medio de cultivo (Navarro, 1979). 

Como se observa en la Figura 11C, durante 15 días de incubación en oscuridad los meristemos 

produjeron mayor número de hojas (3.8 ± 0.53), ante la ausencia de luz, las hojas se observan más 

separadas entre sí, siempre y cuando tengan las condiciones óptimas de temperatura y pH en el 

medio de cultivo (Burgess, 1985), es recomendable de acuerdo a nuestros resultados que haya una 

fuente de luz posterior a las dos semanas de incubación para que las hojas de los meristemos se 

desarrollen mejor y se promueva el crecimiento de una manera más óptima. 
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Figura 11. Supervivencia de meristemos libres de CTV, hojas y brotes a 15, 30 y 45 días. A) 

Porcentaje de supervivencia de los meristemos apicales utilizando la técnica de corte transversal, 

B) Media del número de brotes, C) Media del número de hojas. Letras distintas sobre las columnas 

indican diferencias estadísticas significativas ( 𝑃 ≤ 0.05) entre las variables. 

 

Diagnóstico final de la regeneración de meristemos  

En la regeneración de los meristemos apicales de limón Persa in vitro, se les realizó un diagnóstico 

final (Figura 12) a los 45 días del proceso de incubación empleando la técnica descrita por Olmos 

et al. (1999), donde en las muestras evaluadas no se observó la presencia de CTV. Esto indica que 

la zona meristemática está libre de virus que desencadena la enfermedad de la tristeza de los 

cítricos. Esta hipótesis en un principio fue planteada por Navarro et al. (1975), quien con la ayuda 

de la fusión entre patrones regenerados in vitro y meristemos apicales, logro sanear varios tipos de 

cítricos de enfermedades en su mayoría transmitidas por virus como CEVd, CPV, CCaVd, CIV y 

CTV. 
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Figura 12. Diagnóstico final de la presencia de CTV en los meristemos apicales regenerados a los 

45 días, carril 1 MP (HypperLeader™ 1kb), carril 2 control positivo, carril 3 control negativo y del 

carril 4 al 9 los seis productos de PCR de muestras de los árboles con sintomatología de CTV.  Gel 

de agarosa al 0.7 % teñido con bromuro de etidio y tamaño de la amplificación para CTV 131 bp. 

 

Termoterapia de ápices positivos a CTV 

Supervivencia y saneamiento de ápices 

El análisis de varianza para la supervivencia de ápices en la termoterapia (Figura 13A) se observó 

una diferencia estadística significativa entre los tratamientos (P = 0.0003). La ventaja que permite 

la termoterapia como mencionan Grondeau et al. (1994) se basa en eliminar o atenuar las 

enfermedades dentro de las estructuras y células vegetales evitando el uso de sustancias químicas, 

sanitizadores y la presencia de sus residuos químicos. En nuestros resultados observamos que el 

tamaño del explante y la exposición a temperaturas iguales o mayores a 39 °C disminuyó 

significativamente el porcentaje de supervivencia. La parte apical cultivada in vitro, es útil para 

obtener clones de cítricos libres de virus (Starrantino, 1992). La eliminación del CTV requiere un 

pre-acondicionamiento durante cierto período de tiempo que haga que gradualmente aumente la 

temperatura (Arif et al., 2005), observaciones como esta han sido hechas por Roistacher y Calavan 

(1974), quienes mencionaron que el CTV no se puede eliminar a temperaturas pre-acondicionadas, 

por ello se requiere de forma gradual de calor para eliminar el virus. La termoterapia se utilizó con 

éxito para la eliminación del CTV corroborando la ausencia mediante la técnica de diagnóstico 

molecular de RT-PCR. El mecanismo de inactivación de virus con terapia de calor aún no ha sido 

explicado (Arif et al., 2005), pero se cree que la exposición de las plantas con presencia del virus 

a altas temperaturas puede eliminar la síntesis tanto de la proteína de la capside como de las 
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proteínas de movimiento mediante la desnaturalización de estas. Esto probablemente restringiría 

el movimiento de célula a célula del virus preexistente como inóculo (Hull, 1989; Mink et al., 

