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Determinación morfométrica-molecular de una población aberrante de Brevipalpus 

californicus y su papel como vector de Citrus leprosis virus (CiLV-C y OFV-citrus), 

Juan Manuel Ávalos Cerdas, M. en C. 

Colegio de Postgraduados, 2019 

 

RESUMEN 

 

Se realizó la caracterización morfométrica y molecular de la población aberrante de 

Brevipalpus californicus y se determinó su capacidad de adquirir e inocular los virus de la 

leprosis de los cítricos tipos citoplasmático (CiLV-C) y nuclear (OFV-citrus). Para la parte 

morfométrica, se realizó un estudio fotográfico con las especies la población aberrante de 

B. californicus, designada como Brevipalpus sp. (Tetipac) por su sitio de colecta, B. 

californicus (designados como “Texcoco”, procedentes de una población fundada a partir 

de una hembra colectada en Texcoco, México), B. lewisi y B. californicus, las dos últimas 

con ejemplares de sus respectivas series tipo. En ejemplares de cada una de estas especies 

se midieron 37 características morfométricas y se compararon por análisis univariado y 

multivariado (componentes principales). En el estudio molecular se utilizaron ejemplares 

de la población 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), así como un segmento del gen 28S (iniciadores D23F-D6R). 

Con las secuencias obtenidas se construyeron árboles de filogenia por el método Neighbor-

Joining. Las pruebas de adquisición de CiLV-C y OFV-citrus se realizaron con larvas, 

ninfas y hembras adultas (15 ácaros por repetición en 10 repeticiones por estadio), 

confinadas durante periodos de 24, 48 y 72 h en hojas de naranja con positivas a leprosis 

citoplasmática o nuclear. Las pruebas de transmisión se llevaron a cabo en Cárdenas, 

Tabasco (CiLV-C) y en Tolimán, Querétaro (OFV-citrus), México. En este estudio, 25 

ácaros (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 plántulas de 

Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris o Citrus sinensis var. Valencia. La detección de 

dichos virus se realizó mediante RT-PCR con los iniciadores MPF/MPR (CiLV-C) y CiLV-

N-NPF/CiLVN-NPR (OFV-citrus). En la caracterización morfométrica solo 17 
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características fueron significativamente diferentes entre especies, según el análisis 

univariado. El análisis multivariado mostró que la población aberrante de Brevipalpus sp. 

(Tetipac) y B. californicus (Texcoco) no son entidades separadas. La caracterización 

molecular mostró que Brevipalpus sp. (Tetipac) es un linaje cercano a B. californicus sensu 

lato. En dos repeticiones hubo adquisición 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 síntomas luego de la infestación con la población aberrante de Brevipalpus 

sp. (Tetipac) infectados con OFV-citrus. En plantas de C. sinensis mantenidas en Tolimán, 

Querétaro, se observaron síntomas asociados con OFV-citrus. Sin embargo en ningún caso 

este virus fue detectado por RT-PCR.     

 

PALABRAS CLAVE: relación morfométrica, relación filogenética, leprosis de cítricos, 

Tenuipalpidae, Acari.  
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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 Cárdenas, Tabasco (CiLV-C) 

and in Tolimán, 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 Tolimán, 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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INTRODUCCIÓN 

 

Los ácaros de la familia Tenuipalpidae (Acari: Trombidiformes: Tetranychoidea) son 

comúnmente llamados ácaros planos o falsas arañitas rojas. Todos los ácaros de esta familia 

son fitófagos obligados y son capaces de causar daños directos al alimentarse de las células 

del mesófilo de las plantas huéspedes (Mesa et al., 2009). Los tenuipálpidos se distinguen 

de los de otras familias de la superfamilia Tetranychoidea por poseer palpos simples (sin 

una proyección en forma de uña 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 daño a los cultivos de interés agrícola: 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 económicas de mayor 

impacto en la agricultura (Mesa et al., 2009; NAPPO, 2014).  

 

Los ácaros del género Brevipalpus tienen especial importancia por ser polífagos, estar 

distribuidos en todo el mundo y presentar alta capacidad para transmitir virus, de donde 

nace la expresión de virus transmitidos por Brevipalpus (VTBr o BTV, siglas en inglés) 

(Navia et al., 2013). Dentro de los principales y más importantes VTBr se encuentran los 

causantes de la leprosis de los cítricos, los cuales se dividen en los tipos citoplasmáticos: 

Citrus leprosis virus-Cytoplasmic 1 y 2 (CiLV-C 1 y 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-González et al., 2017).  

 

El declive de los cítricos, 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 causó 

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

 



 

2 

 

La leprosis de los cítricos se encontró por primera vez en México en el estado de Chiapas, 

en 2004, y desde su primer hallazgo se inició una campaña que ha contenido su 

diseminación (Childers y Rodrigues, 2011; Rodrigues y Childers, 2013). Recientemente se 

ha determinado la presencia de los tipos citoplasmático y nuclear en la parte sur y centro de 

México (Izquierdo et al., 2011; Roy et al., 2015a). Según 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 Potosí, Sinaloa 

Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas.    

 

Se ha comprobado la capacidad de B. californicus para transmitir OFV-citrus, así como la 

de B. yothersi para transmitir CiLV-C (García-Escamilla et al., 2017). En México, la 

distribución de estos virus es alopátrica 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 distribución de estos virus con el clima; CiLV-C en zonas cálidas (Izquierdo-Castillo et 

al., 2011) y OFV-citrus hacia zonas templadas (Domínguez et al., 2001; Bastianel et al., 

2010).  

 

El uso de plantas indicadoras para el estudio de leprosis de los cítricos se ha realizado con 

la finalidad de reducir el tiempo de aparición de síntomas; por ejemplo, se corroboró la 

capacidad de B. yothersi para transmitir CiLV-C en plantas de Phaseolus vulgaris, al 

generar lesiones necróticas en cinco días (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 síntomas de CiLV-C tres veces más rápido que plantas de Citrus sinensis 

(Arena et al., 2016); A. thaliana, luego ocho a diez días de ser inoculada con B. phoenicis 

sensu stricto infectados con CiLV-N, desarrolló lesiones cloróticas (Ramos-González et al., 

2017). A. thaliana es una especie ampliamente utilizada en estudios de la interacción 

planta-patógeno (Nishimura y Dangl, 2010). 
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García-Escamilla et al. (2017) concluyeron que la asociación de los diferentes virus 

causantes de leprosis con un ácaro vector es específica, por lo cual la correcta identificación 

de los ácaros es fundamental. Welbourn et al. (2003), Mesa et al. (2009) y Navia et al. 

