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VARIACION GENETICA DE POBLACIONES DE Brevipalpus phoenicis (ACARI:
TENUIPALPIDAE), VECTOR DEL Citrus leprosis virus TIPO CITOPLASMICO
Eber Josué Sanchez Veladzquez, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014

Brevipalpus phoenicis es considerado un vector importante del Citrus leprosis virus
C (CiLV-C) agente causal de la leprosis tipo citoplasmico, enfermedad que afecta
citricos de variedades dulces principalmente. En este estudio se obtuvieron
muestras de Brevipalpus phoenicis en huertos de naranja dulce (Citrus sinensis)
de ocho y 12 localidades de Brasil y México, respectivamente. La estructura
poblacional, la variacion genética, asi como el analisis filogenético de las muestras
recolectadas fueron estudiados a partir de secuencias de nucleétidos del gen
citocromo oxidasa subunidad | (COI). Se observo la existencia de dos grupos
morfologicos (“B” y “C”) en muestras de ambos paises, siendo éste el primer
reporte del grupo “C” en el territorio mexicano. La diversidad genética en las
poblaciones de Brasil fue mayor con la presencia de 17 haplotipos mientras que
las poblaciones mexicanas provenientes de Tabasco, Veracruz y Chiapas solo
presentaron cuatro. La mayor variacion (44.92%) se observé entre las localidades
de muestreo de cada pais, seguida por la variacion entre muestras de cada
localidad (29.89%). Aunque el nivel de variacién entre paises fue bajo (25.18%),
este fue significativo, sugiriendo que las poblaciones de ambos paises estan
geograficamente estructuradas.

Palabras clave: morfoespecies, red de haplotipos, AMOVA.



GENETIC VARIATION OF POPULATIONS OF Brevipalpus phoenicis (ACARI:
TENUIPALPIDAE) VECTOR OF Citrus leprosis virus CYTOPLASMIC TYPE
Eber Josué Sanchez Veladzquez, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014

Brevipalpus phoenicis is considered an important vector of Citrus leprosis virus C
(CiLV-C) causal agent of the cytoplasmic-type leprosis, a disease affecting sweet
citrus orchards. Samples of Brevipalpus phoenicis were obtained from sweet
orange (Citrus sinensis) orchards in eight and twelve localities in Brazil and Mexico
respectively. Population genetic structure and genetic variation was assessed in
the samples collected by analyzing nucleotide sequences of cytochrome oxidase
subunit | gene (COI). We found the existence of two morphological groups (“B” and
“C”) in samples of both countries; this represents the first report of group “C” for
Mexico. The genetic diversity among Brazilian populations was higher with
seventeen haplotypes while Mexican populations from Tabasco, Veracruz and
Chiapas only presented four. The biggest variation was observed among localities
of each country (44.92%), followed by variation among sampling sites of each
locality (29.89%). The variation between countries was low (25.18%), however, still
significant suggesting a geographically structured populations between Brazil and

Mexico.

Key words: morphospecies, haplotype network, AMOVA.
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1. INTRODUCCION

Los miembros de la familia Tenuipalpidae son conocidos comunmente como
acaros planos o falsas arafias rojas; en el mundo existen 891 especies distribuidas
en 34 géneros (Mesa et al. 2009). El género Brevipalpus es el grupo mas
numeroso con aproximadamente 300 especies a nivel mundial (Welbourn et al.
2003). Muchas especies del género no son consideradas de interés ya sea
porque sus hospedantes no son plantas econémicamente importantes o porque
sus poblaciones permanecen por debajo de niveles que causen un dafio
econémico (Jeppson et al. 1975). Sin embargo, las especies B. californicus
(Banks), B. obovatus (Donnadieu) y B. phoenicis (Geijskes) son consideradas
como las de mayor importancia debido a su capacidad para transmitir virus

(Bastianel et al. 2006; Childers et al. 2001; Childers y Derrick 2003).

En el caso de los citricos, B. phoenicis ha sido asociado con la transmision del
virus que causa la enfermedad conocida como leprosis de los citricos desde 1960,
mientras que B. californicus y B. obovatus se consideraron los vectores del mismo
virus en Estados Unidos de Norteamérica y Argentina, respectivamente (Bastianel
et al. 2006). Actualmente se sabe que B. phoenicis es el vector mas importante en
la transmision del virus de la leprosis de los citricos y que todos sus estados de
desarrollo (excepto huevo) son capaces de transmitir el virus (Boaretto et al.
1993). La presencia de estas tres especies ha sido reportada tanto en México
como en Brasil (De Leon 1961; Knorr and Denmark 1970; Baker et al. 1975; Baker

and Tuttle 1987; Trindade and Chiavegato 1994; Mesa et al.



2009; Salinas Vargas et al. 2013) y la mayor prevalencia estacional de B.
phoenicis ha sido demostrada en ciertos estados de ambos paises (Oliveira 1986;
Chiaradia y Souza 2001; Czermainski et al. 2007; Méndez Méndez et al. 2012;

Salinas Vargas et al. 2013).

El género Brevipalpus ha sido dividido en nueve grupos basandose en el niumero
de sedas histerosomales, en el nimero de sedas en el segmento distal del palpo y
en el namero de solenidios en el tarso Il (Baker y Tuttle 1987, Welbourn et al.
2003). Las especies B. californicus, B. obovatus y B. phoenicis se han incluido en
tres grupos diferentes; sin embargo, debido a su variacion morfologica
intraespecifica, a la amplia gama de plantas hospedantes, a su distribucién
cosmopolita y al numero de virus especificos de los cuales funcionan como
vectores, se tiene cierto temor a que existan especies cripticas en alguno de estos
grupos (Welbourn et al. 2003). Dos 0 mas especies distintas son definidas como
especies cripticas o hermanas cuando erroneamente fueron clasificadas como una
sola debido a similitudes morfolégicas que hacen dificil su separacién (Pfenninger
y Schwenk 2007; Beheregaray y Caccone 2007). Debido a la similitud morfol6gica
gue presentan B. californicus, B. obovatus y B. phoenicis, es posible que la
identificacidbn en muchos casos se haya realizado erroneamente (Welbourn et al.

2003; Navia et al. 2013).

La identificacibn morfologica de B. phoenicis esta basada en los siguientes
caracteres: cinco sedas histerosomales (por la ausencia de la seta f,) y dos

solenidios (omega) en el tarso Il (Gonzalez 1975). Sin embargo, se ha observado
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gue existe variacién en los patrones de reticulacién lateral del propodosoma y la
region dorsal del histerosoma, asi como en la longitud de las sedas dorsales, lo
cual tentativamente se ha asociado con el hospedante (Manson 1967, Gonzélez
1975). Otros rasgos que recientemente se han observado y que han aportado
informacion taxondmica relevante son la forma de la espermateca, el tipo de seda
en la genua del palpo, detalles de la reticulacién dorsal y ventral asi como la

guetotaxia completa de las patas |-V (Beard et al. 2012).

Por la alta frecuencia con la cual se descubren especies cripticas en la naturaleza
mediante secuencias de DNA que son confirmadas posteriormente con analisis
ecoldgicos y morfoldgicos, es recomendable que se incorporen datos moleculares

a las investigaciones realizadas por taxonomos (Bickford et al. 2006).