1998). Esta técnica se ha empleado durante años para la eliminación de virus y patógenos similares 

de forma exitosa (Calavan y Roistacher, 1972; Roistacher, 1977; Navarro y Juárez, 1977; Navarro 

et al., 1981; Nauer et al., 1983). Diferentes temperaturas de incubación y periodos de tiempo se 

han usado dependiendo de las especies de plantas con presencia del virus. Además, se ha observado 

que las temperaturas sostenidas de 37 °C o superiores inhiben por completo la multiplicación de 

diversos virus (Kassanis, 1957). Estudios relacionados con el virus del mosaico del tabaco (TMV), 

no se detectaron pruebas de síntesis de ARN viral cuando las plantas inoculadas se mantuvieron a 

temperatura constante 40 °C durante 12 horas (Dawson, 1978). El termociclador convencional para 

la técnica de PCR es un instrumento que brinda confiabilidad para el empleo de esta técnica 

utilizando muestras menores a 3 cm, brinda homogeneidad en todo el explante y tanto temperatura 

como tiempo son específicamente controlados y precisos. Es por ello que la termoterapia con el 

uso de termocicladores resulta una metodología adecuada y factible dado a que se corroboró la 

eliminación de la enfermedad de la tristeza, en los tejidos de las vitroplantas de limón Persa. La 

presencia del virus CTV en árboles madre y en brotes afecta en mayor o en menor grado la 

esperanza de vida útil del árbol y de la plantación en general, reduce el rendimiento, tamaño y 

número de frutos e incluso mata a los árboles, por este motivo la producción y distribución de 

vitroplantas libres de CTV resulta ser una propuesta necesaria e innovadora para sanear material 

vegetal de limón Persa. 

 

Generación de brotes y hojas a partir de la termoterapia 

En el análisis de varianza se observó una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos 

(P = 0.02) sobre el número promedio de brotes. Esto indica que la interacción temperatura-tiempo 

influye directamente en la aparición de brotes regenerados (Figura 13B). Para la regeneración de 

brotes los mejores tratamientos fueron a las 4 h a 33 y 37 °C, con los que se obtuvo una media 

mayor de 4.86 ± 1.23 brotes por explante, así mismo los tratamientos menos efectivos fueron los 

realizados a 41 °C, esto sugiere que dicha temperatura produce cambios en la actividad hormonal 

y disminuye el crecimiento de los brotes (Itai et al., 1973). La importancia de la regeneración de 

brotes radica en que estos mismos brotes saneados se pueden posteriormente micropropagar in 

vitro o en biorreactores para la multiplicación masiva de los mismos. Para el número de hojas 
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producidas, en el análisis de varianza se observó que no existen diferencias significativas P =

0.0985 entre tratamientos que hayan sobrevivido al proceso de la termoterapia (Figura 13C). Se 

obtuvo una media mayor a 5.99 ± 1.48 hojas en el tratamiento ocho (4 h - 37 °C), lo cual indico 

que este tratamiento fue el de mayor producción de brotes y hojas. Sin embargo, la cantidad de 

hojas en los demás tratamientos fue en cierta medida aceptable, debido a que las hojas contienen 

los estomas y que son los encargados de realizar el intercambio gaseoso en la planta, al tener 

estomas activos la planta puede absorber CO2, fijar el carbono y realizar sus funciones para su 

desarrollo (Taiz y Zeiger, 2006). Para ello, se recomienda que una vitroplanta obtenida tenga un 

promedio de hojas entre 4 y 6 hojas debido a que si el número de hojas es mayor la planta invierte 

mucha energía en nutrir a todo su tejido. Por lo que también se recomienda eliminar las hojas más 

grandes y pequeñas, dejando así las medianas para evitar la senescencia y que la energía producida 

se centre específicamente en las hojas aptas para que brinden apoyo para el desarrollo de la planta. 