(2013) observaron variaciones intraespecíficas dentro del género Brevipalpus; ese hecho, 

así como el pequeño tamaño de estos ácaros, ha llevado a identificaciones erróneas y a que 

muchas supuestas especies en realidad sean sinónimos. Estos errores de identificación han 

persistido durante muchos años.  

 

Por la variación intraespecífica y la existencia de complejos, muchas especies del género 

Brevipalpus se hacen indistinguibles cuando se aplican los criterios morfológicos 

tradicionales para identificarlos (Navia et al., 2013). Estos criterios de morfológicos tan 

variables deben ser cotejados con técnicas moleculares para detectar las especies crípticas 

dentro de grupos (Bickford et al., 2007). Con un análisis cuidadoso de características 

morfológicas y uso de microscopio electrónico de barrido, Beard et al. (2015) demostraron 

que el complejo de especies del grupo B. phoenicis en realidad está formado por ocho 

especies. Por otra parte, Navia et al. (2013), con bases morfológicas y moleculares, 

describieron a Brevipalpus incognitus Ferragut & Navia y la definieron como especie 

críptica, no reconocible si sólo se identificaba con base en su morfología. 

 

Brevipalpus lewisi  McGregor es un ácaro fitófago que suele encontrarse en zonas áridas 

(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 limón y causa pérdidas 

considerables a los productores (Childers y Rodrigues, 2011; Childers et al., 2013; Kerns et 

al., 2011).  

 

Según Ochoa et al. (2016a), por el momento no hay registros de la presencia de B. lewisi en 

cítricos en México, pero sí en China (Hao et al., 2016), Sudáfrica (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 ácaro (Ochoa et al., 2016a); sin 

embargo, la variación morfológica interespecífica en Brevipalpus es tan amplia (Rodriguez 

y Childers, 2013; Ochoa et al., 2016a; Ochoa et al., 2016b), que se pueden presentar 
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diferencias morfológicas aún sin descubrir, y se requieren estudios nuevos para corroborar 

la existencia de esta especie y su posible asociación 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"O), se colectaron ejemplares de ácaros del 

género Brevipalpus que se identificaron tentativamente como B. lewisi, con base en sus 

características diagnósticas presentadas por Baker (1949) y Baker y Tuttle (1987); 

básicamente, por la presencia de un solenidio en cada una de las patas del segundo par y la 

presencia de las sedas f2, aunque las ornamentaciones de la cutícula  semejaban más las de 

B. californicus. Con estos ejemplares se fundó una colonia en frutos de naranja agria y se 

les designó como Brevipalpus sp. (Tetipac). Partiendo del supuesto de que se trataba de B. 

lewisi o una especie cercana, se llevó a cabo el presente trabajo, con el objetivo inicial de 

corroborar su identidad específica, y segundo, probar su capacidad como vector de CiLV-C 

y OFV-citrus. 
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OBJETIVOS 

 

I. Determinar de forma morfométrica y molecular la identidad de Brevipalpus sp. 

(Tetipac).  

II. Analizar el proceso de transmisión de CiLV-C y OFV-citrus por Brevipalpus sp. 

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

 

 

HIPÓTESIS 

 
 Brevipalpus sp. (Tetipac) es morfométrica y molecularmente igual a otras especies 

de grupo californicus.  

 El ácaro Brevipalpus sp. (Tetipac) puede adquirir e inocular CiLV-C u OFV-citrus.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

A. OBTENCIÓN Y MULTIPLICACIÓN DE Brevipalpus sp. (Tetipac). 

Se muestrearon plantas de naranja dulce y limón mexicano (Citrus aurantifolia (Christm.) 

Swingle) ubicados en Muyuapan, municipio de Tetipac, estado de Guerrero, México 

(18°37'32.81"N; 99°41'56.79"O), considerados como zonas libres de leprosis de los 

cítricos. Las muestras consistieron en frutos, hojas y ramas tomados de los cuatro puntos 

cardinales de cada árbol, los cuales se transportaron al Laboratorio de Acarología, Campus 

Montecillo, Colegio de Postgraduados, para su revisión e identificación microscopio 

estereoscópico (Carl Zeiss 475022). Con base en las características visibles (Baker y Tuttle, 

1987), los ácaros se identificaron como cercanos a B. lewisi y se designaron Brevipalpus sp. 

(Tetipac). 

 

Una vez que se obtuvieron los ácaros, se establecieron colonias uni-parentales o isolíneas 

(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 solución 

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 fisiológico que resultó apropiado para 

el establecimiento de colonias de Brevipalpus sp. (Tetipac).   
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Una vez secas, las naranjas fueron revisadas en microscopio estereoscópico para corroborar 

que estaban libres de ácaros u otros organismos, a los que se definió como contaminantes. 

Transcurrido este tiempo, cada una de las naranjas se sumergió ¾ partes en parafina 

derretida a temperatura de 69°C a 75°C y se dejaron enfriar para la formación de una capa 

en su superficie. Posteriormente, se preparó mezcla de harina de trigo, arena y yeso (1:1:1) 

y agua hasta que se formó pasta espesa, la cual se aplicó con pincel sobre la parte no 

cubierta con parafina para formar un círculo de 2 cm de diámetro. Al secarse, la pasta 

forma una costra que los ácaros utilizan como sustrato para su establecimiento (García-

Escamilla et al., 2017) (Figura 2). 

 

 

  
 

Figura  2. Naranjas agrias habilitadas como arenas de cría utilizadas para el 

establecimiento de colonias uni-parentales de Brevipalpus sp. (Tetipac).  

 

Finalmente, en cada naranja, justo al borde de la parafina, se trazó una línea de pegamento 

para plagas agrícolas STICK-BUG 50 (Alterna Agro, México), para evitar que las hembras 

se escapen y sólo queden confinadas a una zona. En cada naranja se colocó una hembra 
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adulta para que ovipositara; cuando había puesto al menos un huevo, se extrajo para su 

montaje con el fin de corroborar su identidad.  

 

Las colonias se mantuvieron a 24-27ºC y 40-50% de humedad relativa, con iluminación led 

de 14.76 µmol/m2 s y fotoperiodo 12:12 h. Semanalmente se revisaron cada una de las 

naranjas, para observar el desarrollo y estado de la población de ácaros; asimismo, los 

frutos se reemplazaban cuando se empezaban a marchitar para evitar  deterioro de las 

colonias y tener suficientes ácaros para la realización de las pruebas de transmisión. Las 

naranjas de remplazo fueron obtenidas del Campus Montecillo del Colegio de 

Postgraduados y lugares aledaños al municipio de Texcoco, Estado de México, considerada 

como zona libre de leprosis (SENASICA, 2013; SENASICA, 2016).      