El gen citocromo oxidasa subunidad | (COI) se ha empleado ampliamente para la
realizacion de estudios de taxonomia, filogenia e identificacion de especies.
Algunas de las caracteristicas que lo hacen una herramienta ideal para este
trabajo son que el hecho de ser un gen haploide, de herencia uniparental
(materna) y resistente a la degradacion (Rueanghiran et al. 2011). Navajas et al.
(1996) realizaron un estudio de comparacion entre rasgos morfologicos, habitos y
tipo de reproduccion con respecto a las filogenias moleculares en acaros de la
superfamilia  Tetranychoidea empleando el gen COl y encontraron

correspondencia entre las agrupaciones filogenéticas y los caracteres evaluados.



Brevipalpus phoenicis es un &caro con reproduccion asexual del tipo telitoca; es
decir, las hembras no fecundadas producen descendencia conformada por
hembras que son clones genéticos de material haploide con dos cromosomas
homodlogos, aunque también se ha observado la presencia ocasional de machos
(Haramoto 1966; Helle et al. 1980; Groot y Breeuwer 2006). Poblaciones
procedentes de diferentes hospedantes o incluso del mismo presentan un grado
elevado de polimorfismo en su DNA (Rodrigues et al. 2003; Rodrigues et al. 2004);
la variabilidad genética se ha atribuido a la existencia de diferentes genotipos

(haplotipos) sobre un mismo o sobre varios hospedantes.

Debido a la importancia que tiene B. phoenicis en la transmision de Citrus leprosis
virus C (CiLV-C) (Bastianel et al. 2006; Childers y Derrick 2003; Childers et al.
2001), el cual ha causado pérdidas econdémicas importantes en citricos,
principalmente en variedades dulces (Lovisolo 2001), es necesario definir la
identidad de las poblaciones presentes en huertos de naranja dulce (Citrus
sinesis) tanto sanos como infectados con CiLV-C (Rodrigues et al. 2003; Navia et

al. 2013).

Esto es fundamental para México dado a que el virus causante de la leprosis se
encuentra restringido a los estados de Chiapas, Tabasco y Veracruz en la region
sureste del pais (Sanchez Anguiano 2005; SENASICA 2010; Izquierdo et al. 2011)
a diferencia de Brasil donde la leprosis es endémica y se encuentra presente en
todas las regiones productoras de citricos (Bitancourt 1955; Freitas-Astua et al.

2004; Kitajima et al. 2004; Chagas et al. 2006; Pascon et al. 2006; Bastianel et al.
4



2008; Bastianel et al. 2010). Debido a esto, el gobierno mexicano implementa
actividades fitosanitarias de vigilancia epidemiolégica y de control consistente en
la eliminacién de plantas con alta intensidad de dafio, podas y control quimico

particularmente en los estados donde la enfermedad ha sido reportada

La optimizacién de estrategias de vigilancia y de manejo requiere una cabal
comprension de la composicion regional y estacional de las especies vectores del
género Brevipalpus, asi como de estudios especificos de B. phoenicis putativo
principal vector de CiLV-C. Este trabajo se enfocO al analisis de la variacion
interespecifica de B. phoenicis de poblaciones provenientes de los estados de
Chiapas, Tabasco y Veracruz en México y los estados de Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Sao Paulo y Tocantins en Brasil en huertos con la presencia y
ausencia de la enfermedad con el fin de eventualmente estimar los riesgos

epidémicos regionales debido a factores inherentes al vector.



2. OBJETIVOS

General

Establecer el nivel de variacibn genética existente entre poblaciones de
Brevipalpus phoenicis de plantas de naranja dulce (Citrus sinensis) provenientes
de regiones citricolas de Brasil y México en huertos con presencia y ausencia del

Citrus leprosis virus C (CiLV-C).

Particulares

Estudiar la estructura genética de poblaciones de B. phoenicis presentes en
huertos de naranja dulce (Citrus sinensis) infestados con CiLV-C de Chiapas,

Tabasco y Veracruz, asi como de cinco estados endémicos del virus de Brasil.

Determinar la composicion de morfoespecies de Brevipalpus phoenicis a partir de
poblaciones provenientes de plantas de naranja dulce (C. sinensis) de México y

Brasil con fines asociativos a la variacion genética interespecifica.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 El género Brevipalpus Donnadieu

La familia Tenuipalpidae fue descrita por Antonio Berlese en 1913, esta
compuesta por 891 especies incluidas en 34 géneros descritos en todo el mundo.
Son de habitos fit6fagos, se alimentan de los contenidos celulares de las hojas
localizandose principalmente en el envés cerca de las nervaduras, aunque ciertas
especies se llegan a ubicar en la corteza o en los botones florales (Jeppson et al.

1975; Wellbourn et al. 2003; Mesa et al. 2009).

La mayoria de las especies pertenecientes a esta familia no son de importancia
econdémica, debido a que se hospedan en especies vegetales que no tienen gran
valor comercial y a que sus poblaciones no suelen alcanzar niveles econémicos
(Jeppson et al. 1975). A pesar de ser una familia con habitos fit6fagos, solo pocas
especies de ciertos géneros son considerados de importancia econdmica; dichos
géneros son Aegytobia, Phytoptipalpus, Pentamerismus, Pseudoleptus,
Cenopalpus, Brevipalpus, Tenuipalpus, Dolichotetranychus, Raoiella,
Phyllotetranychus, Tegopalpus, Priscapalus, Obdulia, Ultratenuipalpus vy

Larvacarus (Jeppson et al. 1975; Baker y Tuttle 1987).

El género Brevipalpus fue descrito por Marie Louis Adolphe Donnadieu en 1875 y
de él se conocen por lo menos 300 especies distribuidas alrededor del mundo

(Mesa et al. 2009); ademas de ocasionar dafios directos por la alimentacion,



ciertas especies han demostrado tener la capacidad de transmitir particulas virales
a sus plantas hospedantes (Chagas et al. 2003, Childers y Derrick 2003; Kitajima

et al. 2003a y b; Kitajima et al. 2007; Kubo et al. 2011).

Los miembros del género Brevipalpus son acaros de tamafio pequefio (200 — 300
pHm) conocidos comunmente como acaros planos o “false spider mites”; de color
rojizo y de movimientos lentos (Ochoa y Salas 1989; Welbourn et al. 2003).
Presentan palpos de cuatro segmentos; de cinco a seis sedas opistosomales
dorsolaterales, carecen de sedas opistosomales dorsosublaterales; presentan
placas ventral y genital de forma cuadrangular y ovalada, respectivamente. El
cuerpo es oval, estrecho en su parte posterior; en especimenes adultos el patrén
de reticulacién es caracteristico y aunque la forma del cuerpo en machos y
hembras puede diferir, el patron de reticulacion permanece similar (Jeppson et al.
1975). Basandose en el numero de sedas opistosomales, el numero de sedas en
el segmento distal del palpo y el nimero de solenidios (omega) en el tarso Il, se ha
dividido al género en nueve grupos de especies (Baker y Tuttle 1987; Welbourn et

al. 2003).

Las especies de este género se reproducen por partenogénesis telitoca debido a
la presencia de bacterias endosimbiontes del género Cardinium que causan la
feminizacion de los individuos. Los machos ocurren en bajas frecuencias y las
hembras son haploides (n= 2 cromosomas) (Helle et al. 1980; Weeks et al. 2001;

Groot y Breeuwer 2006).



