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californicus y su papel como vector de Citrus leprosis virus (CiLV-C y OFV-citrus),
Juan Manuel Avalos Cerdas, M. en C.
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RESUMEN

Se realiz6 la caracterizacion morfométrica y molecular de la poblacion aberrante de
Brevipalpus californicus y se determiné su capacidad de adquirir e inocular los virus de la
leprosis de los citricos tipos citoplasmatico (CiLV-C) y nuclear (OFV-citrus). Para la parte
morfométrica, se realizé un estudio fotografico con las especies la poblacion aberrante de
B. californicus, designada como Brevipalpus sp. (Tetipac) por su sitio de colecta, B.
californicus (designados como “Texcoco”, procedentes de una poblacion fundada a partir
de una hembra colectada en Texcoco, México), B. lewisi y B. californicus, las dos Ultimas
con ejemplares de sus respectivas series tipo. En ejemplares de cada una de estas especies
se midieron 37 caracteristicas morfométricas y se compararon por andlisis univariado y
multivariado (componentes principales). En el estudio molecular se utilizaron ejemplares
de la poblacion aberrante de Brevipalpus sp. (Tetipac) y B. californicus (Texcoco). Se
amplificaron por PCR dos segmentos del gen COI de 339 pb (iniciadores DNF/DNR) y 650
pb (iniciadores LCOI/HCOI), asi como un segmento del gen 28S (iniciadores D23F-D6R).
Con las secuencias obtenidas se construyeron arboles de filogenia por el método Neighbor-
Joining. Las pruebas de adquisicion de CiLV-C y OFV-citrus se realizaron con larvas,
ninfas y hembras adultas (15 &caros por repeticion en 10 repeticiones por estadio),
confinadas durante periodos de 24, 48 y 72 h en hojas de naranja con positivas a leprosis
citoplasmatica o nuclear. Las pruebas de transmision se llevaron a cabo en Cardenas,
Tabasco (CiLV-C) y en Toliman, Querétaro (OFV-citrus), México. En este estudio, 25
acaros (todos los estadios) fueron confinados durante 48-120 h en hojas de naranja
infectadas con CiLV-C u OFV-citrus y posteriormente fueron transferidos a plantulas de
Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris o Citrus sinensis var. Valencia. La deteccion de
dichos virus se realiz6 mediante RT-PCR con los iniciadores MPF/MPR (CiLV-C) y CiLV-
N-NPF/CiLVN-NPR (OFV-citrus). En la caracterizacion morfométrica solo 17



caracteristicas fueron significativamente diferentes entre especies, segun el analisis
univariado. EIl andlisis multivariado mostré que la poblacién aberrante de Brevipalpus sp.
(Tetipac) y B. californicus (Texcoco) no son entidades separadas. La caracterizacion
molecular mostro que Brevipalpus sp. (Tetipac) es un linaje cercano a B. californicus sensu
lato. En dos repeticiones hubo adquisicion de CiLV-C, mientras que en OFV-citrus se
obtuvieron 84 resultados positivos. En plantas indicadoras de A. thaliana y P. vulgaris no
se observaron sintomas luego de la infestacion con la poblacion aberrante de Brevipalpus
sp. (Tetipac) infectados con OFV-citrus. En plantas de C. sinensis mantenidas en Toliman,
Queretaro, se observaron sintomas asociados con OFV-citrus. Sin embargo en ningun caso

este virus fue detectado por RT-PCR.

PALABRAS CLAVE: relacion morfométrica, relacién filogenética, leprosis de citricos,
Tenuipalpidae, Acari.



Morphometric-molecular determination of an aberrant population of Brevipalpus
californicus and its role as vector of Citrus leprosis virus (CiLV-C and OFV-citrus),
Juan Manuel Avalos Cerdas, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

A morphometric and molecular characterization of the aberrant population of Brevipalpus
californicus was conducted, and its capacity to acquire and inoculate citrus leprosis viruses
cytoplasmic (CiLV-C) and nuclear (OFV-citrus) was determined. For the morphometric
study, a photographic study the aberrant population of B. californicus, named Brevipalpus
sp. (Tetipac) because of its collection site, B. californicus (designed as “Texcoco”,
proceeding from a colony initiated by a single female collected in Texcoco, Mexico), B.
lewisi and B. californicus, the last two with specimens from their respective type series.
From specimens of each species, 37 morphometric characters were measured and compared
by univariate and multivariate analysis (principal components). In the molecular study,
specimens Brevipalpus sp. (Tetipac) and B. californicus (Texcoco) were used. Two
segments of the COI gen were amplified by PCR, 339 bp (primers DNF/DNR) and 650 bp
(LCOI/HCOI), as well as a segment of the 28S gen (primers D23F-D6R). With the
obtained sequences, phylogenetic trees were constructed by the Neighbor-Joining test. For
the acquisition tests of the viruses CiLV-C and OFV-citrus larvae, nymphs and adult
females were used, 15 specimens per replicate, 10 replicates per stage; they were confined
during periods of 24, 48 or 72 h on orange leaves with symptoms of cytoplasmic or nuclear
leprosis. The citrus to citrus inoculation was carried out in Cardenas, Tabasco (CiLV-C)
and in Toliméan, Querétaro (OFV-citrus), both in Mexico. In this study, 25 mites (all the
stadia) were confined during 48-120 h on orange leaves infected by CiLV-C or OFV-citrus
and then transferred to Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris or Citrus sinensis var.
Valencia seedlings. To diagnose these viruses, the primers MPF/MPR (CiLV-C) and CiLV-
N-NPF/CiLVN-NPR (OFV-citrus) were used. The morphometric characterization showed
that only 17 characters were significantly different among species, after univariate analysis.

The multivariate analysis showed that Brevipalpus sp. (Tetipac) and B. californicus
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(Texcoco) are not separate entities. The molecular characterization showed that
Brevipalpus sp. (Tetipac) is a strain close to B. californicus sensu lato. In the acquisition
tests, only two replicates were positive to CiLV-C, whereas for OFV-citrus 84 replicates
were positive. In the inoculation tests, symptoms did not appear in the indicator plants A.
thaliana and P. vulgaris after infestation of Brevipalpus sp. (Tetipac) infected with OFV-
citrus. Only on C. sinensis at Tolimén, Querétaro, symptoms associated to OFV-citrus were

observed. In no case this virus was detected by RT-PCR.

KEY WORDS: morphometric relation, phylogenetic relation, citrus leprosis,
Tenuipalpidae, Acari.
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INTRODUCCION

Los &caros de la familia Tenuipalpidae (Acari: Trombidiformes: Tetranychoidea) son
comunmente llamados &caros planos o falsas arafiitas rojas. Todos los acaros de esta familia
son fitéfagos obligados y son capaces de causar dafios directos al alimentarse de las células
del mesdfilo de las plantas huéspedes (Mesa et al., 2009). Los tenuipalpidos se distinguen
de los de otras familias de la superfamilia Tetranychoidea por poseer palpos simples (sin
una proyeccion en forma de ufia en la tibia) con uno o varios artejos, al igual que tres pares

de setas dorsales en el propodosoma (Ochoa et al., 1991).

Esta familia se compone de 34 géneros (Krantz y Walter, 2009), cinco de los cuales
provocan mayor dafio a los cultivos de interés agricola: Brevipalpus, Raoiella, Cenopalpus,
Tenuipalpus y Dolichotetranychus (Childers y Rodrigues, 2011). Las especies Raoiella
indica Hirst, Brevipalpus californicus Banks, B. chilensis Banks, B. lewisi McGregor, B.
obovatus Donnadieu y B. phoenicis (Geijskes) ocasionan pérdidas econémicas de mayor
impacto en la agricultura (Mesa et al., 2009; NAPPO, 2014).

Los acaros del género Brevipalpus tienen especial importancia por ser polifagos, estar
distribuidos en todo el mundo y presentar alta capacidad para transmitir virus, de donde
nace la expresion de virus transmitidos por Brevipalpus (VTBr o BTV, siglas en inglés)
(Navia et al., 2013). Dentro de los principales y mas importantes VTBr se encuentran los
causantes de la leprosis de los citricos, los cuales se dividen en los tipos citoplasmaticos:
Citrus leprosis virus-Cytoplasmic 1y 2 (CiLV-C 1y 2), del género Cilevirus, y nucleares:
Citrus leprosis virus-Nuclear y Orchid fleck virus-citrus (CiLV-N y OFV-citrus,

respectivamente), del género Dichorhavirus (Ramos-Gonzalez et al., 2017).

El declive de los citricos, principalmente naranja dulce, es provocado en mayor parte por
CiLV-C, dado que es el que se ha diseminado desde Sudamérica hasta México (Rodrigues
y Childers, 2013). Sin embargo, Hartung et al. (2015) demostraron que el virus que causé

severos dafos en Florida (EE.UU.) en los siglos XIX y XX es una variante de tipo nuclear.



La leprosis de los citricos se encontro por primera vez en México en el estado de Chiapas,
en 2004, y desde su primer hallazgo se inici6 una campafia que ha contenido su
diseminacion (Childers y Rodrigues, 2011; Rodrigues y Childers, 2013). Recientemente se
ha determinado la presencia de los tipos citoplasmatico y nuclear en la parte sur y centro de
México (Izquierdo et al., 2011; Roy et al., 2015a). Segin SENASICA (2016), la leprosis se
encuentra presente en los estados de Chiapas, Campeche, Hidalgo, Guerrero, Jalisco,
Nayarit, Oaxaca, Morelos, Quintana Roo, Querétaro, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa

Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas.

Se ha comprobado la capacidad de B. californicus para transmitir OFV-citrus, asi como la
de B. yothersi para transmitir CiLV-C (Garcia-Escamilla et al., 2017). En México, la
distribucion de estos virus es alopatrica y se asocia con diferentes niveles altitudinales; el
CiLV-C se puede encontrar entre 10 y 885 m de altitud, mientras que el OFV-citrus se
puede encontrar de 1239 a 1710 m (Duran-Trujillo, 2017). De igual forma se puede asociar
la distribucion de estos virus con el clima; CiLV-C en zonas célidas (Izquierdo-Castillo et
al., 2011) y OFV-citrus hacia zonas templadas (Dominguez et al., 2001; Bastianel et al.,
2010).

El uso de plantas indicadoras para el estudio de leprosis de los citricos se ha realizado con
la finalidad de reducir el tiempo de aparicion de sintomas; por ejemplo, se corrobord la
capacidad de B. yothersi para transmitir CiLV-C en plantas de Phaseolus vulgaris, al
generar lesiones necrdticas en cinco dias (Garita et al., 2014; Tassi et al., 2017). Kondo et
al. (2003) mostraron también la capacidad que posee B. californicus infectado con OFV
para generar lesiones locales amarillas en P. vulgaris. Por otro lado, Arabidopsis thaliana
puede presentar sintomas de CiLV-C tres veces mas rapido que plantas de Citrus sinensis
(Arena et al., 2016); A. thaliana, luego ocho a diez dias de ser inoculada con B. phoenicis
sensu stricto infectados con CiLV-N, desarrollo lesiones cloroticas (Ramos-Gonzélez et al.,
2017). A. thaliana es una especie ampliamente utilizada en estudios de la interaccién

planta-patdgeno (Nishimura y Dangl, 2010).