Estudios realizados en tabaco (Itai et al., 1973; Itai y Ben-Zioni, 1973) se observó una disminución 

de hojas producidas debido a las altas temperaturas. Anteriormente, Itai y Vaadia (1971) 

descubrieron que la temperatura influye directamente en la actividad de la kinetina en hojas tratadas 

térmicamente, esto sugiere que los cambios inducidos por el calor en las hojas están regulados por 

la acción de las citoquininas. La regeneración de hojas in vitro es importante, porque al momento 

de llevar la vitroplanta a ex vitro se favorecerá el proceso de aclimatación, por ello se recomienda 

que la termoterapia in vitro no solo se busque el saneamiento de la planta, sino más bien llevar el 

proceso a un óptimo desarrollo, promoviendo el crecimiento de brotes y hojas para así obtener un 

mayor éxito en la siguiente etapa del proceso de micropropagación.  
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Figura 13. Supervivencia de ápices libres de CTV, hojas y brotes tratados con termoterapia A) 

Porcentaje de supervivencia de los ápices introducidos B) Media del número de brotes, C) Media 

del número de hojas. Letras distintas en las columnas  indican diferencias estadísticas ( 𝑃 ≤ 0.05) 

entre las variables. 

 

2.5 CONCLUSIÓN 

Todos los arboles muestreados presentan la enfermedad del CTV, esto presenta un riesgo 

fitosanitario para la zona citrícola de Cuitláhuac, Veracruz debido a la alta incidencia de la 

enfermedad dentro de sus cultivos. La diferencia de la técnica de los microinjertos y la termoterapia 

para el saneamiento de material vegetal in vitro varía entre la facilidad de emplearse, dado a que 

el índice de éxito es inversamente proporcional al tamaño de los explantes utilizados en los 

microinjertos y en la mayoría de las ocasiones se necesita la combinación con termoterapia para 

aumentar la probabilidad de obtener vitroplantas libres del virus CTV. Los resultados demostraron 

que los meristemos regenerados y explantes tratados mediante la termoterapia dieron negativo a 

CTV. Los meristemos apicales regenerados a oscuridad durante 15 días y 30 días de fotoperiodo 

durante 16 horas luz y 8 h oscuridad a 25 °C, presentaron mayor número de brotes y hojas. En la 
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termoterapia la exposición a temperaturas iguales o mayores a 39 °C disminuyo significativamente 

el porcentaje de supervivencia. La parte apical cultivada in vitro es útil para obtener clones de 

cítricos libres de virus. El tratamiento con mayor éxito fue a 37 °C durante 4 h, promoviendo la 

regeneración de 4.86 ± 1.23  brotes y 5.99 ± 1.48  hojas por explante. No se recomienda utilizar 

temperaturas mayores a 41 °C durante más de 5 h. La termoterapia dentro de un termociclador es 

adecuada y factible para la eliminación del CTV, dentro de vitroplantas de limón Persa. En 

posteriores investigaciones se pretende seguir la cadena de micropropagación para ver el efecto de 

las vitroplantas regeneradas por su estabilidad, vigor y sanidad, así como observar su tolerancia en 

la etapa de invernadero para obtener más información sobre la viabilidad de esta técnica. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES 
 

1. CONCLUSIONES 

 La regeneración de todos los meristemos sobrevivientes a través de la regeneración de 

meristemos apicales y la termoterapia dieron negativo al HLB y CTV siguiendo las 

metodologías para el diagnóstico fitosanitario descritas por Jaguoeix et al. (1996) y Olmos 

et al. (1999). 

 

 La regeneración de meristemos apicales con la presencia de la bacteria HLB, demostró que 

el medio MSBA3 con la mayor concentración de BAP (1 mg L-1) y AIA (0.5 mg L-1) se 

logró obtener diferencia significativa con respecto al número de hojas con una media de 

1.5 ± 0.32, produciendo más hojas que en los otros medios de cultivo evaluados. 

 

 Para termoterapia de ápices con presencia de HLB se obtuvo que la temperatura idónea 

para el saneamiento es de 40 °C, donde se pudo generar un incremento en la sobrevivencia 

de los ápices, con mayor número de brotes y el porcentaje de vitroplantas libres de HLB 

fue mejor comparado con los tratamientos a 45 °C.  

 

 En la regeneración de meristemos apicales para sanear vitroplantas con presencia de CTV 

se logró obtener una diferencia significativa con respecto al número de hojas producidas 

con una media de 3.8 ± 0.53 hojas en un periodo de 15 días a oscuridad, así como un 

número mayor de brotes (1.81 ± 0.34) y meristemos apicales de limón Persa saneados.  

 

 Para la termoterapia de ápices con presencia de CTV, el tratamiento con mayor éxito fue a 

temperatura de 37 °C durante 4 h, promoviendo la regeneración de 4.8 brotes y 5.9 hojas 

por explante. Además, no se recomienda utilizar temperaturas mayores a 41°C durante más 

de 5 h. 