El ciclo de vida comprende huevo y cuatro estados activos (larva, protoninfa,
deutoninfa y adulto); entre cada estado activo existe un estado quiescente
(crisdlida) el cual es sésil pero fisiologicamente activo. Los huevos miden 0.1 mm
de largo y tienen un color rojo brillante, son depositados de forma individual en
lugares protegidos y adheridos a la superficie de la planta. La larva es hexapoda,
de coloraciéon anaranjada y posee dos pares de ocelos en el margen lateral del
cuerpo. Tanto proto como deutoninfa son de un tamafio mayor al de las larvas y
presentan cuatro pares de patas, la coloracién de estos estados de desarrollo es
mas opaca que los anteriores. Las hembras miden aproximadamente 0.30 mm de
largo por 0.16 mm de ancho, son de color naranja con manchas obscuras en el
dorso que pueden variar con la temperatura, la alimentacién y la edad de los
especimenes. Los machos representan el 1% de la poblacion, su cuerpo es mas
pequefio y la parte posterior es mas afilada. El ciclo de vida comprendiendo de
huevo a adulto es de 35.8 dias a temperatura de 30° C, y de 62.0 dias cuando la
temperatura es de 20° C (Chiavegato-Gonzaga 1986; Chiaradia y Souza 2001,

Childers et al. 2001; Childers et al. 2003b; Childers y Rodrigues 2011).

A nivel mundial, veinticuatro especies de Tenuipalpidae han sido observadas en
citricos, diez de las cuales pertenecen al género Brevipalpus: B. amicus Chaudhri,
B. californicus, B. chilensis Baker, B. karachiensis Chaudhri, Akbar y Rassol, B.
lewisi (McGregor), B. mcgregori Baker, B. obovatus, B. phoenicis, B. rugulosus
Chaudhri, Akbar y Rasool y B. tinsukiaensis Sadena y Gupta. Se habia reportado
a B. deleoni (Pritchard y Baker 1949) pero se determin6 que es un sinénimo de B.

phoenicis (Baker y Suigong 1988). Otras especies reportadas son: Tenuipalpus
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citri Smith-Meyer, Tenuipalpus sp., T. mustus Chaudhri, T. orilloi Rimando,
Pentamerismus tauricus Livshitz y Mitrofanov (Ghai y Shenhmar, 1984),
Tenuipalpus caudatus (Duges) y Ultratenuipalpus gonianensis Sadana y Sidhu
(Childers et al. 2001; Vacante 2010). En Brasil unicamente se ha reportado a B.
phoenicis causando dafos directos sobre citricos (Knorr and Denmark 1970)
ademas de ser el responsable en la transmision de CiLV-C (Bastianel et al. 2006;
Childers and Derrick 2003; Childers et al. 2001). Sin embargo, en México B.
phoenicis forma parte de una comunidad de &caros sobre citricos incluyendo
también la presencia de Brevipalpis californicus (Banks) y Brevipalpis obovatus
(Donnadieu) (De Leon 1961; Baker et al. 1975; Baker and Tuttle 1987; Rosas-

Acevedo y Sampedro-Rosas 2000; Mesa et al. 2009; Salinas-Vargas et al. 2013)

El acaro B. phoenicis es una especie fitofaga que se encuentra presente
principalmente en climas tropicales y subtropicales alimentandose de al menos
400 especies vegetales entre las que se incluyen frutales, ornamentales y maleza
(Childers et al. 2003a; Miranda et al. 2007). La prevalencia estacional de B.
phoenicis sobre diferentes especies citricas en diferentes estados ha sido
demostrada tanto en Brasil como en México (Oliveira 1986; Chiaradia y Souza
2001; Czermainski et al. 2007; Méndez Méndez et al. 2012; Salinas Vargas et al.

2013).

Los caracteres morfologicos empleados para la identificacion de B. phoenicis son
cinco sedas opistosomales (por la ausencia de la seda f,) y dos solenidios (omega)

en el tarso Il (Gonzalez, 1975). Sin embargo, se ha observado que existe variacion

10



en los patrones de reticulacion lateral del propodosoma y regién dorsal del
opistosoma, asi como en la longitud de las sedas dorsales, lo cual tentativamente
se ha asociado con el hospedante (Manson 1967; Gonzalez 1975 y Childers et al.
2003a). Recientemente se han incluido otros rasgos observados en la morfologia
interna y externa de especimenes montados, los cuales han aportado informacion
taxondmica relevante, tales como la forma de la espermateca, el tipo de seda en la
genua del palpo, la reticulacion dorsal y ventral, asi como la quetotaxia completa

de las patas | — IV (Ochoa et al. 2011; Beard et al. 2012).

3.1.1 Morfoespecies de Brevipalpus phoenicis

Beard et al. (2012) dividieron a la especie B. phoenicis en siete grupos
morfoldgicos, A, B, C, D, E, F y G. La formacién de estos grupos esta basada en
caracteristicas tales como longitud del idiosoma, longitud de las sedas
propodosomales, longitud de las sedas opistosomales, longitud de las sedas
ventrales y longitud y ancho del idiosoma; ademas de eso se incluye la morfologia

de la espermateca, la reticulacién del opistosoma y la forma de la seda palpal.

En Brasil, Ochoa et al. (2011) y Mineiro et al. (2013 a, b, ¢) han observado la
existencia de dos grupos predominantes a los cuales denominaron como “tipo
naranja” (Grupo B) y “tipo café” (Grupo C), debido a la preferencia de cada uno por
estos hospedantes. La caracterizacion de estas poblaciones fue realizada en
especimenes colectados en plantas del estado de Sdo Paulo (Mineiro et al. 2013a,

b y ¢). En México, Beard et al. (2012) reportaron la presencia de la morfoespecie
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tipo “naranja” sobre diferentes plantas hospederas, siendo las del género Citrus

las de mayor importancia.

3.2 El patosistema leprosis de los citricos

Brevipalpus californicus, B. obovatus y B. phoenicis son consideradas las especies
de mayor importancia en la produccion citricola; se ha demostrado que ademas de
los dafios directos, tienen la capacidad de transmitir particulas virales (Bastianel et
al. 2006; Childers y Derrick 2003; Childers et al. 2001). Una de las particulas
virales transmitidas por estas especies es la de CiLV-C que causa la enfermedad
conocida como leprosis de los citricos. Brevipalpus phoenicis es capaz de adquirir
el virus en todos sus estados moviles y permanecer virulifero por el resto de su

vida aunque no existe la transmision transovarica (Boaretto et al. 1993).

La leprosis de los citricos es una enfermedad que ocasiona pérdidas econémicas
importantes, principalmente en variedades dulces del género Citrus (Lovisolo
2001). Fue descrita por primera vez en Florida, EUA en 1901; sin embargo, la
enfermedad desaparecié6 hacia 1960 y no hubo reportes posteriores. En
Sudameérica, fue reportada en Paraguay en 1920, identificada por Spegazzini
quien la nombro “lepra explosiva”. En 1932 Zeman reportd la enfermedad en
Argentina y en 1933 se le observé en Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil, sobre hojas de
naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck). Después de varios afos la enfermedad
se reportd en nuevos paises incluidos algunos de Centroamérica y Norteamérica.

Actualmente la enfermedad se encuentra reportada en Costa Rica, Panama,
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Guatemala, Bolivia, Colombia y México (Lovisolo 2001; Saavedra et al. 2001;
Gomez et al. 2005; Bastianel et al. 2006; Leon et al. 2006; Palmieri et al. 2007;

Izquierdo et al. 2011).