Garcia-Escamilla et al. (2017) concluyeron que la asociacion de los diferentes virus
causantes de leprosis con un caro vector es especifica, por lo cual la correcta identificacion
de los &caros es fundamental. Welbourn et al. (2003), Mesa et al. (2009) y Navia et al.
(2013) observaron variaciones intraespecificas dentro del género Brevipalpus; ese hecho,
asi como el pequefio tamafio de estos acaros, ha llevado a identificaciones erroneas y a que
muchas supuestas especies en realidad sean sindnimos. Estos errores de identificacion han

persistido durante muchos afios.

Por la variacion intraespecifica y la existencia de complejos, muchas especies del género
Brevipalpus se hacen indistinguibles cuando se aplican los criterios morfol6gicos
tradicionales para identificarlos (Navia et al., 2013). Estos criterios de morfoldgicos tan
variables deben ser cotejados con técnicas moleculares para detectar las especies cripticas
dentro de grupos (Bickford et al., 2007). Con un andlisis cuidadoso de caracteristicas
morfolégicas y uso de microscopio electrénico de barrido, Beard et al. (2015) demostraron
que el complejo de especies del grupo B. phoenicis en realidad esta formado por ocho
especies. Por otra parte, Navia et al. (2013), con bases morfologicas y moleculares,
describieron a Brevipalpus incognitus Ferragut & Navia y la definieron como especie

criptica, no reconocible si sélo se identificaba con base en su morfologia.

Brevipalpus lewisi McGregor es un acaro fitéfago que suele encontrarse en zonas aridas
(Hao et al., 2016; Saccaggi et al., 2017). Se ha reportado como una plaga importante en
Arizona y California (EE.UU.), afecta de manera directa frutos de limén y causa pérdidas
considerables a los productores (Childers y Rodrigues, 2011; Childers et al., 2013; Kerns et
al., 2011).

Segun Ochoa et al. (2016a), por el momento no hay registros de la presencia de B. lewisi en
citricos en México, pero si en China (Hao et al., 2016), Sudafrica (Saccaggi et al., 2017) y
los Estados Unidos de América (Mesa et al., 2009; Childers et al., 2013). A la fecha no se
han reportado casos de leprosis de los transmitida por este acaro (Ochoa et al., 2016a); sin
embargo, la variacién morfoldgica interespecifica en Brevipalpus es tan amplia (Rodriguez

y Childers, 2013; Ochoa et al., 2016a; Ochoa et al., 2016b), que se pueden presentar



diferencias morfoldgicas adn sin descubrir, y se requieren estudios nuevos para corroborar

la existencia de esta especie y su posible asociacion con los virus causantes de leprosis.

En recorridos de campo llevados a cabo por el autor de este trabajo en el municipio de
Tetipac, Guerrero (18°37'32.81"N; 99°41'56.79"0), se colectaron ejemplares de acaros del
género Brevipalpus que se identificaron tentativamente como B. lewisi, con base en sus
caracteristicas diagnosticas presentadas por Baker (1949) y Baker y Tuttle (1987);
basicamente, por la presencia de un solenidio en cada una de las patas del segundo par y la
presencia de las sedas 2, aunque las ornamentaciones de la cuticula semejaban mas las de
B. californicus. Con estos ejemplares se fund6 una colonia en frutos de naranja agria y se
les design6 como Brevipalpus sp. (Tetipac). Partiendo del supuesto de que se trataba de B.
lewisi 0 una especie cercana, se llevd a cabo el presente trabajo, con el objetivo inicial de
corroborar su identidad especifica, y segundo, probar su capacidad como vector de CiLV-C
y OFV-citrus.



OBJETIVOS

Determinar de forma morfométrica y molecular la identidad de Brevipalpus sp.
(Tetipac).
Analizar el proceso de transmision de CiLV-C y OFV-citrus por Brevipalpus sp.

(Tetipac) en plantas indicadoras y Citrus sinensis var. Valencia.

HIPOTESIS

Brevipalpus sp. (Tetipac) es morfométrica y molecularmente igual a otras especies
de grupo californicus.

El &caro Brevipalpus sp. (Tetipac) puede adquirir e inocular CiLV-C u OFV-citrus.



MATERIALES Y METODOS

A. OBTENCION Y MULTIPLICACION DE Brevipalpus sp. (Tetipac).

Se muestrearon plantas de naranja dulce y limén mexicano (Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle) ubicados en Muyuapan, municipio de Tetipac, estado de Guerrero, México
(18°37'32.81"N; 99°41'56.79"0), considerados como zonas libres de leprosis de los
citricos. Las muestras consistieron en frutos, hojas y ramas tomados de los cuatro puntos
cardinales de cada arbol, los cuales se transportaron al Laboratorio de Acarologia, Campus
Montecillo, Colegio de Postgraduados, para su revision e identificacion microscopio
estereoscopico (Carl Zeiss 475022). Con base en las caracteristicas visibles (Baker y Tuttle,
1987), los &caros se identificaron como cercanos a B. lewisi y se designaron Brevipalpus sp.
(Tetipac).

Una vez que se obtuvieron los &caros, se establecieron colonias uni-parentales o isolineas
(formadas a partir de una sola hembra) con el método descrito por Franco et al. (2007) con
modificaciones; se tomaron naranjas agrias (Citrus aurantium L.) con edad intermedia de
cosecha (entre colores verde y amarillo de la fruta) (Figura 1), se sumergieron en solucion
detergente al 5% (Axion Espuma Activa®) por 1 h, se frotaron con esponja, se enjuagaron

en agua de la llave y se dejaron secar 24 h.

Figura 1. Naranjas agrias en la etapa de desarrollo fisiolégico que resultd apropiado para
el establecimiento de colonias de Brevipalpus sp. (Tetipac).



Una vez secas, las naranjas fueron revisadas en microscopio estereoscopico para corroborar
que estaban libres de acaros u otros organismos, a los que se definié como contaminantes.
Transcurrido este tiempo, cada una de las naranjas se sumergié ¥ partes en parafina
derretida a temperatura de 69°C a 75°C y se dejaron enfriar para la formacion de una capa
en su superficie. Posteriormente, se prepard mezcla de harina de trigo, arena y yeso (1:1:1)
y agua hasta que se formé pasta espesa, la cual se aplicé con pincel sobre la parte no
cubierta con parafina para formar un circulo de 2 cm de diametro. Al secarse, la pasta
forma una costra que los acaros utilizan como sustrato para su establecimiento (Garcia-
Escamilla et al., 2017) (Figura 2).

Figura 2. Naranjas agrias habilitadas como arenas de cria utilizadas para el
establecimiento de colonias uni-parentales de Brevipalpus sp. (Tetipac).

Finalmente, en cada naranja, justo al borde de la parafina, se trazé una linea de pegamento
para plagas agricolas STICK-BUG 50 (Alterna Agro, México), para evitar que las hembras
se escapen y solo queden confinadas a una zona. En cada naranja se coloc6 una hembra



adulta para que ovipositara; cuando habia puesto al menos un huevo, se extrajo para su

montaje con el fin de corroborar su identidad.

Las colonias se mantuvieron a 24-27°C y 40-50% de humedad relativa, con iluminacion led
de 14.76 pmol/m? s y fotoperiodo 12:12 h. Semanalmente se revisaron cada una de las
naranjas, para observar el desarrollo y estado de la poblacion de &caros; asimismo, los
frutos se reemplazaban cuando se empezaban a marchitar para evitar deterioro de las
colonias y tener suficientes acaros para la realizacion de las pruebas de transmision. Las
naranjas de remplazo fueron obtenidas del Campus Montecillo del Colegio de
Postgraduados y lugares aledafios al municipio de Texcoco, Estado de México, considerada
como zona libre de leprosis (SENASICA, 2013; SENASICA, 2016).

B. CARACTERIZACION MORFOMETRICA

Se realiz6 con dos poblaciones de acaros, una identificada con criterios morfolégicos como
B. californicus; la otra, identificada como Brevipalpus sp. (Tetipac). Cada poblacion fue
obtenida a partir de una colonia uni-parental o isolinea, la primera del municipio de
Texcoco, Estado de México (19°27°46.42”N; 98°54°14.75”0) y la segunda de Tetipac,
Guerrero (18°37'32.81”N; 99°41'56.79”°0), México.

Acaros procedentes de las colonias uni-parentales se recolectaron y almacenaron en frascos
tubulares con etanol 70%. Veinte ejemplares representativos de las dos poblaciones se
colocaron en una solucién de KOH al 10% (para aclaracion de los ejemplares) por 1 min,
luego se pasaron por agua destilada (para eliminar restos de KOH) y posteriormente se
montaron entre porta y cubreobjetos con solucién de Hoyer (Krantz y Walter, 2009). Las
laminas se colocaron en estufa (Felisa mod.132) a 40°C por siete dias y finalmente se
observaron en un microscopia de contraste de fases (Carl Zeiss GmbH Primo Star mod.
314800509) y contraste diferencial de interferencia (o las siglas DIC, en inglés differential
interference contrast) (fotomicroscopio 3, Carl Zeiss). Se compararon las caracteristicas
observadas con la descripcion original (Baker, 1949) y redescripciones de B. lewisi (Baker
y Tuttle, 1987; Flat mites of the world, http://idtools.org/id/mites/flatmites/).



http://idtools.org/id/mites/flatmites/

Ademas de la identificacion por microscopia de contraste de fases y DIC, se procesaron
acaros para microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés: scanning
electron microscope). Individuos de Brevipalpus sp. (Tetipac) y B. californicus de las
colonias uni-parentales se fijaron y deshidrataron pasandolos por distintas diluciones de
alcohol etilico (de 60% hasta 100%, 1 h cada cambio); en el primer cambio de alcohol se
sometieron a limpieza con ultrasonido (Bransonic Ultrasonic Cleaner modelo 2510R-DTH,
50-60 Hz) durante 15 seg. Una vez concluido este paso, los acaros se llevaron a secadora de
punto critico (Samdri-780% marca Tousimis, EE.UU) mediante la incorporacion de CO;
finalmente fueron recubiertos con oro (Fine Coat ion sputter JFC-1100 marca Jeol, Japon)

para observacion con él SEM.

Se tomaron 37 mediciones en cada uno de los ejemplares (Cuadro 3) y se usé la
terminologia de la quetotaxia de los acaros propuesta por Beard et al. (2015) y Tassi
(2018). Cada medida se hizo a partir de fotomicrografias con microscopio éptico contraste
de fases (Carl Zeiss GmbH Primo Star mod. 314800509) y microscopio dptico DIC (Carl
Zeiss fotomicroscopio 3), a magnificaciones de 640 a 1000X. Las mediciones se presentan
en micrémetros (um) y van seguidas de los valores minimo y maximo entre paréntesis. El
factor de redondez tiene el intervalo de O (totalmente alejado de la redondez) a 1 (redondez
perfecta); de cada individuo se estimé la media aritmética. Las ldminas utilizadas para este
estudio se encuentran en la coleccion de laboratorio de Acarologia, Campus Montecillo,

Colegio de Postgraduados, Montecillo, Estado de México, México.