 

B. CARACTERIZACIÓN MORFOMÉTRICA  

Se realizó con dos poblaciones de ácaros, una identificada con criterios morfológicos como 

B. californicus; la otra, identificada como Brevipalpus sp. (Tetipac). Cada población fue 

obtenida a partir de una colonia uni-parental o isolínea, la primera del municipio de 

Texcoco, Estado de México (19º27´46.42”N; 98º54´14.75”O) y la segunda de Tetipac, 

Guerrero (18°37'32.81”N; 99°41'56.79”O), México.  

 

Ácaros 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 solución de KOH al 10% (para aclaración 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 solución de Hoyer (Krantz y Walter, 2009).  Las 

láminas se colocaron en estufa (Felisa mod.132) a 40°C por siete días 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 características 

observadas con la descripción 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/
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Además de la identificación por microscopia de contraste de fases y DIC, se procesaron 

ácaros para microscopia electrónica 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 pasándolos por distintas diluciones de 

alcohol etílico (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 ácaros se llevaron a secadora de 

punto crítico (Samdri-780ª marca Tousimis, EE.UU) mediante la incorporación de CO2; 

finalmente fueron recubiertos con oro (Fine Coat ion sputter JFC-1100 marca Jeol, Japón) 

para observación con él SEM.  

 

Se tomaron 37 mediciones en cada uno de los ejemplares (Cuadro 3) y se usó la 

terminología de la quetotaxia de los ácaros propuesta por Beard et al. (2015) y Tassi 

(2018). Cada medida se hizo a partir de fotomicrografías con microscopio óptico contraste 

de fases (Carl Zeiss GmbH Primo Star mod. 314800509) y microscopio óptico DIC (Carl 

Zeiss fotomicroscopio 3), a magnificaciones de 640 a 1000X. Las mediciones se presentan 

en micrómetros (µm) y van seguidas de los valores mínimo y máximo entre paréntesis. El 

factor de redondez tiene el intervalo de 0 (totalmente alejado de la redondez) a 1 (redondez 

perfecta); de cada individuo se estimó la media aritmética. Las láminas utilizadas para este 

estudio se encuentran en la colección de laboratorio de Acarología, 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 fotomicrografías de 

ejemplares de la colección del Systematic Entomology Laboratory, Beltsville Agricultural 

Research Center, USDA, EE.UU. Estas fotomicrografías se tomaron mediante la técnica 

DIC con microscopio Carl Zeiss Axioplan 2 y se utilizaron como comparación de las 

características de las poblaciones de México. Dentro de estas características también se 

tomó como referencia la comparación entre las espermatecas y microplacas (Brevipalpus 

sp. (Tetipac) y B. californicus procedente de Texcoco. Todas las imágenes obtenidas fueron 

editadas con él programa GIMP 2.8.22.  
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La longitud de las sedas individuales se midió 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 fotografías. Cada variable fue 

medida con el software ImageJ 1.52ª, basada en la escala obtenida de cada una de las 

fotografías incluidas en este estudio. 

 

Los valores de cada variable se sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) y 

comparación múltiple de Tukey (α=0.05); los grupos a comparar fueron los ejemplares de 

B. californicus procedentes de la colonia establecida, los cuales en lo sucesivo se 

designarán 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 análisis conjunto de todas las variables se utilizó 

análisis multivariado, donde se realizó, (1) análisis de los componentes principales (ACP) y 

(2) análisis de conglomerados  (CLUSTER). Todos los análisis se realizaron con el 

software estadístico SAS versión 9.4. 

 

C. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR 

  

1. Extracción de ADN 

Se extrajo ADN total de grupos de 10 ácaros B. californicus (Texcoco) y Brevipalpus sp. 

(Tetipac), procedentes de las colonias uni-parentales con el kit QIAamp DNA Micro kit 

(Cat. No. 56304), según el protocolo del fabricante con modificaciones (Klimov & 

OConnor, 2008).  

 

2. Amplificación mediante PCR 
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Se realizó con GoTag® G2 Green Master Mix de Promega (Cat. No. M7822) con 

iniciadores que amplifican los segmentos D1-D3 (gen 28S) y COI (región mitocondrial) 

(Cuadro 1). La mezcla de reacción consistió en 12.5 µL de 2X Go Tag® G2 Green Master 

Mix, 2.5 µL iniciador sentido (10 µM), 2.5 µL iniciador antisentido (10 µM) y 2.5 µL MG 

agua. El volumen de la mezcla fue de 20 µL, a la cual se le adicionaron 5 µL de ADN 

molde (volumen final de 25 µL). La reacción de amplificación se realizó en termociclador 

Thermo Scientific Type 5020 (modelo ITCA0096) con los programas indicados en el 

Cuadro 2.  

 

 

Cuadro 1. Iniciadores específicos utilizados para la PCR y secuenciación de los segmentos 

específicos de ADN de los dos grupos de ácaros.   

Región de ADN Iniciadores (5´-3´) Referencia 

D1-D3 (28S) 
D23F GAGAGTTCAAGAGTACGTG Park y Foighil 

(2000) D6R CCAGCTATCCTGAGGGAAACTTGG 

    
 

  

COI (mitocondrial) 
DNF TACAGCTCCTATAGATAAAAC Navajas et al. 

(1996) DNR TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG 

    
 

  

COI (mitocondrial) 
LCOI1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. 

(1994) HCOI2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

  

 

 

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

D23F-

D6R 

  35 ciclos     

95ºC/3min 95ºC/45s 50ºC/1min 30s 72ºC/1min 10s 72ºC/10 min 10ºC ∞ 

LCOI-

HCOI 

  40 ciclos     

95ºC/3min 95ºC/45s 53ºC/30s 72ºC/1min 10s 72ºC/10 min 10ºC ∞ 

DNF-

DNR 

  35 ciclos     

95ºC/4min 
92ºC/ 

1min 
50ºC/1min 72ºC/1min 72ºC/10 min 4ºC ∞ 
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Los productos de la amplificación se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1.2% teñido con bromuro de etidio con un marcador de peso molecular de 1 kb a 90 volts 

por 60 min en cámara de electroforesis Thermo Scientific (modelo 7309 B1) y se 

visualizaron en un fotodocumentador Quantium Vilber Lourmart (serial Nº13 200819) bajo 

luz UV.  