En un principio se supuso que la leprosis de los citricos era causada por hongos e
incluso por toxinas segregadas por acaros; sin embargo, el andlisis de tejidos
afectados por leprosis en diversos hospedantes bajo microscopia electrénica de
transmision permitio identificar particulas bacilares de 40 nm de ancho y de 100-
120 nm de largo, las que fueron identificadas como posibles miembros de la
familia Rhabdoviridae, tanto por su morfologia como por los sintomas ocasionados
(Kitajima et al. 1972; Colariccio et al. 1995; Rodrigues et al. 2003; Locali-Fabris et

al. 2006).

Existen dos tipos de particulas virales involucradas con los sintomas de la
leprosis; el nuclear “CiLV-N”, que mide de 100 a 110 nm de largo por 40-50 nm de
ancho, y el citoplasmatico “CiLV-C”, que mide de 120 a 130nm de largo por 50 a
55 nm de ancho. Las particulas del CiLV-N tienen forma de barras cortas y se
localizan en el nucleoplasma o citoplasma generalmente conectadas a
membranas tales como la envoltura nuclear, ademas de que puede estar presente
un viroplasma nuclear hialino. En el CiLV-C son particulas bacilares cortas
envueltas en una membrana que se encuentran presentes en el reticulo
endoplasmatico y puede haber viroplasmas vacuolados dentro del citoplasma
(Kitajima et al. 2003a; Rodrigues et al. 2003; Kitajima et al. 2006; Pascon et al.

2006; Marques et al. 2010).
13



Se ha demostrado mediante pruebas moleculares que CiLV-C y CiLV-N son
genotipicamente distintos; es asi que el primero fue propuesto como un nuevo
género llamado Cilevirus, mientras que el segundo se ha propuesto para ser
considerado como un segundo miembro del género no-relacionado

Dichorhabdovirus (Locali-Fabris et al. 2006; Roy et al. 2013).

En Brasil se ha reportado la presencia de CiLV-C en todas las regiones
productoras de citricos del pais, mientras que CiLV-N solo se ha observado en
algunas localidades de clima frio de los estados de Minas Gerais, Rio Grande do
Sul y Sao Paulo (Bitancourt 1955; Freitas-Astua et al. 2004; Chagas et al. 2006;
Kitajima et al. 2004). En el territorio mexicano CiLV-C fue detectado en 2004 en el
estado de Chiapas (Sanchez-Anguiano 2005) y actualmente su dispersién incluye
los estados de Tabasco y Veracruz (SENASICA 2010; lzquierdo et al. 2011). Los
dafios por CiLV-C se caracterizan por la presencia de lesiones clorGticas y
necréticas muy localizadas en ramas, hojas y frutos, sin llegar a ocasionar una

infeccion sistémica en la planta afectada (Lovisolo 2001).

Recientemente se reportaron sintomas similares a la leprosis sobre especies de
citricos dulces y acidos en los estados de Querétaro y Jalisco; sin embargo, las
muestras resultaron negativas a la deteccion de CiLV-C mediante el analisis por
RT-PCR. La existencia de particulas virales en las muestras sugirio la presencia
de leprosis tipo nuclear (CiLV-N), misma que fue confirmada mediante el uso de

técnicas moleculares (Roy et al. 2013; Alanis-Martinez et al. 2013).
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3.3 DNA mitocondrial (citocromo oxidasa | como marcador molecular)

Los marcadores moleculares se han aplicado en diversas cuestiones biolégicas
tales como la genética de poblaciones, la reconstruccion filogenética, pruebas de
paternidad e incluso aplicaciones forenses (Schlétterer 2004). Segun Navajas y
Fenton (2000), los marcadores moleculares mas utilizados en estudios con acaros

son el DNA mitocondrial (mtDNA) y el DNA ribosomal (rDNA).

El mtDNA es un marcador molecular ampliamente usado en el estudio de
biodiversidad en animales, ya que es de tamafio pequefio, abundante en los
tejidos animales, con genes ortélogos, heredado uniparentalmente (via materna)
de manera haploide y carece de recombinacion, lo que lo hace un marcador
filogenético seguro y facil de usar (Gissi et al. 2008; Castellana et al. 2011,

Rueanghiran et al. 2011).

Las mutaciones en el mtDNA se dan por tres procesos basicamente: substitucion
de bases, variacion de la longitud y reordenamiento de la secuencia. En
artrépodos los marcadores moleculares basados en DNA se han empleado para
estimar la diversidad génica y el flujo de genes entre especies, identificar
haplotipos y linajes, asi como para explicar la historia migratoria e invasiva de las

especies (Behura 2006; Dowling et al. 2012).
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El mtDNA contiene 37 genes, de los cuales 13 producen las enzimas encargadas
de la fosforilaciébn oxidativa, dos codifican el RNA ribosémico y 22 el RNA de
transferencia (Cruickshank 2002; Othman 2012). Entre los genes mitocondriales
gue codifican para proteinas, el gen citocromo oxidasa subunidad | (COIl) se ha
reportado como el gen mas conservado, lo que le da una ventaja distintiva para los

estudios taxondémicos (Kumar et al. 2007).

Navajas et al. (1996a) realizaron un estudio en 20 especies de la superfamilia
Tetranychoidea (19 Tetranychidae y un Tenuipalpidae) y demostraron que, al igual
gue en los insectos, las secuencias obtenidas eran ricas en A+T (75%)
especialmente en la tercera posicion de los codones (94%). En ese mismo afio se
realiz6 un estudio que comparé rasgos morfolégicos, hébitos y tipo de
reproduccion respecto a las filogenias moleculares en acaros de Tetranychoidea
usando el gen COI; los resultados mostraron correspondencia entre las

agrupaciones filogenéticas y los caracteres evaluados (Navajas et al. 1996b).

Alrededor del mundo la diversidad genética, la relacion filogenética y la estructura
poblacional en acaros han sido estudiadas empleando fragmentos parciales del
gen COIl. Toda et al. (2000) y Yuan et al. (2010) trabajaron con poblaciones del
género Panonychus en Japon y China, respectivamente. Navajas et al. (1996,
2001) han realizado estudios moleculares con acaros de las familia Tetranychidae
y Tenuipalpidae. Sin embargo, Rodrigues et al. (2004) fueron los primeros en

realizar un estudio molecular con la especie B. phoenicis.
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Hacer la reconstruccién histérica de un grupo de organismos es el objetivo
primordial de los estudios filogenéticos. Existen dos enfoques desde los cuales se
puede realizar dicha reconstruccion: el morfolégico y el molecular; combinar
ambos enfoques en el estudio de los organismos permitira maximizar la utilidad y
el contenido de la informacién obtenida (Hillis 1987). La similitud morfoldgica entre
especies del género Brevipalpus y el ser posible que existan especies cripticas
dentro del género ha obligado a los investigadores a realizar estudios que

combinen aspectos morfologicos y moleculares en la descripcion del mismo.

Navia et al. (2013) describieron la diversidad criptica presente en el género
empleando caracteres morfoldgicos y secuencias de mtDNA (COIl) obtenidas de
estudios realizados a lo largo de los aflos y de muestras tomadas en diferentes
hospedantes y paises. Como resultado de este estudio descubrieron la existencia
de una nueva especie de Brevipalpus y observaron que uno de los grupos
morfologicos descritos en la especie B. phoenicis (tipo café) estd mas proximo a la

especie B. obovatus sobre la cual se hizo la descripcion original del género.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Recoleccién de acaros

4.1.1 Muestras de Brasil

Durante los meses de septiembre, octubre y noviembre de 2012 se recibieron

muestras de tejido vegetal (ramas, hojas y frutos), asi como acaros conservados

en alcohol absoluto de cinco estados de Brasil (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion espacial de sitios donde se tomaron muestras de

Brevipalpus phoenicis en Brasil.
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Estas muestras fueron procesadas en el Centro de Citricultura Sylvio Moreira
ubicado en Cordeir6polis, Sdo Paulo. Bajo observacion directa al microscopio
estereoscopico, se extrajeron los adultos de las muestras de tejido vegetal con un
pincel fino y se colocaron en grupos de diez individuos en tubos Eppendorf
estériles los cuales eran almacenados a -20° C. En los sitios en donde se
encontraron pocos ejemplares se establecieron crias (isolineas) en frutos de
naranja siguiendo el método de Chiavegato-Gonzaga (1986) con algunas

modificaciones.