Adicionalmente, se tomaron las mismas medidas de 16 ejemplares de la serie tipo de B.
lewisi y cinco ejemplares de la serie tipo de B. californicus, a partir de fotomicrografias de
ejemplares de la coleccion del Systematic Entomology Laboratory, Beltsville Agricultural
Research Center, USDA, EE.UU. Estas fotomicrografias se tomaron mediante la técnica
DIC con microscopio Carl Zeiss Axioplan 2 y se utilizaron como comparacion de las
caracteristicas de las poblaciones de México. Dentro de estas caracteristicas también se
tomo6 como referencia la comparacion entre las espermatecas y microplacas (Brevipalpus
sp. (Tetipac) y B. californicus procedente de Texcoco. Todas las imagenes obtenidas fueron

editadas con él programa GIMP 2.8.22.



La longitud de las sedas individuales se midié desde la base hasta parte apical, mientras que
la distancia entre sedas fue desde la base de ambas sedas. Para estimar el del grado de
redondez solamente se consideraron las ornamentaciones del dorso del propodosoma, de las
celdas que se encontraban con un borde definido en las fotografias. Cada variable fue
medida con el software ImageJ 1.52% basada en la escala obtenida de cada una de las

fotografias incluidas en este estudio.

Los valores de cada variable se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y
comparacion multiple de Tukey (¢=0.05); los grupos a comparar fueron los ejemplares de
B. californicus procedentes de la colonia establecida, los cuales en lo sucesivo se
designaran como B. californicus (Texcoco), los ejemplares de B. californicus de la serie
tipo [en lo sucesivo B. californicus (tipo)], los ejemplares identificados como Brevipalpus
sp. (Tetipac) y los ejemplares de B. lewisi de la serie tipo [en lo sucesivo B. lewisi (tipo)].
Se verificaron los supuestos de normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de
varianzas (prueba de Bartlett). Para el analisis conjunto de todas las variables se utiliz6
analisis multivariado, donde se realizd, (1) analisis de los componentes principales (ACP) y
(2) andlisis de conglomerados (CLUSTER). Todos los—andlisis se realizaron con el

software estadistico SAS version 9.4.

C. CARACTERIZACION MOLECULAR

1. Extraccion de ADN

Se extrajo ADN total de grupos de 10 &caros B. californicus (Texcoco) y Brevipalpus sp.
(Tetipac), procedentes de las colonias uni-parentales con el kit QlAamp DNA Micro kit
(Cat. No. 56304), segun el protocolo del fabricante con modificaciones (Klimov &
OConnor, 2008).

2. Amplificacion mediante PCR
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Se realizd6 con GoTag® G2 Green Master Mix de Promega (Cat. No. M7822) con
iniciadores que amplifican los segmentos D1-D3 (gen 28S) y COI (regién mitocondrial)
(Cuadro 1). La mezcla de reaccion consistié en 12.5 pL de 2X Go Tag® G2 Green Master
Mix, 2.5 pL iniciador sentido (10 uM), 2.5 pL iniciador antisentido (10 uM) y 2.5 pL MG
agua. El volumen de la mezcla fue de 20 pL, a la cual se le adicionaron 5 pL de ADN
molde (volumen final de 25 pL). La reaccién de amplificacion se realizé en termociclador
Thermo Scientific Type 5020 (modelo ITCA0096) con los programas indicados en el
Cuadro 2.

Cuadro 1. Iniciadores especificos utilizados para la PCR y secuenciacion de los segmentos
especificos de ADN de los dos grupos de &caros.

Regién de ADN Iniciadores (5-3") Referencia
D23F GAGAGTTCAAGAGTACGTG Park y Foighil
D1-D3 (28S)

D6R CCAGCTATCCTGAGGGAAACTTGG (2000)

COl (mitocondrial) DNF TACAGCTCCTATAGATAAAAC Navajas et al.
DNR TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG (1996)

_ _ LCOI1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al.

COlI (mitocondrial)

HCOI2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (1994)

Cuadro 2. Programas de amplificacion para cada uno de los pares de iniciadores utilizados.

35 ciclos

D23F-

D6R 95°C/3min 95°C/45s 50°C/1min 30s 72°C/1min 10s 72°C/10 min 10°C oo
40 ciclos

LCOI-

HCOI 95°C/3min  95°C/45s 53°C/30s 72°C/1min 10s 72°C/10 min 10°C o«
35 ciclos

DNF- 920C/

DNR 95°C/4min 1min 50°C/1min 72°C/1min 72°C/10 min  4°C «©
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Los productos de la amplificacion se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.2% tefiido con bromuro de etidio con un marcador de peso molecular de 1 kb a 90 volts
por 60 min en cadmara de electroforesis Thermo Scientific (modelo 7309 B1) y se
visualizaron en un fotodocumentador Quantium Vilber Lourmart (serial N°13 200819) bajo
luz UV.

El producto de PCR se purific y secuencié por la empresa Macrogen Inc, Korea. Las
secuencias obtenidas se editaron en el programa BioEdit (7.2.5 version

www.mbio.ncsu.edu/bioedit /bioedit.ntml) y se compararon con aquellas de Brevipalpus

disponibles en la base de datos del Centro para la Informacion Biotecnoldgica (National
Center for Biotechnology Information, NCBI).

3. Anadlisis filogenético

Las secuencias fueron analizadas y editadas con el programa Bioedit Sequence Alignment
Editor 7.2.5. El alineamiento de las secuencias consenso se realiz6 con MUSCLE, en el
software MEGA 6 (Tamura et al., 2007). Las secuencias de los dos grupos de &caros fueron
editadas y comparadas con otras presentes en el GenBank (Oliveira et al., 2014) y las
facilitadas por la Dra. Aline Daniele Tassi, Universidad de Sdo Pablo, Brasil (datos sin

publicar).

Se generaron tres arboles filogenéticos, dos para los fragmentos COI amplificados con los
iniciadores DNF-DNR (Navaja et al., 1998) y LCOI-HCOI (Folmer et al., 1994), y uno
para el fragmento 28S (D1-D2) amplificado con los iniciadores D23F-D6R (Park y Foighil,
2000). Para realizar los arboles se utilizaron como referencia grupos cercanos como
Cenopalpus y Raoiella. Para la seleccion del mejor modelo de sustitucién de nucleétidos
para la construccion de arboles se utilizé el programa jModelTest 2.1.10 (Darriba et al.,
2012), la construccion fue realizada en el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013), por el

método Neighbor-Joining con 5000 repeticiones.

D. PRUEBAS DE TRANSMISION DE CiLV-C Y OFV-citrus

12
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Una vez establecidas las colonias uni-parentales de Brevipalpus sp. (Tetipac), se confirmé
que estuvieran libres de CiLV-C y OFV-citrus. Para ello se extrajo ARN total de un grupo
de 20 individuos de la colonia con CTAB (Locali et al., 2003). Posteriormente se realiz6
RT-PCR utilizando el kit RNeasy Plant Mini Kit Qiagen OneStep RT-PCR (Cat. No.
210212) (Garcia-Escamilla et al., 2017) con los iniciadores MPF/MPR (Locali et al., 2003)
y CiLV-N-NPF/CiLVN-NPR (Roy et al., 2015b), para CiLV-C y OFV-citrus,

respectivamente.

1. Prueba de adquisicion

Se realizaron en el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados (19°27°46” N,
98°54°15” W), con 2243 m de altitud. Se utilizaron ejemplares de Brevipalpus sp. (Tetipac)
libres de virus procedentes de las colonias uni-parentales. Asimismo, se colectaron hojas de
naranja dulce con sintomas de leprosis de tipo citoplasmético en Huimanguillo, Tabasco, y
hojas de naranja agria con sintomas de leprosis de tipo nuclear, en Toliman, Querétaro.
Estos sitios son é&reas de prevalencia de CiLV-C y OFV-citrus, respectivamente
(SENASICA, 2013).

La presencia de CiLV-C en las hojas colectadas en Tabasco, asi como de OFV-citrus en las
colectadas en Querétaro, se confirmé mediante RT-PCR usando los iniciadores MPF/MPR
(Locali et al., 2003) y CiLV-N-NPF/CIiLVN-NPR (Roy et al., 2015b), respectivamente,
mediante el kit RNeasy Plant Mini Kit Qiagen OneStep RT-PCR (Cat. No. 210212), con
ligeras modificaciones realizadas por el Dr. Gang Wei, del National Plant Germoplasm and
Biotecnology Laboratory, del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(Beltsville, EE.UU), documentos WI-B-T-1-31 y WI-B-T-1-36, respectivamente (material

no publicado).

Para las pruebas de adquisicion se confeccionaron arenas de observacion con contenedores
plasticos de domo de 12x13x8 cm, en los cuales se colocé algoddn de forma que cubriera el
fondo; luego se agregaron a cada contenedor 100 ml de agua destilada para saturar el
algodon. Una vez listas las arenas, se tomaron hojas positivas a CiLV-C u OFV-citrus

(previamente revisadas y libres de &caros y otros artropodos), y se les coloco una linea de

13



pegamento STICK-BUG 50 en el borde del envés, luego de lo cual se les introdujo en las

arenas, con el envés hacia arriba (Figura 3).

Figura 3. Arenas empleadas para las pruebas de adquisiciéon de CiLV-C y OFV-citrus por
los acaros.

En las hojas se colocaron grupos de 15 &caros en estados de desarrollo de larvas, ninfas
(protoninfas mas deutoninfas, en proporciones no definidas) y hembras adultas, con 10
repeticiones de cada estadio. Los acaros de cada grupo se alimentaron en periodos de 24,
48 0 72 horas, después de las cuales se retiraron los individuos que se encontraban vivos y
se colocaron dentro de tubos Eppendorf de 1.5 ml para su almacenamiento a -80°C. Se
utilizaron adultos de B. californicus y B. yothersi como testigos positivos procedentes de
las colonias libres de virus, que se alimentaron de hojas infectadas con OFV-citrus o
CiLV-C, respectivamente. Asimismo, las hojas de cada repeticibn se colectaron,
etiquetaron y almacenaron a -80°C. Los acaros Y el tejido foliar se analizaron mediante RT-

PCR como se mencion6 anteriormente.
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2. Pruebas de inoculacién

Se colectaron ejemplares de las lineas uni-parentales y se corroboré que se encontraban
libres de CiLV-C y OFV-citrus por RT-PCR. Se colocaron 10 ninfas y 10 hembras adultas
sobre hojas con sintomas de leprosis y positivas a OFV-citrus durante 48 h para la

adquisicion el virus (procedimiento antes mencionado). Esta prueba se repitid 20 veces.

Una vez transcurridas las 48 h, los acaros se pasaron a plantas de A. thaliana o P. vulgaris,
usadas como indicadoras por Ramos-Gonzélez et al. (2017) y Kondo et al. (2003). Cada
tercer dia se observaron las plantas para registrar los sintomas durante 22 dias. Al término
de este tiempo las plantas fueron analizadas por RT-PCR (Locali et al., 2003). El producto

de PCR fue enviado para secuenciacion a Macrogen Inc., Corea.