 

 La termoterapia de ápices dentro de un termociclador es adecuada y factible para la 

eliminación del HLB y CTV de dichos tejidos. 
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2. RECOMENDACIONES GENERALES 

El uso de la terapia de calor es simple y fácil de emplear. Los termocicladores son sistemas 

complejos y completos que brindan confiabilidad para el uso de esta técnica utilizando ápices 

menores a 5 cm, porque brinda homogeneidad en el explante y la temperatura-tiempo son 

específicamente controladas. Cabe recalcar que dicho equipo se encuentra en todos los laboratorios 

donde realizan diagnósticos moleculares, por ello es importante que su pueda buscar un uso 

alternativo de este instrumento para obtener más beneficios. La producción y distribución de 

vitroplantas libres de HLB y CTV es necesaria para obtener plantaciones de cítricos con mejores 

producciones y rendimientos dentro de la zona centro del estado de Veracruz. En posteriores 

investigaciones se pretende seguir la cadena de micropropagación para ver el efecto de las 

vitroplantas regeneradas por su estabilidad, vigor y sanidad, así como observar su tolerancia en la 

etapa de invernadero para obtener más información sobre la viabilidad de esta técnica. 
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3. ANEXOS 

 

A1. Concentraciones de ADN de hojas con síntomas de HLB provenientes de campo. 

Muestra Concentración ng/µL 260/230 

1 1559.6 1.68 

2 1828.0 1.14 

3 1235.2 1.26 

4 1691.5 1.35 

5 1736.7 1.55 

6 1901.8 1.48 

 

A2. Concentraciones de ADN provenientes de meristemos apicales regenerados in vitro. 

Muestra Concentración ng/µL 260/230 

1 1257.6 1.41 

2 1148.0 1.52 

3 1105.2 1.56 

4 1001.6 1.35 

 

A3. Concentraciones de ADN provenientes de la termoterapia del HLB.  

Muestra Concentración ng/µL 260/230 

1 1051.1 1.58 

2 1225.4 1.60 

3 1321.2 1.66 

4 1410.6 1.75 

5 1012.1 1.42 

6 1705.4 1.47 

 

A4. Concentraciones de ARN de hojas con síntomas de CTV provenientes. 

Muestra Concentración ng/µL 260/230 

1 421.3 2.05 

2 385.2 2.11 

3 391.4 2.32 

4 496.9 2.01 

5 524.7 2.20 
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A5. Concentraciones de ARN provenientes de meristemos apicales regenerados in vitro. 

Muestra Concentración ng/µL 260/230 

1 229.8 2.18 

2 520.4 2.04 

3 381.3 2.23 

 

A6. Concentraciones de ARN provenientes de la termoterapia de CTV. 

Muestra Concentración ng/µL 260/230 

1 337.1 2.22 

2 288.3 2.25 

3 421.2 2.21 

4 233.3 2.04 

5 393.2 2.30 

6 579 2.55 

7 433.6 2.40 

8 536.7 2.34 

9 278.1 2.13 

10 503.1 2.40 

11 396.7 2.41 

12 339.5 2.40 

13 646.3 2.44 

14 296.8 2.29 

15 401.1 2.49 
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MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS EN LA INVESTIGACIÓN 

 

A6. Medio MS modificado para introducción y multiplicación de material vegetal. 

 

 MS------------100 % 

 Sacarosa----30 g L-1 

 Phytagel®---2.5 g L-1 

 KIN---------0.5 mg L-1 

 BAP---------1 mg L-1 

 Ácido cítrico---150 mg L-1 

 Ácido ascórbico----100 mg L-1 

 Myo-inositol-----------100 mg L-1 

 pH-----------5.7  

 

 

A7. Medio MS modificado para multiplicación de meristemos. 

 

 MS------------100 % 

 Sacarosa----30 g L-1 

 Phytagel®---2.5 g L-1 

 AIA---------0.5 mg L-1 

 BAP---------1 mg L-1 

 Ácido cítrico---150 mg L-1 

 Ácido ascórbico----100 mg L-1 

 Myo-inositol-----------100 mg L-1 

 pH-----------5.7 
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