 

El producto de PCR se purificó y secuenció por la empresa Macrogen Inc, Korea. Las 

secuencias obtenidas se editaron  en el programa BioEdit (7.2.5 versión 

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

disponibles en la base de datos del Centro para la Información Biotecnológica (National 

Center for Biotechnology Information, NCBI). 

 

3. Análisis filogenético  

Las secuencias fueron analizadas y editadas con el programa Bioedit Sequence Alignment 

Editor 7.2.5. El alineamiento de las secuencias consenso se realizó con MUSCLE, en el 

software MEGA 6 (Tamura et al., 2007). Las secuencias de los dos grupos de ácaros 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 São Pablo, Brasil (datos sin 

publicar).  

 

Se generaron tres árboles 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 árboles se utilizaron como referencia grupos cercanos como 

Cenopalpus y Raoiella. Para la selección del mejor modelo de sustitución de nucleótidos 

para la construcción de árboles se utilizó el programa jModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 

2012), la construcción fue realizada en el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013), por el 

método Neighbor-Joining con 5000 repeticiones.  

 

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

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit%20/bioedit.html
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Una vez establecidas las colonias uni-parentales de Brevipalpus sp. (Tetipac), se confirmó 

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 realizó 

RT-PCR utilizando el kit RNeasy Plant Mini Kit Qiagen OneStep RT-PCR (Cat. No. 

210212) (García-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 adquisición  

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 síntomas de leprosis de tipo citoplasmático en Huimanguillo, Tabasco, y 

hojas de naranja agria con síntomas de leprosis de tipo nuclear, en Tolimán, Querétaro. 

Estos sitios son áreas de prevalencia de CiLV-C y OFV-citrus, respectivamente 

(SENASICA, 2013).  

 

La presencia de CiLV-C en las hojas colectadas en Tabasco, así como de OFV-citrus  en las 

colectadas en Querétaro, se confirmó mediante RT-PCR usando los iniciadores MPF/MPR 

(Locali et al., 2003) y CiLV-N-NPF/CiLVN-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 adquisición se confeccionaron arenas de observación con contenedores 

plásticos de domo de 12x13x8 cm, en los cuales se colocó algodón de forma que cubriera el 

fondo; luego se agregaron a cada contenedor 100 ml de agua destilada para saturar el 

algodón. Una vez listas las arenas, se tomaron hojas positivas a CiLV-C u OFV-citrus 

(previamente revisadas y libres de ácaros y otros artrópodos), y se les colocó una línea de 
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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 adquisición de CiLV-C y OFV-citrus por 

los ácaros.  

 

En las hojas se colocaron grupos de 15 ácaros en estados de desarrollo de larvas, ninfas 

(protoninfas más deutoninfas, en proporciones no definidas) y hembras adultas, con 10 

repeticiones de cada estadio. Los ácaros de cada grupo  se alimentaron en  periodos de 24, 

48 o 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 -80ºC. 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 repetición se colectaron, 

etiquetaron y almacenaron a -80ºC. Los ácaros y el tejido foliar se analizaron mediante RT-

PCR como se mencionó anteriormente.  
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2. Pruebas de inoculación 

Se colectaron ejemplares de las líneas uni-parentales y se corroboró que se encontraban 

libres de CiLV-C y OFV-citrus por RT-PCR. Se colocaron 10 ninfas y 10 hembras adultas 

sobre hojas con síntomas de leprosis y positivas a OFV-citrus durante 48 h para la 

adquisición el virus (procedimiento antes mencionado). Esta prueba se repitió 20 veces. 

 

Una vez transcurridas las 48 h, los ácaros se pasaron a plantas de A. thaliana o P. vulgaris, 

usadas como indicadoras por Ramos-González et al. (2017) y Kondo et al. (2003). Cada 

tercer día se observaron las plantas para registrar los síntomas  durante  22 días. Al término 

de este tiempo las plantas fueron analizadas por RT-PCR (Locali et al., 2003). El producto 

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

 

Además de las plantas indicadoras, el procedimiento recién descrito se realizó en plantas de 

Citrus sinensis var. Valencia de aproximadamente cinco meses, libres de CiLV-C y OFV-

citrus, lo que se confirmó mediante RT-PCR. Se tuvieron ocho repeticiones para cada uno 

de los estados del ácaro (larva, ninfa y hembra adulta), ocho repeticiones con B. yothersi 

(alimentados durante cinco días de hojas de naranja dulce positivas a CiLV-C) o B. 

californicus (alimentados durante cinco días de hojas de naranja agria positivas a OFV-

citrus), ocho repeticiones con ácaros libres de virus de la colonias uni-parentales, más ocho 

repeticiones de un testigo absoluto en el que no se transfirió ningún ácaro. Los ácaros de 

todos los tratamientos se transfirieron a plantas sanas de naranja donde permanecieron por 

cinco meses. En este período se realizó registro fotográfico de la aparición de síntomas 

cada 25 días.  

 

El primer experimento se llevó a cabo en el Campus Tabasco, Colegio de Postgraduados, 

(17º59´10.45” N y 93º35´2.70” 0) con 22 m de altitud; el segundo ensayo se llevó a cabo en 

Tolimán, Querétaro (20°54'23.20"N y 99°55'41.55" 0), a 1574 m de altitud. En ambos 

casos se utilizó un diseño completamente al azar; los ácaros y el tejido vegetal se analizaron 

mediante RT-PCR, con los iniciadores específicos para CiLV-C (Locali et al., 2003) y 

OFV-citrus (Roy et al., 2015b).   
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La RT-PCR se realizó con el protocolo de la National Plant Germoplasm and Biotecnology 

(Beltsville, EE.UU) documento WI-B-T-1-31. La extracción de ARN total se realizó con el 

kit RNeasy Plant Mini Kit Qiagen OneStep RT-PCR (Cat. No. 210212), la mezcla de 

reacción para la RT-PCR consistió en 10 µL agua MG, 5 µL 5X Qiagen OneStep RT-PCR 

Buffer, 1 µL Qiagen dNTPs (10mM), 3 µL MPF-MPR o  NPF- NPR Primer Mix (2µM), 3 

µL Nad5F-Nad5mr Primer Mix (2µM), 1 µL Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix y 2 

µL de ARN total en un volumen final de 25 µL.  