Ademas de las plantas indicadoras, el procedimiento recién descrito se realizé en plantas de
Citrus sinensis var. Valencia de aproximadamente cinco meses, libres de CiLV-C y OFV-
citrus, lo que se confirmé mediante RT-PCR. Se tuvieron ocho repeticiones para cada uno
de los estados del &caro (larva, ninfa y hembra adulta), ocho repeticiones con B. yothersi
(alimentados durante cinco dias de hojas de naranja dulce positivas a CiLV-C) o B.
californicus (alimentados durante cinco dias de hojas de naranja agria positivas a OFV-
citrus), ocho repeticiones con acaros libres de virus de la colonias uni-parentales, mas ocho
repeticiones de un testigo absoluto en el que no se transfirié ningin &caro. Los acaros de
todos los tratamientos se transfirieron a plantas sanas de naranja donde permanecieron por
cinco meses. En este periodo se realiz6 registro fotografico de la aparicion de sintomas
cada 25 dias.

El primer experimento se llevé a cabo en el Campus Tabasco, Colegio de Postgraduados,
(17°59°10.45” N y 93°35°2.70” 0) con 22 m de altitud; el segundo ensayo se llevd a cabo en
Toliman, Querétaro (20°54'23.20"N y 99°55'41.55" 0), a 1574 m de altitud. En ambos
casos se utilizd un disefio completamente al azar; los acaros y el tejido vegetal se analizaron
mediante RT-PCR, con los iniciadores especificos para CiLV-C (Locali et al., 2003) y
OFV-citrus (Roy et al., 2015b).
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La RT-PCR se realizo con el protocolo de la National Plant Germoplasm and Biotecnology
(Beltsville, EE.UU) documento WI-B-T-1-31. La extraccién de ARN total se realizd con el
kit RNeasy Plant Mini Kit Qiagen OneStep RT-PCR (Cat. No. 210212), la mezcla de
reaccion para la RT-PCR consistio en 10 pL agua MG, 5 pL 5X Qiagen OneStep RT-PCR
Buffer, 1 uL Qiagen dNTPs (10mM), 3 uL MPF-MPR o0 NPF- NPR Primer Mix (2uM), 3
pL Nad5F-Nad5mr Primer Mix (2uM), 1 pL Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix y 2
pL de ARN total en un volumen final de 25 pL.

Las condiciones de amplificacion fueron: 50 °C por 30 min, 95 °C por 15 min; 40 ciclos:
95 °C por 15 seg, 56 °C (CiLV-C) o0 58 °C (OFV-citrus) por 30 seg y 72 °C por 30 seg y una
extension final de 72 °C por 10 min. Los productos de amplificacion se verificaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % tefiido con bromuro de etidio, a 90 volts
por 60 min y la visualizacion se realiz6 en fotodocumentador bajo luz UV. Los productos

de PCR se secuenciaron en Macrogen Inc., Corea.
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RESULTADOS

A. Obtencion y multiplicacion de Brevipalpus sp. (Tetipac).

Se obtuvo y preservo una colonia estable de Brevipalpus sp. (Tetipac) libre de virus en
condiciones de laboratorio durante el desarrollo del experimento. Se mantuvieron 45
naranjas agrias para el desarrollo de la cria durante un afio y seis meses, con lo cual se
conto con suficientes ejemplares para la realizacion de las pruebas de transmision (Figura
4).

meses sobre las arenas de cria de naranja agria.

B. Caracterizacion morfométrica

Se obtuvieron fotomicrografias SEM y DIC de Brevipalpus sp. (Tetipac) y B. californicus
(Texcoco), asi como fotografias DIC de B. californicus y B. lewisi, de sus respectivas series

tipo. Las primeras permitieron observar con gran aumento estructuras externas, mientras
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que con las segundas se observaron las espermatecas. Como referencia se usaron

fotografias de la galeria de Flat Mites of the World (http://idtools.org/id/mites/flatmites/).

Todos los acaros observados tenian sedas f2, palpos con cuatro artejos y tres sedas en el
tarso palpal; los ejemplares de B. californicus (tipo), asi como los identificados como B.
californicus (Texcoco) tenian dos solenidios en cada tarso Il, que los ubica en el grupo
californicus de acuerdo con el sistema de Baker y Tuttle (1987). En contraste, los
ejemplares de B. lewisi (tipo) y Brevipalpus sp. (Tetipac) tenian un solenidio en cada tarso

I1, lo que los ubica en el grupo cuneatus de acuerdo con el mismo sistema (Figuras 5y 6).

Las espermatecas presentaban forma de vesicula redondeada con presencia de una cresta o
corona en su parte final, la cual era similar entre las cuatro especies por lo que no era una
caracteristica contundente para separarlas. Lo anterior incluia a B. lewisi (tipo), ubicada por
Baker y Tuttle (1987) en el grupo cuneatus (Figura 7 A-D). Las microplacas de
Brevipalpus sp. (Tetipac) y B. californicus (colonia) tenian forma similar, de redondeada a
ovoide y presentaban crestas longitudinales en su superficie; estaban mas separadas en la
ultima especie (Figura 7 E y F). Para los ejemplares de las series “tipo”” de B. californicus y
B. lewisi no se tuvo acceso a las microplacas, debido que se encontraban en lamillas y no se
dispuso de ejemplares adicionales que se pudieran observar con microscopio electronico de

barrido.
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Figura 5. Solenidios en patas Il: A) Brevipalpus sp. (Tetipac); B) B. californicus
(Texcoco); C B. californicus (tipo); D) B. lewisi (tipo). A-B fotografias de
microscopia electronica (SEM-CNRF), C-D fotografias de microscopia DIC.
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Figura 6. Panoramicas de las ornamentaciones presentes en el cuerpo de los acaros (vista
dorsal): A) Brevipalpus sp. (Tetipac); B) B. californicus (Texcoco); C) B.
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californicus (tipo); D) B. lewisi (tipo). A-B fotografias de microscopia electronica
(SEM-CNREF), C-D fotografias de microscopia DIC.

Figura 7. A-D: fotomicrografias DIC de espermateca. A: Brevipalpus sp. (Tetipac); B: B.
californicus (Texcoco); C: B. californicus (tipo); D: B. lewisi (tipo). E-F:
fotomicrografias SEM de microplacas. E: Brevipalpus sp. (Tetipac); F: B.
californicus (Texcoco).

Las 37 mediciones realizadas para los cuatro grupos de especies se muestran en el Cuadro

3. De las caracteristicas antes mencionadas, en el andlisis univariado solamente se
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contemplaron 17 de ellas, dado que fueron las que cumplieron con los supuestos de
distribucion normal y homogeneidad de varianzas para realizar el ANOVA. En las
dimensiones lineales se observa que los valores de unas son significativamente mayores en
una especie o poblacién, mientras que otras son menores. Sin embargo, B. lewisi (tipo)
presentd en lo general las mayores dimensiones, tanto en el largo y ancho del idiosoma
como en la longitud de las sedas y la distancia entre ellas; en el otro extremo se encontro a
B. californicus (tipo), con las menores dimensiones y donde en 16 de 17 variables fue
significativamente diferente de B. lewisi (tipo). Por su parte, B. californicus (Texcoco) y
Brevipalpus sp. (Tetipac) se encontraron en posicion intermedia, formando un bloque en el

que fueron significativamente diferentes entre si en seis de las 17 variables analizadas.

El valor numérico asignado al grado de redondez de las reticulaciones del dorso del
propodosoma ubico a B. californicus (Texcoco) y a Brevipalpus sp. (Tetipac) en el mismo
grupo, sin diferencia significativa, mientras que B. californicus (tipo) y B. lewisi (tipo)
tuvieron grados de redondez significativamente inferiores y también diferentes entre si
(Cuadro 1); las reticulaciones de esta Ultima especie fueron claramente alargadas (Figura 6
D), caracter que se consider6 como caracteristica diagnostica en su descripcion original
(McGregor, 1949).
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Cuadro 3. Medias (xerror estandar, EE), minimos y maximos valores (um) observados en 36 caracteristicas analizadas por medio de ANOVA para
las hembras adultas de cuatro grupos de individuos de Brevipalpus (*).

Caracteristicas Brevipalpus sp. (Tetipac) B. californicus (Texcoco) B. californicus (tipo) B. lewisi (tipo)
evaluadas MediatE.E ~ Min  Max MediatE.E ~ Min  Max MediatE.E  Min  Max MediazE.E ~ Min  Max
Ancho del cuerpo 145,021,075, 45 13854057 A 131 1439 148,712244 1435 1558 156,59+194 1497 1817
(c3-c3) B B C
D':;g‘;‘iiinl“e 4281+062 A 372 482 42,76:038 A 381 453 4586t1,45B 418 50,1 46,49t086 C 412 54,2
D':;Zg‘;'giinl”e 18,650,328 16,2 215 17,6420,36 AB 14,6 20,7 18,37£029B 17,9 195 16,20¢031 A 143 18
D'Zf‘d”acs'af;ﬁg”e 5597+0,62 A 519 61,3 5326+056 A 481 57,6 61,11+129B 57,8 655 68,26:083C 639 775
D'Zf‘d”acs'afg_efg”e 73.44£077A 672 81 73624059 A 693 78,9 7928+225B 733 85,6 88,88:004C 793 947
D':ézgg'ﬁgfhnz“e 3513+036 B 329 38 31314047 A 27,8 355 37,67+059C 363 395 42,65:058D 39,1 46,3
Longitud sedasc2  9,39+022B 7,6 116 11,174022C 88 13 8,06:0,60A 65 98 9,72+028B 7,8 122
Longitud sedacl  7,06+0,10 AB 5,1 9 6,72¢+018A 5 82 6,31+049A 52 81 7.82+017B 67 9.2
Longitud sedad3  7,94+0,19B 58 9,2 755:0,17AB 62 88 6,84+047TA 54 84 7,78+017B 66 89
Longitud sedael  6,54#0,10C 58 7.4 532:t0,10A 46 61 567027 AB 47 63 6,14+t0,11BC 54 67
Longitud sedaf3  7,21:015A 59 82 721:015A 56 85 6,80t0,26 A 63 7,7 0,14+023B 8 118
Longitud sedahl  6,74:+0,17BC 52 88 568:0,12A 49 68 595046 AB 51 7.6 747£019C 6,1 9
Longitud sedaag  9,48+025B 6,9 118 6,80t021A 5 82 717+077TA 55 99 10,530,408 7,7 136
Longitud sedagl ~ 1349:034B 10 158 13,3820,33B 105 16,2 1147+128 A 7,8 152 1423t035B 114 167
Longgﬁiaﬁ'a"a 28,83:t027A 269 32 2751029 A 255 30 30,41:0,84 B 27,7 32,8 28,86:034 A 26,7 30,9
Ancho placa ventral 44,58+0,33 A 42,4 47,6 4575+0,39 A 42,4 48,6 50,51+0,67C 484 52,6 48,25+0,63 B 45,3 54
Factor ?g_gdo”dez 062+001C 05 07 0,60£001C 05 06 055:001B 05 06 041+001A 03 05
Largc(’vg‘f:]%erpo 214,93+1,49 200,78 223,78 202,19+093 1957 2115 210,88+7,94 1812 2257 231,18+2,78 21856 2665
D':;":‘jg?s'sginz“e 2044+055 2508 3551 32,23:030 299 342 30,64+0,74 287 326 32,23:047 2953 3577
Distanciasentre o5 051083 87,13 103,82 90,41+0,45 86,9 94,1 102,41+2,33 98,7 1114 100,31+1,15 97,05 11544

sedas scl-scl
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Distancias entre
sedas sc2-sc2
Distancias entre
sedas d1-d1
Distancias entre
sedas d3-d3
Distancias entre
sedas e3-e3
Distancias entre
sedas h1l-hl
Largo del
opistosoma (c1-h1)
Seda v2
Seda scl
Seda c3
Seda d1
Seda e3
Seda f2
Seda h2
Seda g2
Ancho placa genital
Largo placa ventral
Seda palpo-fémur