Los acaros recibidos en alcohol fueron separados y colocados en tubos Eppendorf
estériles en grupos de diez individuos y liofilizados durante media hora para la
eliminacién completa del alcohol. Todo el material obtenido fue conservado a -20°

C hasta su uso.

4.1.2 Muestras de México

En México se realizaron muestreos en los estados de Tabasco (febrero), Veracruz
(marzo) y Chiapas (abril y mayo) de 2013 (Figura 2); adicionalmente, en el mes de

julio se recibieron muestras de los estados de Veracruz y Chiapas.

Las muestras tomadas en Tabasco y Veracruz fueron procesadas por lavado-
tamizado y revisadas al microscopio estereoscopico en las instalaciones del

laboratorio de Acarologia del Colegio de Postgraduados, campus Montecillos. Las
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muestras de tejido vegetal que se recolectaron en el estado de Chiapas fueron
procesadas bajo observacion directa con un microscopio estereoscopico para la
extraccion de los acaros adultos. De igual forma que en Brasil, en los sitios en
donde la presencia de &caros fue baja se establecieron crias en frutos de naranja

para aumentar el nUmero de ejemplares.

95°20'0"W 94°40'0"W 94°0'0"W 93°20'0"W 92°40'0"W 92°0'0"W

18°00"N
18°00"N

17°20'0"N

17°20'0"N

16°40'0"N
16°40'0"N

Figura 2. Ubicacion espacial de sitios donde se tomaron muestras de

Brevipalpus phoenicis en México.
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Todos los acaros obtenidos fueron depositados en grupos de diez individuos en
tubos Eppendorf estériles que contenian alcohol absoluto; posteriormente se
liofilizaron por un periodo de 30 minutos para la eliminacion completa del alcohol y

se conservaron a una temperatura de -20° C hasta su uso.

4.2 ldentificacion y caracterizacion morfolégica de poblaciones de

Brevipalpus phoenicis

Para la identificacion y caracterizacion morfolégica soélo fueron consideradas las
hembras adultas. Se tomaron 30 individuos por localidad de muestreo, los cuales
se montaron entre porta y cubre objetos con liquido de Hoyer (Krantz y Walter,
2009). Una vez realizadas las preparaciones se mantuvieron a una temperatura de
40°C durante 15 dias. Posteriormente se limpiaron y se sellaron con esmalte
(Brasil) y con pintura anticorrosiva automotriz (Comex®) (México). La identificacion
y la caracterizacion de las especies se hicieron con un microscopio 6ptico a campo
claro, en contraste de fases y con microscopia de contraste diferencial de
interferencia con los objetivos 16X, 40X y 100X. La identificacion de las especies
se hizo mediante el uso de claves taxonOmicas para el género y las especies de
Brevipalpus (De Leon 1961; Baker et al. 1975; Baker y Tuttle 1987; Welbourn et al.
2003, Mesa et al. 2009). La descripcion de grupos morfolégicos (morfoespecies)

se hizo de acuerdo con Beard et al. (2012).
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4.3 Extraccion de DNA y amplificacion

El DNA genomico fue extraido de especimenes adultos de B. phoenicis
depositados en tubos Eppendorf en grupos de 10 individuos por tubo. Para la
extraccion se empled el Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Germantown, MD,

USA) con adaptaciones para la extraccion del DNA total en artrépodos pequefios.

El DNA extraido fue amplificado mediante PCR utilizando oligonucleétidos de la
region citocromo oxidasa | (CO-I) del DNA mitocondrial DNF- & TGA TTT TTT
GGT CAC CCA GAA G 3 y DNR- 5 TAC AGC TCC TAT AGA TAA AAC 3
(Navajas et al. 1996a). La PCR para la region COI se realizé en un volumen total
de reaccion de 25 pL, que contenia 5 pL de DNA, 2.5 pL de buffer 10X
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, California, USA), 1 uL de MgSOQO, [(50
mM) (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, California, USA)], 0.5 uL de dNTP
(10 mM), 1 pyL de la mezcla de oligonucledtidos (10 uM) y 0.5 uL de Taq
Platinum® DNA polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, California,
USA) ajustando el volumen con agua grado PCR. Las amplificaciones fueron
realizadas con un termociclador Applied Biosystems® (Life Technologies
Corporation, Foster, CA, USA) en Brasil y con un termociclador MyCycler TM
(BIO-RAD Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) en México, usando las mismas
condiciones para la PCR. La desnaturalizacion inicial de las muestras se realizd
con un ciclo a una temperatura de 94° C durante 4 min seguida de 35 ciclos de

PCR por 1 min de desnaturalizacion a 94°C, 1 min de alineamiento a 54°C y 1 min
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de extension a 72°C, con una extension final de 4 min a 72°C, mas un periodo

infinito a 4°C.

4.4 Secuenciaciéon del DNA

Las muestras procesadas en el Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” IAC, Brasil
fueron secuenciadas utilizando el kit “BigDye Terminator 3.1 (Perkin Elmer, Foster
City, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras procesadas en
el Colegio de Postgraduados, México, fueron enviadas a la empresa Macrogen Inc

en Corea del Sur para la realizacion de la secuenciacion.

4.5 Andlisis de datos

Las secuencias fueron editadas y ensambladas mediante el programa BIOEDIT
7.2.0 (Hall 1990), y el alineamiento mdltiple de las secuencias fue realizado
mediante el programa Clustal W (Thompson et al. 1994). Se realiz6 el analisis de
reconstruccion filogenética por el método de maxima parsimonia (MP) mediante el
programa MEGA version 5.2 (Tamura et al. 2011). El nivel de confianza de las
ramas fue estimado mediante andlisis bootstrap con 1000 repeticiones
(Felsenstein 1985). Posteriormente los datos fueron analizados para detectar
diferencias genéticas entre haplotipos mediante andlisis de red por maxima
parsimonia (Templeton et al. 1992) usando el programa TCS versiéon 1.21
(Clements et al. 2000) y calculando los valores de la diversidad de haplotipos y la

diversidad de nuclettidos empleando el programa DnaSP v5 (Librado y Pozas
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2009). Finalmente, la significancia en la variacion genética entre poblaciones de
México y Brasil y entre poblaciones independientemente del origen geografico
fueron determinadas mediante analisis de varianza molecular (AMOVA por sus
siglas en inglés), estimado mediante el célculo del estadistico F usando el
programa Arlequin versidon 3.5 (Excoffier y Lischer 2010) con 10000

permutaciones.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificaciébn y caracterizacion morfolégica de poblaciones de B.

phoenicis

Se tomaron un total de 35 muestras, tanto de Brasil como de México (Cuadro 1).
Se identificaron los &caros recolectados en cada punto geografico, tanto de los
acaros mantenidos en alcohol como los usados para establecer una cria. En todos
los puntos de muestreo de Brasil sélo se encontré a B. phoenicis (Figura 2A). En
México, todas las localidades presentaron poblaciones de B. phoenicis; sin
embargo, sucedio la presencia de B. californicus en tres localidades (02, O4 y O5)
(Figura 2B), por lo que se establecieron crias sobre frutos de naranja (un acaro por
fruto). Una vez que se alcanzaba un nimero suficiente de acaros (mas de 100), se
realizaba el montaje e identificacién de al menos diez ejemplares, garantizando

gue solo individuos de B. phoenicis fueran empleados en los estudios.