 

Las condiciones de amplificación fueron: 50 ºC por 30 min, 95 ºC por 15 min;  40 ciclos: 

95 ºC por 15 seg, 56 ºC (CiLV-C) o 58 ºC (OFV-citrus) por 30 seg y 72 ºC por 30 seg y una 

extensión final de 72 ºC por 10 min. Los productos de amplificación se verificaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % teñido con bromuro de etidio, a 90 volts 

por 60 min y la visualización se realizó en fotodocumentador bajo luz UV. Los productos 

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

 

A. Obtención y multiplicación de Brevipalpus sp. (Tetipac). 

Se obtuvo y preservó 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 cría durante un año y seis meses, con lo cual se 

contó con suficientes ejemplares para la realización de las pruebas de transmisión (Figura 

4).  

 

 

  

Figura  4. Desarrollo de la colonia de Brevipalpus sp. (Tetipac) luego de un año y seis 

meses sobre las arenas de cría de naranja agria. 

 

B. Caracterización morfométrica 

Se obtuvieron fotomicrografías SEM y DIC de Brevipalpus sp. (Tetipac) y B. californicus 

(Texcoco), así como fotografías 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 

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

 

Todos los ácaros observados tenían sedas f2, palpos con cuatro artejos y tres sedas en el 

tarso palpal; los ejemplares de B. californicus (tipo), así como los identificados como B. 

californicus (Texcoco) tenían dos solenidios en cada tarso II, 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) tenían un solenidio en cada tarso 

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

 

Las espermatecas presentaban forma de vesícula 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 

característica 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) tenían forma similar, de redondeada a 

ovoide y presentaban crestas longitudinales en su superficie; estaban más separadas en la 

última 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 electrónico de 

barrido.   

 

 

 

 

 

 

 

 
A) B) 

http://idtools.org/id/mites/flatmites/
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Figura  5. Solenidios en patas II: A) Brevipalpus sp. (Tetipac); B) B. californicus 

(Texcoco); C B. californicus (tipo); D) B. lewisi (tipo). A-B fotografías de 

microscopia electrónica (SEM-CNRF), C-D fotografías de microscopia DIC. 
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Figura  6. Panorámicas de las ornamentaciones presentes en el cuerpo de los ácaros (vista 

dorsal): A) Brevipalpus sp. (Tetipac); B) B. californicus (Texcoco); C) B. 
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californicus (tipo); D) B. lewisi (tipo). A-B fotografías de microscopia electrónica 

(SEM-CNRF), C-D fotografías de microscopia DIC.     

   

 
 

Figura  7. A-D: fotomicrografías DIC de espermateca. A: Brevipalpus sp. (Tetipac); B: B. 

californicus (Texcoco); C: B. californicus (tipo); D: B. lewisi (tipo). E-F: 

fotomicrografías 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 características antes mencionadas, en el análisis univariado solamente se 

G) 
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contemplaron 17 de ellas, dado que fueron las que cumplieron con los supuestos de 

distribución 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 población, mientras que otras son menores. Sin embargo, B. lewisi (tipo) 

presentó 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 encontró 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 posición intermedia, formando un bloque en el 

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

 

El valor numérico asignado al grado de redondez de las reticulaciones del dorso del 

propodosoma ubicó 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 sí 

(Cuadro 1); las reticulaciones de esta última especie fueron claramente alargadas (Figura 6 

D), carácter que se consideró como característica diagnóstica en su descripción original 

(McGregor, 1949). 
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Cuadro 3. Medias (±error estándar, EE), mínimos y máximos valores (µm) observados en 36 características analizadas por medio de ANOVA para 

las hembras adultas de cuatro grupos de individuos de Brevipalpus (*).   

 

Características 

evaluadas  

Brevipalpus sp. (Tetipac)   B. californicus (Texcoco)   B. californicus (tipo)   B. lewisi (tipo) 

Media±E.E Min Max   Media±E.E Min Max   Media±E.E Min Max   Media±E.E Min Max 

Ancho del cuerpo 

(c3-c3) 

145,02±1,07 

B 
133,1 151   138,54±0,57 A 131 143,9   

148,71±2,44 

B 
143,2 155,8   

156,59±1,94 

C 
149,7 181,7 

Distancias entre 

sedas c1-c1 
42,81±0,62 A 37,2 48,2   42,76±0,38 A 38,1 45,3   45,86±1,45 B 41,8 50,1   46,49±0,86 C 41,2 54,2 

Distancias entre 

sedas e1-e1 
18,65± 0,32 B 16,2 21,5   17,64±0,36 AB 14,6 20,7   18,37±0,29 B 17,9 19,5   16,29±0,31 A 14,3 18 

Distancias entre 

sedas f2-f2 
55,97±0,62 A 51,9 61,3   53,26±0,56 A 48,1 57,6   61,11±1,29 B 57,8 65,5   68,26±0,83 C 63,9 77,5 

Distancias entre 

sedas f3-f3 
73,44±0,77 A 67,2 81   73,62±0,59 A 69,3 78,9   79,28±2,25 B 73,3 85,6   88,88±0,94 C 79,3 94,7 

Distancias entre 

sedas h2-h2 
35,13±0,36 B 32,9 38   31,31±0,47 A 27,8 35,5   37,67±0,59 C 36,3 39,5   42,65±0,58 D 39,1 46,3 

Longitud seda sc2 9,39±0,22 B 7,6 11,6   11,17±0,22 C 8,8 13   8,06±0,60 A 6,5 9,8   9,72±0,28 B 7,8 12,2 

Longitud seda c1 7,06±0,10 AB 5,1 9   6,72±0,18 A 5 8,2   6,31±0,49 A 5,2 8,1   7,82±0,17 B 6,7 9,2 

Longitud seda d3 7,94±0,19 B 5,8 9,2   7,55±0,17 AB 6,2 8,8   6,84±0,47 A 5,4 8,4   7,78±0,17 B 6,6 8,9 

Longitud seda e1 6,54±0,10 C 5,8 7,4   5,32±0,10 A 4,6 6,1   5,67±0,27 AB 4,7 6,3   6,14±0,11 BC 5,4 6,7 

Longitud seda f3 7,21±0,15 A 5,9 8,2   7,21±0,15 A 5,6 8,5   6,80±0,26 A 6,3 7,7   9,14±0,23 B 8 11,8 

Longitud seda h1 6,74±0,17 BC 5,2 8,8   5,68±0,12 A 4,9 6,8   5,95±0,46 AB 5,1 7,6   7,47±0,19 C 6,1 9 

Longitud seda ag 9,48±0,25 B 6,9 11,8   6,80±0,21 A 5 8,2   7,17±0,77 A 5,5 9,9   10,53±0,40 B 7,7 13,6 