134,93+0,95

24,36+0,36

111,36+0,84

91,05+0,98

14,39+0,40

134,76+1,18

8,88+0,19
9,56+0,19
8,30+0,20
6,91+0,18
7,42+0,12
7,33+0,12
6,70+0,14
11,38+0,23
39,06+0,33
40,68+0,31
11,15+0,17

123,02 140,93

22,16

27,95

103,14 119,39

82,6

10,16

97,2

17,64

124,29 142,05

7,42
7,7
6,95
5,46
6,42
6,59
5,24
9,41
35,83
37,62
9,69

10,52
11,06
10,79
8,99
8,49
8,8
8,12
13,16
41,6
42,27
12,74

129,66+0,44

21,57+0,40

110,95+0,52

95,22+0,57

10,06+0,24

129,63+0,76

8,99+0,19
10,27+0,17
9,05+0,14
5,97+0,11
6,65+0,13
6,51+0,12
6,24+0,15
9,98+0,25
40,28+0,31
37,24+0,23
11,21+0,19

1256 133,3
16,9 245
106,0 1152
90,0 100,0
80 119
1253 138,0
71 10,5
80 118
73 10,3
51 7,1
53 75
5,6 8,2
4,9 7,5
78 125
36,7 43,0
347 391
10,0 132

138,66+1,86
24,84+2,06
119,58+2,43
100,64+1,25
12,36+0,37

129,18+7,66

6,25+0,14
7,41+0,61
7,44+0,27
6,27+0,23
6,12+0,35
6,71+0,24
6,10+0,38
10,25+0,81
45,03+0,49
36,11+1,14
11,32+0,82

133,0

18,7

112,5

97,2

114

99,4

6,0

54

6,6

5,8

51

6,0

55

8,6
43,7
31,9
9,2

1443

28,7

127,2

104,0

13,5

140,7

6.8

8,8

8.3

7.1

7.0

75

75

12,4
46,4
38,4
13,9

147,81+1,55

22,82+0,56

124,69+1,77

105,49+1,30

14,9+0,71

146,3+1,61

8,94+0,12
9,47+0,38
9,36+0,40
6,45+0,10
8,52+0,28
8,82+0,12
7,46+0,11
12,29+0,56
43,83+0,72
37,4+0,65
12,13+0,40

142,62 166,92

18,39

25,7

113,97 144,18

99,7

10,39

121,5

18,5

139,95 166,85

7,87
5,87
6,77
5,79
6,07
8,01
6,55
8,55
38,17
33,18
9,92

9,67
11,41
11,94

7,12
10,26

9,66

8,19
15,78
47,79
41,28

15,3

*Medias con diferente letra representan diferencias significativas entre si (Tukey P<0.05), comparacion de forma horizontal. Las demas
medidas no se incluyeron en el andlisis porque no cumplieron los supuestos de ANOVA (distribucion normal y homogeneidad de varianzas).
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En el analisis de componentes principales, los dos primeros componentes (CP1= 75.0%,
CP2=10.78%) explicaron 86% de la variabilidad total (Figura 8). En el caso del CP1, por su
valor ponderado (de mayor a menor peso), el orden de las variables fue: largo del cuerpo
(v2-h1), ancho del cuerpo (c3-c3), largo del opistosoma (c3-c3), distancia entre las sedas sc2-
sc2, d3-d3, f2-f2, f3-f3 y e3-e3. Para CP2, el valor ponderado de las variables fue: largo del
cuerpo (v2-hl), largo del opistosoma (c1-h2), distancia entre sedas e3-e3, f3-f3, d3-d3 y
ancho de la placa genital. Cabe resaltar que el andlisis separ6 a los individuos 56 [B.
californicus (tipo)] y 51 [B. lewisi (tipo)]; el resto de los individuos formaron un solo grupo,
sin separacion entre las putativas especies o poblaciones.

Valores de los componentes
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Figura 8. Componentes principales 1 y 2 analisis obtenido con 37 variables morfoldgicas
para las hembras adultas de los cuatro grupos de especies de Brevipalpus. Porcentaje

de la variacion explicada entre paréntesis. Cada nimero corresponde a un individuo
especifico, n=60.

El anélisis de conglomerados mostrd la presencia de al menos siete grupos (Figura 9) entre
las especies. Para la escogencia del mejor nimero de conglomerados se tomaron en cuenta

los criterios de CCC (cubic clustering criterion), Pseudo F (mide la separacion entre todos los
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grupos en el nivel actual) y Pseudo T2 (mide la separacion entre los dos grupos cercanos mas
unidos) (SAS Institute Inc, 2018). EI CCC indica que pueden ser siete u 11 conglomerados,
los valores para este parametro deben ser positivos; mientras mas alto sea el criterio Pseudo F
indica mejores numeros de conglomerados, para nuestro caso que deben ser 11
conglomerados. Para obtener el valor de Pseudo T2 se debe observar en la grafica el valor
mas alto de derecha a izquierda y el valor inmediato al valor més alto de izquierda a derecha
es el criterio a utilizar (SAS Institute Inc, 2018), con lo que indica que el nimero de
conglomerados puede ser siete u ocho (Figura 9).

Criterios usados en el niimero de conglomerados (clusters)
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Figura 9. Criterios para la determinacién del nimero de conglomerados. Lo anterior a partir
de las 37 variables morfométricas para hembras adultas de los cuatro grupos de
especies de Brevipalpus. La linea vertical indica el nimero de conglomerados que
representan al conjunto de datos del analisis de componentes principales.

Considerando los tres criterios anteriores y la distribucion de conglomerados en el
dendrograma (Figura 9), la poblacion se dividié en siete conglomerados, donde se separan
seis individuos de B. lewisi (tipo) y tres ejemplares de B. californicus (tipo), mientras todos

los individuos de Brevipalpus sp. 1 y B. californicus (colonia) se encuentran en el mismo
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grupo, en conjunto con algunos individuos de ambas series tipo. Utilizar esta cantidad de
conglomerados toma la mayor parte de la variacion de los datos utilizados (=0.85); es decir,
solamente tomando los siete conglomerados se explica mas de 85% de la variacion (Figura
10).

Dendrograma de conglomerados (clusters)
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Figura 10. Grupos de especies (conglomerados) obtenidos a partir de las 37 variables
morfologicas para hembras adultas de Brevipalpus segun el analisis multivariado.
BrevMx=Brevipalpus sp. (Tetipac); BcalifM=B. californicus (Texcoco); Bcalif_=B.
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californicus (tipo); Blewis= B. lewisi (tipo). LI linea vertical representa 85.78%
(0.8578) de la variacion de los componentes principales, expresada en valor de r?.

Los datos obtenidos en este estudio muestran que las cuatro especies analizadas forman un
mismo grupo (basandose en los 37 parametros en estudio) y segun la informacion presentada
no se pueden separar de forma morfométrica entre si (exceptuando algunos los puntuales

antes mencionados).

C. Caracterizacion molecular

Las secuencias de Brevipalpus sp. (Tetipac) amplificadas con DNF-DNR tuvieron una
similitud de 100% con B. californicus (No. de acceso KX100321.1 KX100319 vy
KX100299.1) mientras que para Brevipalpus californicus (Texcoco) fue 98% con B.
californicus (No. de acceso KX100321.1).

Las secuencias de Brevipalpus sp. (Tetipac) obtenidas con los iniciadores LCOI-HCOI
tuvieron una similitud del 90.9% con Tenuipalpidae no identificado (No. de acceso
MF749883.1); mientras que B. californicus (Texcoco) presentd una similitud de 84.2% con
Brevipalpus sp. (No. de acceso KY922443.1). Por otro lado, las secuencias de Brevipalpus
sp. (Tetipac) obtenidas con los iniciadores D23F-D6R presentaron una similitud de 94.1%
con Tenuipalpus sp. (No. de acceso KY922069.1 ), mientras que las secuencias de B.
californicus (colonia) tuvieron 92,5% de similitud con Tenuipalpus sp. (No. de acceso
KY922069.1). Las secuencias obtenidas con los iniciadores DNF-DNR de Brevipalpus sp.
(Tetipac). y B. californicus (Texcoco) tuvieron una similitud de 100% con ejemplares

identificados como B. californicus, haplotipo 2, por Salinas-Vargas et al. (2016).

Mediante el uso del programa jModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 2012) para obtener el mejor
modelo de sustituciéon de nucleétidos para la construccién de los arboles filogenéticos, el
mejor modelo para uno de los segmentos de COI (iniciadores DNF-DNR y D23F-D6R) fue
Kimura2-parameter model (TPM1) (Kimura, 1981), mientras que para el otro segmento de
COIl (iniciadores LCOI-HCOI) fue Tamura and Nei model (TrN+G) (Tamura & Nei, 1993).
Los arboles filogenéticos obtenidos se muestran en las Figuras 11, 12 y 13. Las secuencias
utilizadas para la realizacion de las filogenias de los fragmentos COI (DNF-DNR y LCOI-
HCOI) y 28S (D23F-D6R) se presentan en los cuadros 4, 5y 6.
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Cuadro 4. Identificacién de las secuencias utilizadas para la filogenia de Brevipalpus a partir
del fragmento COI (iniciadores DNF-DNR).