Foto: D. Salinas-Vargas Edicion: M. T. Santillan-Galicia \ szg: D. Salinas-Vargas: Edicién: M. T. Santillan-Galicia
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Figura 3. Especies de Brevipalpus encontradas en las muestras de naranja

dulce. (A) Brevipalpus phoenicis y (B) Brevipalpus californicus.
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Cuadro 1. Localidades en las cuales se obtuvieron las muestras de Brevipalpus phoenicis.

Sitio Clave dela Variedad del Latitud/Longitud
muestra hospedero
Terenos, Mato Grosso do Sul MS (1) Pera 20.428611S 55.008889W
Lavras, Minas Gerais LAV (2) Pera 21.287306S 44.988942W
Pouso Alegre, Minas Gerais POA (4) Pera 22.266181S 46.008686W
Capitdo Poco, Para CP2 (1) Pera 1.825639S 53.10225W
Sao José Castanhal, Para SJC (2) Pera 1.43325S 53.14735W
Sao José do Rio Preto, Sao Paulo SJRPB (3) Bahia 20.867119S 49.357336W
Sao José do Rio Preto, Sao Paulo SJRPL (3) Lima 20.867119S 49.357336W
Sao José do Rio Preto, Sao Paulo SJRPP (1) Pera 20.867119S 49.357336W
Gurupi, Tocantins GUR((2) - 11.746844S 49.049178W
Palmas, Tocantins PAP3(1) - 10.291125S 48.2909W
Palmas, Tocantins PAP4(2) - 10.291125S 48.2909W
Angel Albino Corzo, Chiapas JAL15 (1) Valencia 15.878583N 93.729417W
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Copainala, Chiapas

Copainala, Chiapas

La Concordia, Chiapas

La Concordia, Chiapas

La Concordia, Chiapas
Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas
Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas
Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas
Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas
Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas
Salto de Agua, Chiapas

Salto de Agua, Chiapas

Salto de Agua, Chiapas

Tecpatan, Chiapas

Villa Corzo, Chiapas

C9 (1)
C10 (1)
LC16 (2)
LC17 (2)
LC18 (2)

01 (1)
Ola (1)

02 (2)

04 (1)

05 (1)
SA23 (1)
SA24 (2)
SA25 (2)

T6 (2)

VC19 (1)

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

17.134611N 93.294472W

17.135583N 93.293722W

15.888389N 93.7235W

16.097472N 92.812361W

16.097472N 92.812361W

16.972417N 93.503778W

16.972417N 93.503778W

17.007528N 93.468111W

17.033861N 93.515W

17.033861N 93.544472W

17.321581N 92.06575W

17.338561N 92.083811W

17.33765N 92.097989W

17.217194N 93.400667W

16.145472N 93.016222W
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Villa Corzo, Chiapas
Villa Corzo, Chiapas
Villa Flores, Chiapas
Cardenas, Tabasco
Comalcalco, Tabasco
Las Choapas, Veracruz
Las Choapas, Veracruz

Uxpanapa, Veracruz

VC20 (2)
VC21 (2)

VF22 (2)
CAR28 (2)
COM29 (1)
LCH27 (2)
LCH30 (1)

UX26 (2)

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

16.129639N 93.031139W

16.18625N 93.064111W

16.268778N 93.268528W

17.967194N 93.332361W

18.191419N 93.4054W

17.599639N 93.796519W

17.555511N 93.785331W

17.225931N 94.64535W
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Las caracteristicas empleadas para la descripcion de los grupos morfoldgicos
fueron tomadas de Beard et al. 2012 y Ochoa et al. 2011. El grupo méas
predominante fue el tipo naranja o grupo B (Figura 4A), el cual fue encontrado en

los cinco estados de Brasil y en los tres de México.

Esta grupo se distingue de otros porque en la reticulacion de la parte lateral
posterior del propodosoma se observan celdas muy alargadas en comparacion
con la parte anterior donde son mas pequefias (Figura 4B). La seda dorsal del

palpo es setiforme y barbada (Figura 4C).

La reticulacién del opistosoma entre las sedas cl y d1 es lisa a ligeramente
arrugada; entre las sedas el y posterior a éstas se forman surcos que forman una

“V”, la cual se desvanece al llegar a las sedas hl (Figura 4D).

La reticulacion ventral entre las sedas 3a y 4a es ligeramente lisa y en la parte
posterior lateral a las sedas 4a se observan celdas redondas (Figura 5A). La placa
ventral presenta una reticulaciéon uniforme en forma de celdas redondas, las

cuales son mas alargadas en la placa genital (Figura 5B).

La espermateca se caracteriza por presentar un ducto largo que se une a una

vesicula oval, la cual termina con un filamento pequefio (Figura 5C).
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Figura 4. Caracteristicas distintivas dorsales de la morfoespecie de
Brevipalpus phoenicis tipo naranja (Grupo B). A) Hembra en vista completa.

B) Cuticula del prodorso. C) Cuticula del histerosoma. D) Seda del fémur del

palpo.
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Figura 5. Caracteristicas distintivas ventrales de la morfoespecie de
Brevipalpus phoenicis tipo naranja (Grupo B). A) Histerosoma entre las
coxas Il y IV B) Ornamentacion de las placas ventral y genital. C)

Espermateca.
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El tipo café o grupo C (Figura 6A) solo fue encontrado en los municipios de Pouso
Alegre y Lavras del estado de Minas Gerais. En México so6lo se encontré en
Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas, en la muestra O1, por lo que la
caracterizacion se hizo con base en cinco especimenes montados en liquido de
Hoyer (tres de Brasil y dos de México). El nUmero de especimenes se vio limitado
porque no fue posible reproducirlas en frutos de naranja, como se hizo con la tipo

naranja, tanto en Brasil como en México.

Esta morfoespecie presenta una reticulacion en la parte lateral posterior del
propodosoma con celdas muy alargadas (Figura 6B). La seda dorsal del palpo es
ancha y barbada (Figura 6C). La reticulacion del opistosoma entre las sedas cl1 y
d1 es lisa a ligeramente arrugada y entre las sedas d1 y el se observan estrias
irregulares. La reticulacion entre las sedas el y hl presenta estrias transversales

gue posteriormente se observan longitudinales (Figura 6D).

La reticulacion ventral entre las sedas 3a y 4a es ligeramente rugosa, y en la parte
central posterior a las sedas 4a se observan bandas transversales (Figura 7A). La
placa ventral y la genital presentan una reticulacion que forma bandas

transversales (Figura 7B).