Longitud seda g1 13,49±0,34 B 10 15,8   13,38±0,33 B 10,5 16,2   11,47±1,28 A 7,8 15,2   14,23±0,35 B 11,4 16,7 

Longitud placa 

genital 
28,83±0,27 A 26,9 32   27,51±0,29 A 25,5 30   30,41±0,84 B 27,7 32,8   28,86±0,34 A 26,7 30,9 

Ancho placa ventral 44,58±0,33 A 42,4 47,6   45,75±0,39 A 42,4 48,6   50,51±0,67 C 48,4 52,6   48,25±0,63 B 45,3 54 

Factor de redondez 

(0-1) 
0,62±0,01 C 0,5 0,7   0,60±0,01 C 0,5 0,6   0,55±0,01 B 0,5 0,6   0,41±0,01 A 0,3 0,5 

Largo del cuerpo 

(v2-h1) 
214,93±1,49 200,78 223,78 

 
202,19±0,93 195,7 211,5 

 
210,88±7,94 181,2 225,7 

 
231,18±2,78 218,56 266,5 

Distancias entre 

sedas v2-v2 
29,44±0,55 25,08 35,51 

 
32,23±0,30 29,9 34,2 

 
30,64±0,74 28,7 32,6 

 
32,23±0,47 29,53 35,77 

Distancias entre 

sedas sc1-sc1 
95,05±0,83 87,13 103,82 

 
90,41±0,45 86,9 94,1 

 
102,41±2,33 98,7 111,4 

 
100,31±1,15 97,05 115,44 
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Distancias entre 

sedas sc2-sc2 
134,93±0,95 123,02 140,93 

 
129,66±0,44 125,6 133,3 

 
138,66±1,86 133,0 144,3 

 
147,81±1,55 142,62 166,92 

Distancias entre 

sedas d1-d1 
24,36±0,36 22,16 27,95 

 
21,57±0,40 16,9 24,5 

 
24,84±2,06 18,7 28,7 

 
22,82±0,56 18,39 25,7 

Distancias entre 

sedas d3-d3 
111,36±0,84 103,14 119,39 

 
110,95±0,52 106,0 115,2 

 
119,58±2,43 112,5 127,2 

 
124,69±1,77 113,97 144,18 

Distancias entre 

sedas e3-e3 
91,05±0,98 82,6 97,2 

 
95,22±0,57 90,0 100,0 

 
100,64±1,25 97,2 104,0 

 
105,49±1,30 99,7 121,5 

Distancias entre 

sedas h1-h1 
14,39±0,40 10,16 17,64 

 
10,06±0,24 8,0 11,9 

 
12,36±0,37 11,4 13,5 

 
14,9±0,71 10,39 18,5 

Largo del 

opistosoma (c1-h1) 
134,76±1,18 124,29 142,05 

 
129,63±0,76 125,3 138,0 

 
129,18±7,66 99,4 140,7 

 
146,3±1,61 139,95 166,85 

Seda v2 8,88±0,19 7,42 10,52 
 

8,99±0,19 7,1 10,5 
 

6,25±0,14 6,0 6,8 
 

8,94±0,12 7,87 9,67 

Seda sc1 9,56±0,19 7,7 11,06 
 

10,27±0,17 8,0 11,8 
 

7,41±0,61 5,4 8,8 
 

9,47±0,38 5,87 11,41 

Seda c3 8,30±0,20 6,95 10,79 
 

9,05±0,14 7,3 10,3 
 

7,44±0,27 6,6 8,3 
 

9,36±0,40 6,77 11,94 

Seda d1 6,91±0,18 5,46 8,99 
 

5,97±0,11 5,1 7,1 
 

6,27±0,23 5,8 7,1 
 

6,45±0,10 5,79 7,12 

Seda e3 7,42±0,12 6,42 8,49 
 

6,65±0,13 5,3 7,5 
 

6,12±0,35 5,1 7,0 
 

8,52±0,28 6,07 10,26 

Seda f2 7,33±0,12 6,59 8,8 
 

6,51±0,12 5,6 8,2 
 

6,71±0,24 6,0 7,5 
 

8,82±0,12 8,01 9,66 

Seda h2 6,70±0,14 5,24 8,12 
 

6,24±0,15 4,9 7,5 
 

6,10±0,38 5,5 7,5 
 

7,46±0,11 6,55 8,19 

Seda g2 11,38±0,23 9,41 13,16 
 

9,98±0,25 7,8 12,5 
 

10,25±0,81 8,6 12,4 
 

12,29±0,56 8,55 15,78 

Ancho placa genital 39,06±0,33 35,83 41,6 
 

40,28±0,31 36,7 43,0 
 

45,03±0,49 43,7 46,4 
 

43,83±0,72 38,17 47,79 

Largo placa ventral 40,68±0,31 37,62 42,27 
 

37,24±0,23 34,7 39,1 
 

36,11±1,14 31,9 38,4 
 

37,4±0,65 33,18 41,28 

Seda palpo-fémur 11,15±0,17 9,69 12,74   11,21±0,19 10,0 13,2   11,32±0,82 9,2 13,9   12,13±0,40 9,92 15,3 

 

*Medias con diferente letra representan diferencias significativas entre sí (Tukey P<0.05), comparación de forma horizontal. Las demás 

medidas no se incluyeron en el análisis porque no cumplieron los supuestos de ANOVA (distribución normal y homogeneidad de varianzas).  
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En el análisis 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-h1), largo del opistosoma (c1-h2), distancia entre sedas e3-e3, f3-f3, d3-d3 y 

ancho de la placa genital. Cabe resaltar que el análisis separó a los individuos 56 [B. 

californicus (tipo)] y 51 [B. lewisi (tipo)]; el resto de los individuos formaron un solo grupo, 

sin separación entre las putativas especies o poblaciones.  

 

 

 
Figura  8. Componentes principales 1 y 2 análisis obtenido con  37 variables morfológicas 

para las hembras adultas de los cuatro grupos de especies de Brevipalpus. Porcentaje 

de la variación explicada entre paréntesis. Cada número corresponde a un individuo 

especifico, n=60.  