Especie Planta Pais Codigo _de Fuente
hospedera secuencias
Brewpqlpus SP. Cltru§ * México MK875980 Este estudio
(Tetipac) aurantium
B. californicus Citrus x = revico  MK875981 Este estudio
(Texcoco) aurantium
B. californicus Cltru§ x México MK875982 Este estudio
(Texcoco) aurantium
B. grupo ca_llformcus i Estz_;ldos KC291402 Oliveira (2014)
especie B Unidos
B. grupo call_formcus Rhododendron Brasil DQ789591 Oliveira (2014)
n. especie B sp.
B. californicus Citrus sinensis  Meéxico KX100321 Salinas-Vargas et
al. (2016)
B.grupo californicus  Thevetia 040 DQ789594  Oliveira (2014)
sp. peruviana
B. californicus Citrus sinensis ~ México KX100319 Salinas-Vargas et
al. (2016)
B. grupl?p[;rioenlus Ligustrum sp. Brasil KC291387 Oliveira (2014)
B. grup;(i)p[())rioenlms Citrus sinensis Brasil KF954951 Oliveira (2014)
B.n.grupo phoenicis  Malpighia 5, po7g9586  Oliveira (2014)
tipo 1 glabra
B. obovatus Camellia  Estados  rvaon098  Qliveira (2014)
sinensis Unidos
B. incongitus Cocos Brasil KC291390 Oliveira (2014)
nucifera
B. n. yothersi 1 Hibiscus sp. Brasil KC291369 Oliveira (2014)
B. yothersi Citrus sinensis ~ México KF955007 Oliveira (2014)
B. yothersi Citrus sinensis Brasil KF954967 Oliveira (2014)
B. yothersi Citrus sinensis Brasil KF954958 Oliveira (2014)
B. lewisi - China Hao et al. (2016)
Rodriguez et al.
Cenopalpus pulcher - - AY 320029 (2004)
. Van Leeuwen et al.
Tetranychus urticae - - EU345430 (2008)
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KC291369.1 B. n. yothersi 1

KF955007.1 B. yothersi
100 KF954967.1 B. yothersi

KC291390.1 B. incognitus

100

Brevipalpus lewisi
KC291402.1 B. grupo californcius especie B

94 9z - . o o
DQ789591.1 B. grupo californicus n especie B

B. californicus (colonia Mx-5)

92 YJB. californicus (colonia Mx-6)

a2

Brevipalpus sp. 1- Guerrero
KX100321.1 B. californicus
‘{ KX100319.1 B. californicus
DQT89594.1 B. grupo californicus sp

91 KF954951.1 B. papayensis
7 E KC291387.1 B. grupo phanecis tipo 1
DQ789586.1 B. n grupo phoenicis tipo 1
82 AY320028.1 B. obovatus
a3 |: KC291394.1 B. chilensis
100 KC291398.1 B.chilensis

AY320029.1 Cenopalpus pulcher

97

EU345430.1 Tetranychus urticae

0.02

Figura 11. Arbol filogenético realizado a partir del fragmento COI mitocondrial de 339 pb
amplificado con los iniciadores DNF-DNR de las especies de Brevipalpus, secuencias
recuperadas del GenBank. Valores de bootstrap superiores a 80, en cada rama.
Rectangulos de color rojo sefialan las secuencias obtenidas en este estudio.

Cuadro 5. Identificacidn de las secuencias utilizadas para la filogenia de Brevipalpus a partir
del fragmento COI (iniciadores LCOI-HCOI).

: Planta . Cddigo de
Especie hospedera Pals secuencias Fuente
Brevipalpus Citrus x México - Este estudio
sp. (Tetipac) aurantium
B. californicus Citrus México - Este estudio
(Texcoco) aurantium
Citrus sp. Brasil 22 Cisp SBS SP Tassi (2018)
Ptepdolobium sp.  Brasil 37 Ptsp_ARA_AL Tassi (2018)
Passiflora edulis  Brasil 118-Paed SIM MT Tassi (2018)
Ct'ﬁ”’de”qr“m Brasil 1-Ciith PIC SP Tassi (2018)
B. yothersi L(_)mS(t)nlae
lgustrum Brasil 51-Lisi PIC SP Tassi (2018)
sinense
Ligustrum Brasil 48-Lisi PIC SP Tassi (2018)
sinense
Ptepdolobium sp.  Brasil 41 Ptsp_ ARA_AL Tassi (2018)
Brevipalpus Delonix regia Brasil 100-Dere PIC SP Tassi (2018)
Sp. nueva 1
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Brevipalpus
sp. nueva 3

Brevipalpus
Sp. nueva 4

B. californcus
s.|2

B. ferraguti

Brevipalpus
Sp. nueva 2

B. obovatus

B. phoenicis

B. papayensis

B. oncidii

Cenopalpus
malus

Raoiella indica

Citrus sp.

Phoenix
roebelenii

Ligustrum
sinense
Cestrum

nocturnum

Delonix regia

Cestrum
nocturnum
Citrus sp.
Ligustrum

sinense

Coffea arabica

Brassia

verrucosa

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Australia

113-Cisp-TER_Pi
28-Phro_PIC_SP

49-LisiPIC SP
115-Ceno SBO SP
95-Dere_PIC_SP

101-Ceno SBO SP
109-Cisp 1BI SP
53-Lisi BRA
124-Coar CAM SP

36-Bvre TAS AUS
77Cenopalpus_Malus
81EU682431 R indica

Tassi (2018)
Tassi (2018)

Tassi (2018)
Tassi (2018)
Tassi (2018)

Tassi (2018)
Tassi (2018)
Tassi (2018)
Tassi (2018)
Tassi (2018)

Tassi (2018)
Tassi (2018)

31



64

(=]

63 [ 22-Cisp SBS SP* (x7)

73 IL 37_pisp ARA AL* (x3)

41-Pisp ARA AL®

48-Lisi PIC SP*

51-Lisi PIC SP* B. yothersi
1-Clth PIC SP* (x16)

a6 & 118-Paed SIN MT* (x5)

l: 100-Dere PIC SP*| Brevipalpus sp. nueva 1

113-Cisp-TER PI*| Brevipalpus sp. nueva 3
36-Brve TAS AUS* B. oncidii

28-Phro PIC SP* (x4)| Brevipalpus sp. nueva 4
49-Lis PIC S5P* (x3) | B, californicus s.I. 2

95

Brevipalpus sp. 1- Guerrero |

IB. californicus (colonia Mx-6) |

93

g1

—

115-Ceno SBO SP* (x4)| B. ferraguti
57 | 95-Dere PIC SP* (x5)| Brevipalpus sp. nueva 2

O oo

101-Ceno SBEO SP* (x4) | B. obovatus
— 109-Cisp [BI SP* (x4) | B. phoenicis
1 SFLISIFIC DF B. papayensis
a2 124-Coar CAM SP* (x8)
T7Cenopalpus Malus-1 (x4)

0.050

81EUE82431 R indica

Figura 12. Arbol filogenético realizado a partir del fragmento COI mitocondrial de 650 pb
amplificado con los iniciadores LCOI-HCOI de las especies de Brevipalpus,
secuencias proporcionadas por Tassi (2018) (datos sin publicar). Valores de bootstrap
superiores a 60, en cada rama. Rectangulos de color azul sefialan las secuencias

obtenidas en este estudio.

Cuadro 6. Identificacidn de las secuencias utilizadas para la filogenia de Brevipalpus a partir
del fragmento D1-D3 gen 28S (iniciadores D23F-D6R).

E . Planta Cadigo de
Specie hospedera secuencias Fuente

Brevipalpus sp.  Citrus x MK875164 Este estudio
(Tetipac) aurantium

B. californicus — Citrus x MK875165 Este estudio
(Texcoco) aurantium

L. sinense 48-Lisi PIC SP Tassi (2018)

B. yothersi Citrus sp. 22-Cips SBS SP Tassi (2018)

Thunbergia 105-Ther CAM SP Tassi (2018)



erecta

Ipomoea batatas  Brasil 37-Ptsp ARA AL Tassi (2018)
Brevipalpus sp. D. regia Brasil 28-Phro PIC SP Tassi (2018)
nueva 4
Brevipalpus sp.  Quillaja Chile 89-Qusa CHI Tassi (2018)
nueva 8 saponaria
Brevipalpus sp. D. regia Brasil  95-Dere BRA DF Tassi (2018)
nueva 2
B. calslflozrnlcus L. sinense Brasil 49-Lisi PIC Tassi (2018)
B. arauncanos Aristotelia Chile 61-Arch CHI Tassi (2018)
sl chilensis
B. obovatls L. sinense Brasil 42-Lisi BRA DF Tassi (2018)
' L. sinense Brasil 47-Lisi PIC SP Tassi (2018)
B. papayensis C. arabica Brasil 123-Coar CAM SP Tassi (2018)
B. ferraguti C. nocturnum Brasil 114-Ceno SBO SP
B. oncidii B. verrucosa  Australia  36-Bvre TAS AUS Tassi (2018)

Raoiella indica - - 81EU682431 R_indica Tassi (2018)

a4 42-Lisi BRA DF* (x4)| B. obovatus

123-Coar CAM SP* (x8)| B. papayensis

47-Lisi PIC 5P | B. obovatus

114-Ceno SBO SP* (x4)| B.ferraguti

61-Arch CHI (x6)) B. arauncanus s.l 1
95-Dere BRADF* (x4)| Brevipalpus sp. nueva 2
i §9-Qusa CHI" (x2)| Brevipalpus sp. nueva 8

[Brevipalpus sp. 1- Guerrero |

g9 499|_|—_|5 californicus (colonia Mx-8) |

a1 49-Lisi PIC SP* (x2)| B. californicus s.I 2
28-Phro PIC SP?| Brevipalpus sp. nueva 4
22 Cisp SBS SP* (x6)
37-Pisp ARA AL* (x4)
48-Lisi P
105-Ther CAM SP* (x4)
36-Brve TAS AUS™ | B. oncidii
JF928437Raoiella indica
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B. yothersi

OO
D:I
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Figura 13. Arbol filogenético realizado a partir del fragmento D1-D3 del gen 28S de 900 pb
amplificado con los iniciadores D23F-D6R de las especies de Brevipalpus, secuencias
proporcionadas por Tassi (2018) (datos sin publicar). Valores de bootstrap superiores
a 50, en cada rama. Rectangulos de color lila sefialan las secuencias obtenidas en este
estudio.
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De las secuencias obtenidas en los tres arboles filogenéticos se puede observar la separacion
de los diferentes linajes de los distintos grupos, B. yothersi, B. incognitus, B. californicus, B.
phoenicis y B. obovatus. El grupo californicus, donde se encuentran las secuencias de
Brevipalpus sp. (Tetipac) y B. californicus (Texcoco), se agrupa con B. lewisi, ubicada por
Baker y Tuttle (1987) en el grupo cuneatus por tener un solo solenidio en cada uno de los

tarsos IlI.

Los resultados de las secuencias obtenidas con el par de segmentos de la region mitocondrial
(COl) y del fragmento D1-D3 del gen 28S son consistentes con los datos del estudio de
morfometria. Por lo anterior, Brevipalpus sp. (Tetipac) es un linaje de B. californicus sensu
lato, aberrante por poseer un solo par de solenidios en los tarsos de las patas I1. Por ello se le
designa de aqui en adelante como una poblacion aberrante de B. californicus.

D. Pruebas de transmisién de CILV-C y OFV-citrus

CiLV-C se detect6 en hembras adultas a las 24 y 48 horas después de la alimentacion sobre
tejido vegetal infectado (1 de 10 en ambos casos). En larvas y ninfas no se detect6 al virus
luego de 24, 48, 0 72 h de alimentacion en hojas infectadas. Por otro lado, todos los estados
de desarrollo del acaro fueron capaces de adquirir al OFV-citrus: larvas (28 de 30), ninfas (29
de 30) y hembras adultas (27 de 30) (Cuadro 7). Estos resultados se corroboraron mediante
RT-PCR (Figuras 14 y 15). Las secuencias de los segmentos amplificados de CiLV-C
presentaron una similitud de 97% con Citrus leprosis virus-Cytoplasmic (No. de acceso
KR093133 y KR093133), mientras que las del OFV-citrus tuvieron una similitud del 98%
con Orchid fleck virus-citrus (No. de acceso KF209275.2, KJ195893.1 y KJ195893.1,
KF209275.2).
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Cuadro 7. Adquisicion de CiLV-C y OFV-citrus por diferentes estados de desarrollo de la
poblacion aberrante de B. californicus [Brevipalpus sp. (Tetipac)].