La espermateca se caracteriza por presentar un ducto delgado no muy largo que
termina distalmente en una vesicula redonda que tiene una corona con

proyecciones cortas (Figura 7C).
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Figura 6. Caracteristicas distintivas dorsales de la morfoespecie de
Brevipalpus phoenicis tipo café (Grupo C). A) Hembra en vista completa. B)

Cuticula del prodorso. C) Cuticula del histerosoma. D) Seda del fémur del

palpo.
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Figura 7. Caracteristicas distintivas de la morfoespecie de Brevipalpus
phoenicis tipo café (Grupo C). A) Vista ventral del histerosoma entre las
coxas Il y IV B) Ornamentacion de las placas ventral y genital. C)

Espermateca.
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5.2 Caracterizacion molecular de poblaciones de B. phoenicis

Se obtuvieron 59 secuencias parciales del gen COI, de las cuales después de ser
alineadas y cortadas se obtuvo una secuencia final de una longitud de 352 pb. Los
numeros de acceso de GenBank de todas las secuencias se muestran en la
Figura 8. El analisis de maxima parsimonia mostré una separacion evidente entre
los individuos que fueron catalogados como grupo B o C, con un valor de
bootstrap del 100% (Figura 8). Todos los individuos del grupo C fueron de Brasil,

[Lavras (LAV) y Pouso Alegre (POA)] (Figura 8).

En el grupo B se conformd por el restante de las muestras de Brasil asi como con
las muestras México, las cuales ademas se pudieron separar en dos grupos: G1y
G2. En el G1 se agruparon la mayoria de las muestras, excepto S&o José do Rio
Preto (SJRPB-1 y SJRPP-3) que se ubicaron en otra rama, con un valor de
boostrap de 81% (Figura 8). En el G2 sélo se agruparon cinco muestras de Brasil,
pero se formaron dos ramas, con un valor de bootstrap de 94%; en la primera se
ubicaron las muestras de Terenos (MS-1) y Palmas (PAP3-3) y en la segunda
todas las muestras S&o José do Rio Preto variedad Lima (SJRPL), con un valor de
bootstrap de 86%. En el grupo C también se formaron dos ramas (con valor de
bootstrap de 96%). En la primera se ubicaron muestras tanto de Lavras (LAV)
como de Pouso Alegre (POA), y en la segunda rama so6lo muestras de Pouso

Alegre (POA) (Figura 8).
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Figura 8. Reconstruccion filogenética de una fraccion (352 pb) de la region
COI de B. phoenicis utilizando el método de maxima parsimonia (MP) con

1000 repeticiones de Bootstrap.
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El analisis de red por maxima parsimonia mostro la existencia de 20 haplotipos
entre los 35 sitios muestreados de las 20 localidades entre México y Brasil
(Cuadro 1 y 2) (Figura 9). Estos haplotipos de dividieron en tres redes no
conectadas y dos haplotipos independientes (Figura 9). En la primera (N1) se
ubicaron los haplotipos: HO1, HO2 y HO3, todas con una muestra, excepto HO1 que
contenia cuatro muestras. Todas estas muestras fueron clasificadas
morfolégicamente en el grupo C y fueron recolectadas de Brasil (Figura 9). La
segunda red (N2) contiene cuatro haplotipos, cada uno corresponde a una sola
secuencia y todas provienen de Brasil. La ultima red de haplotipos (N3) contiene
11 haplotipos, los cuales provienen de 47 secuencias. El haplotipo mas grande y
comun fue el HO8, el cual agrupd 36 secuencias, de las cuales 34 provienen de
poblaciones recolectadas en México. Finalmente, los haplotipos independientes
fueron HO7 y H17 con una sola secuencia, ambas provenientes de Brasil (Figura

9).
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Figura 9. Red de haplotipos de poblaciones de B. phoenicis de Brasil y
México recolectadas en naranja dulce. Los niumeros entre paréntesis indican

las veces que aparece cada haplotipo entre las poblaciones de este estudio.
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El analisis de polimorfismos realizado con DnaSp nos muestra que aunque fue
mayor el nimero de secuencias obtenidas de las poblaciones de México, la mayor

diversidad genética se encuentra en las poblaciones de Brasil (Cuadro 2).

Cuadro 2. Andlisis de polimorfismos entre las poblaciones de Brasil y

México.
N° de No de Diversidad de Diversidad de
Grupo
secuencias haplotipos haplotipos nucleétidos
Brasil 22 17 0.965+0.028 0.06196+0.00701
México 37 4 0.158+0.080 0.00092+0.00152

El analisis AMOVA (Cuadro 3) revelé que la mayor variacion (44.92%) fue
observada entre las localidades de muestreo de cada pais, seguida por la
variacion entre muestras de cada localidad (29.89%). Finalmente, respecto a la
variacion de todas las poblaciones combinadas de México comparadas con las de
Brasil, a pesar de ser el porcentaje mas bajo (25.18%) es significativo (P<0.001), lo
cual sugiere que las poblaciones de ambos paises estan geograficamente

estructuradas (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Analisis AMOVA para las poblaciones de B. phoenicis colectadas

en naranja dulce en huertos de Brasil y México.

Suma Porcentaje
Fuente de Grados de
de Varianza de
variacion libertad
cuadrados variacion
Entre paises 1 53.376 1.48 25.18**
Entre localidades
18 166.180 2.64 44 92%**

dentro de paises
Dentro de las
muestras de cada 39 68.631 1.75977 29.89***
localidad
Total 58

**P<0.01, **P<0.001
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6. DISCUSION

La aplicacion de enfoques moleculares y morfolégicos en la reconstruccion
filogenética de especies es en la actualidad una oportunidad para maximizar la
informacion que se pueda obtener de una especie (Hillis 1987). Brevipalpus
phoenicis es el vector mas importante del CiLV-C por lo que se han realizado
estudios en distintos paises encaminados a esclarecer la identidad morfologica y
genética de este organismo (Welbourn et al. 2003; Rodrigues et al. 2004; Groot
and Breeuwer 2006; Mata et al. 2010; Ochoa et al. 2011; Navia et al. 2013; Mineiro

et al. 2013a, by c).

La identificacion morfoldgica, basada en las siguientes caracteristicas: forma de la
espermateca, la seda de la genua del palpo, la reticulacion dorsal y ventral
descritas por Ochoa et al. (2011) y Beard et al. (2012), de los &caros recolectados
confirmo claramente la existencia de dos morfoespecies de B. phoenicis (B y C),
siendo la primera la mas frecuente y abundante, en comparacion con la
morfoespecie del grupo C, la cual s6lo fue encontrada en las localidades de
Lavras y Pouso Alegre (Minas Gerais) en Brasil y en Ocozocoautla de Espinosa,
Chiapas (01), México, lo que representa el primer reporte de esta morfoespecie
para México. Desafortunadamente, no fue posible establecer la cria de este
morfoespecie para obtener mas individuos para la extraccién de DNA y confirmar

si existia variacién genética como lo obtenido en las muestras de Brasil.
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El uso del gen citocromo oxidasa subunidad | ha sido empleado en estudios sobre
variabilidad genética y reconstruccién filogenética del &caro B. phoenicis
(Rodrigues et al. 2004; Groot y Breeuwer 2006; Navia et al. 2013); sin embargo,
en el trabajo realizado por Groot y Breeuwer se observé que existia cierto conflicto
entre el estudio molecular y morfolégico. Por ello, en 2013, Navia et al. buscaron
esclarecer ese conflicto utilizando secuencias ya depositadas en el GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y nuevas secuencias obtenidas de &caros
Brevipalpus de distintos paises; sus resultados confirmaron la existencia de

especies cripticas entre el género Brevipalpus.

Con los resultados obtenidos en este trabajo podriamos considerar posible la
existencia de especies cripticas entre B. phoenicis (Figura 8 y 9), tal y como lo
sugieren Navia et al. (2013), quienes mostraron que B. phoenicis grupo “C” esta

mas relacionado con B. obovatus que con otros grupos de B. phoenicis.