 

El análisis de conglomerados mostró la presencia de al menos siete grupos (Figura 9) entre 

las especies. Para la escogencia del mejor número de conglomerados se tomaron en cuenta 

los criterios de CCC (cubic clustering criterion), Pseudo F (mide la separación entre todos los 
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grupos en el nivel actual) y Pseudo T2 (mide la separación entre los dos grupos cercanos más 

unidos) (SAS Institute Inc, 2018). El CCC indica que pueden ser siete u 11 conglomerados, 

los valores para este parámetro deben ser positivos; mientras más alto sea el criterio Pseudo F 

indica mejores números de conglomerados, para nuestro caso que deben ser 11 

conglomerados. Para obtener el valor de Pseudo T2 se debe observar en la gráfica el valor 

más alto de derecha a izquierda y el valor inmediato al valor más alto de izquierda a derecha 

es el criterio a utilizar (SAS Institute Inc, 2018), con lo que indica que el número de 

conglomerados puede ser siete u ocho (Figura 9).  

 

 
Figura  9. Criterios para la determinación del número de conglomerados. Lo anterior a partir 

de las 37 variables morfométricas para hembras adultas de los cuatro grupos de 

especies de Brevipalpus. La línea vertical indica el número de conglomerados que 

representan al conjunto de datos del análisis de componentes principales. 

 

Considerando los tres criterios anteriores y la distribución de conglomerados en el 

dendrograma (Figura 9), la población se dividió 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 

Criterios usados en el número de conglomerados (clusters)  

Cantidad de conglomerados   
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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 variación de los datos utilizados (≈0.85); es decir, 

solamente tomando los siete conglomerados se explica más de 85% de la variación (Figura 

10). 

 

 
Figura  10. Grupos de especies (conglomerados) obtenidos a partir de las 37 variables 

morfológicas para hembras adultas de Brevipalpus según el análisis multivariado. 

BrevMx=Brevipalpus sp. (Tetipac); BcalifM=B. californicus (Texcoco); Bcalif_=B. 

Dendrógrama de conglomerados (clusters)  
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californicus (tipo); Blewis= B. lewisi (tipo). Ll línea vertical representa 85.78% 

(0.8578) de la variación de los componentes principales, expresada en valor de r2.    

 

Los datos obtenidos en este estudio muestran que las cuatro especies analizadas forman un 

mismo grupo (basándose en los 37 parámetros en estudio) y según la información presentada 

no se pueden separar de forma morfométrica entre sí (exceptuando algunos los puntuales 

antes mencionados).  

 

 

C. Caracterización 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 y 

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) presentó 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 sustitución de nucleótidos para la construcción de los árboles 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 

COI (iniciadores LCOI-HCOI) fue Tamura and Nei model (TrN+G) (Tamura & Nei, 1993).  

Los árboles filogenéticos obtenidos se muestran en las Figuras 11, 12 y 13. Las secuencias 

utilizadas para la realización de las filogenias  de los fragmentos COI (DNF-DNR y LCOI-

HCOI) y 28S (D23F-D6R) se presentan en los cuadros 4, 5 y 6.  
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 Cuadro 4. Identificación de las secuencias utilizadas para la filogenia de Brevipalpus a partir 

del fragmento COI (iniciadores DNF-DNR). 

Especie  
Planta 

hospedera 
País 

Código de 

secuencias 
Fuente 

Brevipalpus sp. 

(Tetipac) 

Citrus × 

aurantium 
México MK875980 Este estudio 

B. californicus 

(Texcoco) 

Citrus × 

aurantium 
México MK875981 Este estudio 

B. californicus 

(Texcoco) 

Citrus × 

aurantium 
México MK875982 Este estudio 

B. grupo californicus 

especie B 
- 

Estados 

Unidos 
KC291402 Oliveira (2014) 

B. grupo californicus 

n. especie B 

Rhododendron 

sp.  
Brasil DQ789591 Oliveira (2014) 

B. californicus Citrus sinensis México KX100321 
Salinas-Vargas et 

al.  (2016) 

B. grupo californicus 

sp. 

Thevetia 

peruviana  
Holanda DQ789594 Oliveira (2014) 

B. californicus Citrus sinensis México KX100319 
Salinas-Vargas et 

al.  (2016) 

B. grupo phoenicis 

tipo1 
Ligustrum sp.  Brasil KC291387 Oliveira (2014) 

B. grupo phoenicis 

tipo1 
Citrus sinensis Brasil KF954951 Oliveira (2014) 

B. n. grupo phoenicis 

tipo 1 

Malpighia 

glabra 
Brasil DQ789586 Oliveira (2014) 

B. obovatus 
Camellia 

sinensis 

Estados 

Unidos 
AY320028 Oliveira (2014) 

B. incongitus 
Cocos 

nucifera 
Brasil KC291390 Oliveira (2014) 

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) 

Cenopalpus pulcher - - AY320029 
Rodríguez et al. 

(2004) 

Tetranychus urticae - - EU345430 
Van Leeuwen et al. 

(2008) 
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Figura  11. Árbol 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. 

Rectángulos de color rojo señalan las secuencias obtenidas en este estudio.    

 

 

Cuadro 5.  Identificación de las secuencias utilizadas para la filogenia de Brevipalpus a partir 

del fragmento COI (iniciadores LCOI-HCOI). 

Especie  
Planta 

hospedera 
País 

Código de 

secuencias 
Fuente 

Brevipalpus 

sp. (Tetipac) 
Citrus × 

aurantium 
México - Este estudio 

B. californicus 

(Texcoco) 
Citrus × 

aurantium 
México - Este estudio 

B. yothersi 

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) 

Clerodendrum 

thomsoniae 
Brasil 1-Cith PIC SP Tassi (2018) 

Ligustrum 

sinense 
Brasil 51-Lisi PIC SP Tassi (2018) 

Ligustrum 

sinense 
Brasil 48-Lisi PIC SP Tassi (2018) 

Ptepdolobium sp. Brasil 41 Ptsp_ARA_AL Tassi (2018) 

Brevipalpus 

sp. nueva 1 
Delonix regia Brasil 100-Dere PIC SP Tassi (2018) 
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Brevipalpus 

sp. nueva 3 
Citrus sp. Brasil 113-Cisp-TER_Pi Tassi (2018) 

Brevipalpus 

sp. nueva 4 

Phoenix 

roebelenii 
Brasil 28-Phro_PIC_SP Tassi (2018) 

B. californcus 

s.l 2 

Ligustrum 

sinense 
Brasil 49-LisiPIC SP Tassi (2018) 

B. ferraguti 
Cestrum 

nocturnum 
Brasil 115-Ceno SBO SP Tassi (2018) 

Brevipalpus 

sp. nueva 2 
Delonix regia Brasil 95-Dere_PIC_SP Tassi (2018) 

B. obovatus 
Cestrum 

nocturnum 
Brasil 101-Ceno SBO SP Tassi (2018) 

B. phoenicis Citrus sp.  Brasil 109-Cisp IBI SP Tassi (2018) 

B. papayensis 

Ligustrum 

sinense 
Brasil 53-Lisi BRA Tassi (2018) 

Coffea arabica Brasil 124-Coar CAM SP Tassi (2018) 

B. oncidii 
Brassia 

verrucosa 
Australia 

36-Bvre TAS AUS 
Tassi (2018) 

Cenopalpus 

malus 
- - 77Cenopalpus_Malus Tassi (2018) 

Raoiella indica - - 81EU682431_R_indica Tassi (2018) 
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Figura  12. Árbol 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. Rectángulos de color azul señalan las secuencias 

obtenidas en este estudio. 