Tiempos de adquisicién Tiempos de adquisicion
Estado de CiLV-C OFV-citrus
desarrollo o a8nh 72h 24h  48h  72h
Larvas 0/10 0/10 0/10 9/10* 10/10 9/10
Ninfas 0/10 0/10 0/10 9/10 10/10 10/10
Hembras adultas ~ 1/10* 1/10 0/10 8/10 9/10 10/10

*Positivo (grupos de 15 &caros)/total de repeticiones

- P " - > e

112 13 14 15 MM

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la deteccién de CiLV-C usando los
iniciadores MPF/MPR (339 pb); MM, marcador de peso molecular 1 kb; carriles 1,
larvas 24 h (éste y los demas representan el tiempo del que dispusieron los &caros para
adquirir el virus); 2, ninfas 24 h; 3, hembras adultas 24 h; 4, larvas 48 h.; 5, ninfas 48
h; 6, hembras adultas 48 h; 7-9, larvas 24 h; 10-11, hembras adultas 24 h; 12, 4caros
libres de virus; 13-14, positivo B. yothersi viruliferos; 15, blanco agua. MM (Gen
ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific).
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la deteccion de OFV-citrus usando
los iniciadores CiLV-N-NPF/CILV-N-NPR (681 pb.); MM, marcador de peso
molecular 1 kb; carriles 1-3, larvas 24 h (éste y los demaés representan el tiempo del
que dispusieron los &caros para adquirir el virus); 4-6, ninfas 24 h.; 7-9, hembras
adultas 24h; 10-12, larvas 48h; 13-15, ninfas 48 h; 16-17, hembras adultas 48 h.; 18-
20, larvas 72 h; 21-23, ninfas 72 h; 24, hembras adultas 72 h.; 25, positivo (OFV-
citrus); 26, acaros libres de virus; 27, blanco agua. MM (Gen ruler 100bp Plus Lader,
Thermo Scientific).

E. Pruebas de inoculacion de CiLV-C y OFV-citrus

En plantas de A. thaliana y P. vulgaris que se inocularon con ninfas y hembras de la
poblacion aberrante de B. californicus alimentadas previamente sobre hojas de naranja agria
infectadas con OFV-citrus, no se observaron sintomas de clorosis o necrosis, similares a los
descritos por Kondo et al. (2003) y Ramos-Gonzélez et al. (2017), 20 dias después de la
infestacion. Estos resultados se confirmaron mediante una prueba de RT-PCR a dichas

plantas (Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la deteccion de OFV-citrus usando
los iniciadores CiLV-N-NPF/CIiLV-N-NPR (681 pb.); MM, marcador de peso
molecular 1 kb; tejido vegetal de Phaseolus vulgaris; carriles 1-3, hembras adultas 48
h (éste y los demas representan el tiempo del que dispusieron los &caros para adquirir
el virus); 4-6, ninfas 48 h.; 7, positivo (OFV-citrus); 8, testigo sin acaros; 9, blanco
agua. MM (Gen ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific).

180 bp ey

MM 10 11 12

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la deteccion de OFV-citrus usando
los iniciadores CiLV-N-NPF/CiLV-N-NPR (681 pb.); MM, marcador de peso
molecular 1 kb; tejido vegetal de Arabidopsis thaliana; carriles 1-5, hembras adultas
48 h (éste y los demas representan el tiempo del que dispusieron los acaros para
adquirir el virus); 6-9, ninfas 48 h.; 10, positivo (OFV-citrus); 11, testigo sin acaros;
12, blanco agua. MM (Gen ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific).
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De los ensayos realizados en campo para inoculacion del CiLV-C, en ninguna de las
evaluaciones (20, 42 y 84 dias) y tratamientos utilizados se observo la presencia de
sintomatologia asociada a leprosis de los citricos; dichos resultados se corroboraron con la
prueba de RT-PCR (Figura 18). En las plantas ubicadas en Tolimén, Querétaro, donde se
probd la inoculacion de OFV-citrus, se observaron sintomas similares a leprosis desde la
segunda evaluacién (57 dias después inoculacion, DDI), en dos repeticiones del tratamiento
de ninfas (Figura 19) y en una de las repeticiones de larvas (Figura 20). En una de las
repeticiones de plantas infestadas por ninfas y adultos de B. californicus (Texcoco),
previamente alimentados con hojas infectadas con OFV-citricos, aparecieron sintomas de
leprosis y se confirmaron que estaban infectadas por dicho virus, mediante RT-PCR (Figura
21).

En el material restante procesado mediante RT-PCR no se detect6 al virus (Figura 21). A los
126 dias después de la inoculacion en las plantas de C. sinensis var. Valencia, las lesiones
provocadas por la alimentacién de los acaros eran muy pequefias, no se reconocieron
visualmente como tipicas de leprosis tipo nuclear y resultaron negativas a OFV-citrus por
RT-PCR. Estas muestras fueron revisadas por medio de un microscopio estereoscopico, pero
a los 126 dias de la inoculacion no se logré recuperar acaros (ningun estado de desarrollo) de

las hojas.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la deteccion de CiLV-C en la
poblacion aberrante de Brevipalpus californicus [Brevipalpus sp. (Tetipac)] usando
los iniciadores MPF/MPR (339 pb); MM, marcador de peso molecular 1 kb; carril 1,
larvas R1; 2, larvas R2; 3, larvas R3; 4, larvas R4; 5, ninfas R1; 6, ninfas R2; 7, ninfas
R3; 8, ninfas R4; 9, hembras adultas R1; 10, hembras adultas R2; 11, hembras adultas
R3; 12, hembras adultas R4; 13, acaros libres de virus; 14, blanco agua. MM (Gen
ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific).

0 DDI 27 DDI

Figura 19. Hojas con sintomas tipicos de leprosis tipo nuclear (OFV-citrus) para plantas
inoculadas con ninfas en la poblacion aberrante B. californicus [Brevipalpus sp.
(Tetipac)], alimentadas durante cinco dias en hojas con OFV-citrus. DDI= dias
después de inoculacion.
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Figura 20. Hojas con sintomas tipicos de leprosis tipo nuclear (OFV-citrus) para plantas
inoculadas con larvas en la poblacion aberrante B. californicus alimentadas durante 5
dias en hojas con OFV-citrus. DDI= dias después de inoculacion.

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la deteccion de OFV-citrus usando
los iniciadores CiLV-N-NPF/CiLV-N-NPR (681 pb.); MM, marcador de peso
molecular 1 kb; carriles 1, larvas R1; 2, larvas R2; 3, larvas R3; 4, ninfas R1; 5, ninfas
R2; 6, ninfas R3; 7, hembras adultas R1; 8, hembras adultas R2; 9, hembras adultas
R3; 10, acaros libres de virus; 11, testigo absoluto; 12, negativo; 13, positivo de OFV-
citrus (B. californicus); 14, blanco agua. MM (Gen ruler 100bp Plus Lader, Thermo
Scientific).
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DISCUSION

El comportamiento de la colonia de Brevipalpus sp. (Tetipac), luego reconocido como una
poblacién aberrante de B. californicus, fue estable durante todo el tiempo que se mantuvo su
cria. Chiavegato (1986) observé un mejor desarrollo de B. phoenicis sobre frutos de naranja,
donde pueden pasar de huevos a adultos en 14 dias. Por otra parte, Chiavegato y Kharfan
(1993) mencionan que los frutos de naranja favorecen el desarrollo adecuado de los acaros y
son un sustrato eficiente para su establecimiento. Estos resultados concuerdan con los del

presente estudio donde se llegaron a tener hasta 500 &caros por naranja utilizada.

En la determinacion de la identidad de la especie de interés, ahora designada como una
poblacién aberrante B. californicus, se tomaron en cuenta en principio caracteristicas
morfoldgicas presentadas en claves taxondmicas, asi como en descripciones originales y
redescripciones, cuando las primeras eran muy breves o incompletas. Por el nimero de
solenidios en los tarsos de las patas Il, entre otras caracteristicas, los ejemplares en estudio
corresponderian a B. lewisi; sin embargo, desde la descripcion original de esta especie
(McGregor, 1949) y varias redescripciones (Baker, 1949; Meyer y Ryke, 1959), se resaltd
que tiene ornamentaciones (areolas) en la parte centrolateral del propodosoma mucho mas
largas que anchas, caracter que no presentaban los ejemplares de la poblacién aberrante B.
californicus, en los que las areolas se semejaban mas a las de B. californicus, donde son
aproximadamente redondas o poligonales (Figura 6 A-D). Este hecho se confirm6 cuando se

midio el grado de redondez de dichas estructuras (Cuadro 1).

Pese a la larga historia del uso del numero de solenidios en claves taxonémicas (Baker, 1949;
Pritchard y Baker, 1958; Flat Mites of the World) y formacion de grupos de especies con ese
criterio (Meyer, 1979; Baker y Tuttle, 1987), varios autores, como de Leon (1961) y Baker y
Tuttle (1964) han observado que este caracter es inestable; incluso algunos ejemplares
pueden tener un solenidio en un tarso y dos en otro (Kitajima et al., 2010; Navia et al., 2013).
Por ello, en este estudio se confrontaron los datos de morfométria con el analisis de
fragmentos de secuencias genomicas, luego de lo cual los &caros de interés resultaron
coespecificos con B. californicus, las cuales tuvieron 100% de similitud en un marcador del
gen COI con ejemplares que tenian dos solenidios en los tarsos Il (No. de acceso KX100319

y KX100321, Salinas-Vargas et al. 2016). De lo anterior resalta que pueden haber
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identificaciones erroneas y que los datos de distribucion, gama de hospedantes, etc.,

asignados a B. lewisi y B. californicus, deben revisarse o simplemente no son validos.

Aunque el analisis univariado de las series tipo de B. californicus y B. lewisi consideré como
entidades separadas, en el analisis multivariado no se reconocieron claramente grupos y
ejemplares de ambas series tipo se agruparon con los ahora designados B. californicus
(Texcoco) y la poblacion aberrante B. californicus (Figuras 8 y 10). Los ejemplares 51 [B.
lewisi (tipo)] y 56 [B. californicus (tipo)] se apartaron por sus dimensiones, uno por ser
particularmente grande y otro por ser muy pequefio (Figura 8). Se observd variacion en
ambas series tipo y al parecer en ambas hay heterogeneidad, con la presencia de morfotipos
que ameritan una cuidadosa revision. Colectar acaros de ambas especies en su localidad tipica
y la designacion de neotipos puede ser una tarea de gran ayuda para definir la posicion

taxondmica de B. californicus y B. lewisi.