Aungque no esta claro qué factores podrian estar originando esta separacion
morfologica y genética entre las morfoespecies “B” y “C”, es posible que un
proceso de divergencia de especies pudiera estar ocurriendo; sin embargo,
creemos que es necesaria la obtencion de mas muestras y el uso de mas de un
gen antes de dar una conclusién sobre este asunto. La hibridacion entre B.
phoenicis y B. obovatus ha sido propuesta como una causa potencial para la
existencia del grupo “C” (Kitajima et al. 2011; Navia et al. 2013); sin embargo, esto
es cuestionable dado a que el tipo de reproduccién de Brevipalpus spp, es asexual

del tipo telitoca, las poblaciones de este género estan formadas completamente de
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hembras haploides (Weeks et al. 2001). A pesar de que algunos machos fueron
recolectados en varios sitios de muestreo en Chiapas, México, se ha reportado
gue los machos de esta especie son espanandricos (estériles) por lo que aunque
se llevara a cabo la copula, no existiria la fertilizacion (Zaher et al. 1970); por lo
tanto, postulamos que la hibridacion no es el factor que puede originar la

divergencia en B. phoenicis.

La existencia de las dos morfoespecies encontradas fue genéticamente
confirmada para las muestras de Brasil, como se observa en el dendrograma
generado del analisis de maxima parsimonia (Figura 8) y la red de haplotipos
(Figura 9), ya que en ambos andlisis las muestras de la morfoespecie “C” se
separaron de las otras muestras confirmadas morfolégicamente como

morfoespecie “B”.

El analisis de la red de haplotipos sugiere ademas la necesidad de aumentar la
cantidad de sitios de muestreo para reducir la cantidad de “haplotipos hipotéticos”
y lograr unir completamente la red del grupo “B”. La consistencia en los resultados
demuestra que la morfoespecie “C” posiblemente sea una especie diferente de
acuerdo con los resultados publicados por Navia et al. (2013), quienes indican que
esta morfoespecie esta genéticamente mas cercana a B. obovatus que a otros

grupos de B. phoenicis.

En 2011 Ochoa et al. realizaron recolectas de B. phoenicis en café y citricos en

diferentes puntos de Séao Paulo, Brasil, y observaron diferenciacion morfolégica de
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los especimenes, lo cual estuvo relacionado con el hospedante, a pesar de que
observaron que el grupo “B” estuvo presente tanto en citricos como en café.
Similarmente, en nuestro trabajo encontramos tanto el tipo “B” como “C” en las
muestras de Lavras, Minas de Gerais, Brasil y Ocozocoautla de Espinosa
(muestra O1), Chiapas, México, ambos en naranja. Inicialmente estos grupos
morfolégicos estuvieron relacionados con el cultivo, citricos y café,
respectivamente; sin embargo, esta concepcion ha cambiado al encontrarseles

hospedadas en otras plantas.

El andlisis de las poblaciones hace notar que existe una mayor variacion genética
en las poblaciones brasilefias que en las mexicanas. En las poblaciones
mexicanas se mostré un nivel muy bajo de diversidad genética por lo que el
andlisis de MP concentr6 todas las poblaciones en un solo grupo (Figura 8) y sélo

fueron encontrados cuatro haplotipos (Cuadro 2, Figura 9).

A pesar de que la reproduccién asexual podria jugar un papel importante en que
las poblaciones mexicanas sean monomorficas, es probable que también la
presion de seleccidon que las poblaciones de B. phoenicis tienen en México no es
de la misma intensidad que en Brasil, ya que en este pais se da un manejo
extensivo con acaricidas para controlar la enfermedad de la leprosis (Campos-

Neto et al. 1993, Childers 1994; Franco et al. 2007; SENASICA 2010).

De forma adicional, posiblemente la planta hospedante podria también tener un rol

importante, ya que a pesar de que todas las muestras fueron recolectadas sobre
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Citrus sinensis, las de Brasil fueron tomadas en cuatro diferentes variedades
(Bahia, Lima, Pera, Valencia) y en plantas criollas (Cuadro 1), por lo que cada
variedad en cada punto geografico podria estar formando un nicho especializado
(frozen niche) y el haber muestreado casi Unicamente naranja var. Valencia en

México da soporte a la existencia de poblaciones monomorficas (Groot et al. 2005)

La diferenciacién asociada al hospedante (DAH) se ha descrito para algunas
especies de 4caros anteriormente; por ejemplo, la existencia de 11 linajes
genéticamente diferentes de Aceria tosichella Keifer (Prostigmata: Eriophyidae) se
ha asociado fuertemente con el hospedante (Miller et al. 2013). Es interesante
coémo el nivel de divergencia puede también ser afectado por el nivel de
diferenciacion de la planta; por ejemplo, en Aceria parapopuli Keifer (Prostigmata:
Eriophyidae) la existencia de especies cripticas fue evidente cuando diferentes
especies del mismo género de plantas fueron muestreadas, pero cuando plantas
de la misma especie fueron muestreadas, la diferenciacion genética no fue

evidente (Evans et al. 2013).

Basados en estas evidencias, proponemos que el haber muestreado diferentes
variedades de C. sinensis en Brasil pudo haber contribuido a la existencia de
diferentes haplotipos comparadas con las poblaciones de México, en donde sdlo
una variedad fue considerada porque es la variedad mas comunmente cultivada
por los agricultores de las localidades muestreadas. Por otra parte, el muestreo en

México incluyd unicamente tres de 21 estados citricolas distribuidos en una gran
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diversidad climatica y de manejo agronémico por lo que la representatividad es

otro factor puede explicar estos resultados.

Tanto en México como en Brasil, la existencia de especies cripticas es un factor
gue debe considerarse ya que no esta clara aiin su asociacion con la transmisiéon
de particulas virales. Es posible que determinada morfoespecie tenga mayor
capacidad para transmitir CiLV-C por lo que la informacion generada en éste y
futuros trabajos pueden dar elementos para desarrollar estrategias mas eficaces

de control del vector de la leprosis.

Por lo anterior, se propone realizar un muestreo mas intensivo abarcando mas

areas y plantas hospederas de B. phoenicis, asi como el uso de mas de un gen

gue permita dar mayor soporte a los resultados en estudios futuros.
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7. CONCLUSIONES

En todos los huertos de naranja dulce (Citrus sinensis) muestreados en Brasil y
México se encontré la presencia de B. phoenicis; adicionalmente se determiné la
presencia de B. californicus en tres huertos del estado de Chiapas, municipio de

Ocozocoautla de Espinosa.

El estudio morfologico evidencid la presencia de dos grupos (“B” y “C”) de B.
phoenicis en especimenes provenientes de poblaciones recolectadas tanto en
México como en Brasil. El grupo “B” fue el mas prevalente, mientras que el grupo
“C” s6lo se encontrd en las localidades de Lavras y Pouso Alegre, Minas Gerais,

Brasil y Ocozocoutla de Espinosa, Chiapas, México.

Las poblaciones provenientes de México y Brasil estdn geograficamente
estructuradas. La variacion genética entre poblaciones de cada pais fue

significativa, especialmente entre las localidades de muestreo de cada pais.

Estudios adicionales deberan ser realizados para generar resultados mas solidos;
mientras tanto, los resultados obtenidos en el presente trabajo sirven como
soporte para futuros trabajos sobre la variabilidad e identidad en las
morfoespecies de B. phoenicis, asi como de la implicacion en la transmision de

CiLV-C de las mismas.
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