Lamentablemente no se cuenta con muestras de ADN que pudieran servir para confrontar
datos morfoldgicos con moleculares en las dos series tipo estudiadas. Con la colecta de
nuevos ejemplares en la localidad tipica ese problema podria resolverse. Sin embargo, debe
destacarse que B. lewisi parece mucho mas cercana a especies ubicadas en el grupo

californicus que a otras del grupo cuneatus (segun la clasificacién de Baker y Tuttle, 1987).

Al revisar ejemplares de especies del grupo cuneatus depositados en el Systematic
Entomology Laboratory, Beltsville Agricultural Research Station, asi como las ilustraciones
de Baker y Tuttle (1987), puede verse que la mayor parte de las especies ubicadas en el
grupo cuneatus tienen ornamentaciones tipo “rugulose-lacunose”, al menos en parte del
dorso, mientras que en B. californicus y B. lewisi son de tipo “areolate” (Harris, 1979).
Asimismo, las espermatecas de la poblacion aberrante de B. californicus, (Texcoco) y (tipo),
asi como las de B. lewisi (tipo) son todas similares (Figura 7 A-D), lo que sugiere mayor
cercania taxonémica. En lo anterior coinciden Welbourn et al. (2003) y Hao et al. (2016),
quienes observaron que la quetotaxia de las patas de B. lewisi es practicamente idéntica a la
de B. californicus, donde la Unica diferencia apreciable es el nimero de solenidios en los

tarsos 1.

La presencia de diferentes patrones en las microplacas que cubren el cuerpo de los
tenuipalpidos puede convertirse en un caracter Gtil para la separacion de especies (Beard et
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al., 2015), caso que no sucedio en este estudio, dado que las microplacas de la poblacion
aberrante de B. californicus y B. californicus (Texcoco) fueron practicamente iguales. No
obstante, este criterio es nuevo y requiere de equipo que posea gran aumento para adecuada
observacion; por ejemplo, microscopia de electrénica de barrido (SEM), la cual puede no ser

accesible para todos los investigadores.

En el manejo y prevencion de plagas se debe identificar con total certeza la especie con la
que se trabaja, mas en el caso del género Brevipalpus, dada la presencia de diferentes
especies cripticas (Childers y Rodrigues, 2011; Navia et al., 2013; Beard et al., 2015). Cada
especie de acaros puede presentar distintas adaptaciones a condiciones climaticas,
hospederos y enemigos naturales (Navia et al., 2013); por ello la identificacion correcta de

los especimenes es vital.

Por lo anterior es fundamental contrastar el analisis morfolégico con el molecular para definir
la identidad de especies. Navia et al. (2013) hacen referencia a la importancia de la
combinacion de ambas técnicas de identificacion, en el caso de Brevipalpus, para revelar la
aparicion de especies cripticas y evitar incongruencias en la identidad de las mismas.
Consecuentemente, en el presente estudio se ubico a la poblacion aberrante de B. californicus

en el grupo californicus y no en cuneatus, si sélo se hubieran usado las claves taxondmicas.

Las variaciones morfologicas podrian deberse al proceso de reproduccion del grupo, dado
que en Brevipalpus la partenogénesis es telitoquia (Weeks et al., 2001), donde la bacteria
simbionte Cardinium es la responsable de producir la feminizacién de los huevos sin
fertilizar (Kitajima et al. 2007). Este simbionte podria estar provocando cierta hibridacion en
los acaros (Navia et al., 2013), caso similar por el que pasan los biotipos de moscas blancas
(Thierry et al., 2011), con lo que estarian dando cambios fenotipicos y de adaptacion para el

B. californicus aberrante en comparacion a las demas especies del grupo.

En esta investigacion, se realizo el reporte donde la poblacion aberrante de B. californicus
posee la capacidad de adquirir el CiLV-C y el OFV-citrus, con mucha mas eficiencia para
este ultimo. Garcia-Escamilla et al. (2017) comprobaron la capacidad de B. yothersi para
adquirir CiLV-C por B. yothersi y de B. californicus para adquirir OFV-citrus por B.
californicus, pero ninguna de estas dos especies fue capaz de adquirir ambos virus de forma

conjunta. En contraste, B. papayensis si posee la capacidad de adquirir dos distintos virus,
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CiLV-C y CoRSV (Coffee ringspot virus) (Nunes et al., 2018); estos datos comprueban la
habilidad que poseen los &caros de este género de ser vectores de varios virus de plantas,

como sucedid en la presente investigacion.

Arabidopsis thaliana es una especie muy utilizada para observar las interacciones planta-
patdgeno, por mostrar sintomas de infeccion viral en pocos dias, aunque éstos no
necesariamente son iguales a los que se presentan en los hospedantes originales (Nishimura
& Dangl, 2010). Por ejemplo, Arena et al. (2016) tuvieron éxito en la transmisién de CORSV
y CICSV (Clerodendrum chlorotic spot virus) (posibles miembros del género
Dichorhavirus), por B. yothersi a A. thaliana. Similarmente, Ramos-Gonzalez et al. (2017)
demostraron la capacidad de B. phoenicis sensu stricto de transmitir CiLV-N a A. thaliana.
Estos resultados contrastan con los obtenidos en la presente investigaciéon, dado que no se
presentaron sintomas visibles en A. thaliana luego de 25 dias de alimentacion con la

poblacién aberrante de B. californicus putativamente infectados con OFV-citrus.

El frijol también ha mostrado su utilidad como planta indicadora de virus, especificamente
causantes de leprosis. Garita et al. (2014) tuvieron éxito en la transmision de CiLV-C a frijol
por medio de B. yothersi, mientras que Kondo et al. (2003) transmitieron el OFV de
orquideas a frijol por B. californicus. En contraste, cuando se utiliz6 esta planta indicadora
para probar la transmision del OFV-citrus por ninfas, larvas y hembras adultas de la
poblacién aberrante de B. californicus, no se presentaron sintomas ni se detectd al virus por

RT-PCR en ningln caso.

En las pruebas de inoculacion de OFV-citrus a naranja dulce, se observaron sintomas
parecidos a los de leprosis a partir de los 27 y hasta los 128 dias posteriores a la alimentacién
de los acaros infectados (OFV-citrus) consistentes en lesiones muy pequefias que fueron
progresando en el tiempo. Estas lesiones se debian observar con detenimiento dado que eran
pequefias. De acuerdo con Duran-Trujillo (2017), en el caso de naranja dulce las lesiones de
tipo nuclear en estados tempranos son casi imperceptibles, pero mantienen bordes con un
halo verduzco hasta que a los ocho meses se pueden observar con claridad estas lesiones en
Citrus sinensis var. Valencia. Sin embargo, en la presente investigacion, 126 dias despues de
la infestacion con la poblacion aberrante de B. californicus potencialmente viruliferos, las

muestras con sintomas que se procesaron por RT-PCR resultaron negativas.
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En la prueba de inoculacion del CiLV-C llevada a cabo en Céardenas, Tabasco, no se
desarrollaron sintomas de leprosis y todas las muestras de tejido asintomatico analizadas por
RT-PCR resultaron negativas. Este fue un resultado esperado porque en las pruebas de
adquisicion del CiLV-C por parte de la poblacion aberrante de B. californicus sélo se
encontraron dos casos positivos en 180 repeticiones, lo que sugiere una baja, casi nula,
capacidad para adquirir el virus, 0 un proceso enzimatico de degradacion del virus, que no
permite su deteccion por RT-PCR. En este resultado se coincide con Garcia-Escamilla et al.
(2017), quienes observaron transmision del CiLV-C sélo por B. yothersi.

Los ejemplares de B. californicus usados por Garcia-Escamilla et al. (2017) con los que se
demostro la capacidad de esta especie para adquirir e inocular el OFV-citrus fueron tomados
de la misma colonia uniparental que se usé en el presente estudio y que aqui se denominaron
B. californicus (Texcoco). Por la cercania taxonomica de estos &caros con la poblacion
aberrante de B. californicus, se esperaba que esta especie tuviera un comportamiento similar;
de hecho, lo tuvo en parte, ya que fue capaz de adquirir OFV-citrus. Ali et al. (2017)
mostraron que individuos de Brevipalpus oncidii colectados en campo de plantas infectadas
con OFV portaban dicho virus, pero una vez que se dejé a estos acaros incubando sin
alimentarse por 48 horas, el OFV ya no era detectable por RT-PCR. Lo anterior fue similar a
lo observado en esta investigacion, donde la poblacidn aberrante de B. californicus pudo
adquirir OFV-citrus pero no inocularlo a plantas sanas y tampoco fue detectado por RT-PCR.
Lo anterior sugiere que puede haber accidén enzimatica contra el virus en las membranas del
intestino o en glandulas salivales que no permite la correcta transferencia del patdégeno a
tejido susceptible (Kondo et al., 2017).

Dado que en el epitelio del intestino medio de B. californicus se genera un sincitio
consistente en células polinucleares debido a la infeccion con Dichorhavirus (OFV, CiLV-N,
CICSV y CoRSV)(Kitajima et al., 2003; Kondo et al., 2003; Dietzgen et al., 2018) y que las
larvas poseen la capacidad de tener en su cuerpo a las particulas virales hasta su etapa adulta,
el modo de transmision se considera persistente, circulativo y replicativo (Dietzgen et al.,
2018). Este hecho refuerza la idea de que la poblacion aberrante de B. californicus no es un
vector eficiente de OFV-citrus, a pesar de ser una especie emparentada con B. californicus.
Sin embargo, es necesario realizar mayor cantidad de estudios para corroborar y entender los

mecanismos que no le permiten ser vector de este virus.
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Por todo lo anteriormente expuesto, se postula que la poblacion aberrante de B. californicus,
aunque morfoldgica y molecularmente es muy cercano a las poblaciones de B. californicus
que portan dos solenidios en los tarsos I, es un biotipo incapaz de transmitir el OFV-citrus, o

su eficiencia es tan baja que no pudo ser comprobada con los métodos empleados.
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CONCLUSIONES

Se identificd a Brevipalpus sp. (Tetipac) como una poblacién aberrante de B.
californicus por medio de caracteristicas morfométricas y moleculares, que puede
identificarse erréneamente si se usa la clasificacion tradicional empleada para el

género Brevipalpus.

La poblacion aberrante de B. californicus adquiere con facilidad el OFV-citrus
después de 24 horas (82 de 90 casos) de alimentarse en tejidos con sintomas de la
enfermedad; en contraste, puede adquirir el CiLV-C pero en una baja proporcion (2 de

90 casos).

La poblacion aberrante de B. californicus no puede inocular el CiLV-C o el OFV-
citrus en plantas indicadoras (A. thaliana y P. vulgaris) ni en plantas de C. sinensis

var. Valencia.

La poblacion aberrante de B. californicus no puede ser vector de la leprosis de los
citricos tipo citoplasmatico (CiLV-C) y nuclear (OFV-citrus) en Citrus sinensis var.
Valencia.

Para la correcta identificacion de las diferentes especies de Brevipalpus es necesaria la

utilizacion de caracteristicas morfométricas y moleculares.
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