 

 

Cuadro 6.  Identificación de las secuencias utilizadas para la filogenia de Brevipalpus a partir 

del fragmento D1-D3 gen 28S (iniciadores D23F-D6R). 

Especie  
Planta 

hospedera 
País 

Código de 

secuencias 
Fuente 

Brevipalpus sp. 

(Tetipac) 
Citrus × 

aurantium 
México MK875164 Este estudio 

B. californicus 

(Texcoco) 
Citrus × 

aurantium 
México MK875165 Este estudio 

B. yothersi 

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

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

Thunbergia Brasil 105-Ther CAM SP Tassi (2018) 

B. papayensis 

B. phoenicis 

B. obovatus 

B. ferraguti 

B. californicus s.l. 2 

Brevipalpus sp. nueva 1 

Brevipalpus sp. nueva 4 

Brevipalpus sp. nueva 3 

B. oncidii 

 

 

 

 

B. yothersi 

Brevipalpus sp. nueva 2 
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erecta 

Ipomoea batatas Brasil 37-Ptsp ARA AL Tassi (2018) 

Brevipalpus sp. 

nueva 4 
D. regia Brasil 28-Phro PIC SP Tassi (2018) 

Brevipalpus sp. 

nueva 8 

Quillaja 

saponaria 
Chile 89-Qusa CHI Tassi (2018) 

Brevipalpus sp. 

nueva 2 
D. regia Brasil 95-Dere BRA DF Tassi (2018) 

B. californicus 

s.l 2 
L. sinense Brasil 49-Lisi PIC Tassi (2018) 

B. arauncanos 

s.l 1 

Aristotelia 

chilensis 
Chile 61-Arch CHI  Tassi (2018) 

B. obovatus 
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) 

 

 

 
Figura  13. Árbol 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. Rectángulos de color lila señalan las secuencias obtenidas en este 

estudio. 

B. papayensis 

B. obovatus 

B. obovatus 

B.ferraguti 

Brevipalpus sp. nueva 2 

B. arauncanus s.l 1 

Brevipalpus sp. nueva 8 

B. californicus s.l 2 

 

 

B. yothersi 

Brevipalpus sp. nueva 4 

B. oncidii 
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De las secuencias obtenidas en los tres árboles filogenéticos se puede observar la separación 

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 II.  

 

Los resultados de las secuencias obtenidas con el par de segmentos de la región mitocondrial 

(COI) y del fragmento D1-D3 del gen 28S son consistentes con los datos del estudio de 

morfometría. 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 II. Por ello se le 

designa  de aquí en adelante como una población aberrante de  B. californicus.    

           

 

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

CiLV-C se detectó en hembras adultas a las 24 y 48 horas después de la alimentación sobre 

tejido vegetal infectado (1 de 10 en ambos casos). En larvas y ninfas  no se detectó al virus 

luego de 24, 48, o 72 h de alimentación en hojas infectadas. Por otro lado, todos los estados 

de desarrollo del ácaro 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.  Adquisición de CiLV-C y OFV-citrus por diferentes estados de desarrollo de la 

población aberrante de B. californicus [Brevipalpus sp. (Tetipac)].  
 

Estado de 

desarrollo 

Tiempos de adquisición 

CiLV-C 
  

Tiempos de adquisición 

OFV-citrus 

24 h 48 h 72 h   24 h 48 h 72 h 

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  1/1010/10 9/10 8/10   0/10 1/10 ٭ 

     Positivo (grupos de 15 ácaros)/total de repeticiones٭

 

 

Figura  14. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la detección 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 demás representan el tiempo del que dispusieron los ácaros 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, ácaros 

libres de virus; 13-14, positivo B. yothersi virulíferos; 15, blanco agua. MM (Gen 

ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific).  

 

MM  1    2     3     4     5     6     7     8     9   10    11  12   13  14  15  MM 

339 bp 

180 bp 
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Figura  15. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la detección 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 demás representan el tiempo del 

que dispusieron los ácaros 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, ácaros libres de virus; 27, blanco agua. MM (Gen ruler 100bp Plus Lader, 

Thermo Scientific).  

 

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

En plantas de A. thaliana y P. vulgaris que se inocularon con ninfas y hembras de la 

población aberrante de B. californicus alimentadas previamente sobre hojas de naranja agria 

infectadas con OFV-citrus, no se observaron síntomas de clorosis o necrosis, similares a los 

descritos por Kondo et al. (2003) y Ramos-González et al. (2017), 20 días después de la 

infestación. 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 detección de OFV-citrus usando 

los iniciadores CiLV-N-NPF/CiLV-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 demás representan el tiempo del que dispusieron los ácaros para adquirir 

el virus); 4-6, ninfas 48 h.; 7, positivo (OFV-citrus); 8, testigo sin ácaros; 9, blanco 

agua. MM (Gen ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific). 

 

 

Figura  17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la detección 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 demás representan el tiempo del que dispusieron los ácaros para 

adquirir el virus); 6-9, ninfas 48 h.; 10, positivo (OFV-citrus); 11, testigo sin ácaros; 

12, blanco agua. MM (Gen ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific). 

 

MM    1     2       3      4      5      6      7     8      9   MM 

681 bp 

180 bp 

 MM    1      2       3      4       5       6       7      8       9  

 MM   10     11    12 

681 bp 

180 bp 
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De los ensayos realizados en campo para inoculación del CiLV-C, en  ninguna de las 

evaluaciones (20, 42 y 84 días) y tratamientos utilizados se observó la presencia de 

sintomatología asociada a leprosis de los cítricos; dichos resultados se corroboraron con la 

prueba de RT-PCR (Figura 18). En las plantas ubicadas en Tolimán, Querétaro, donde se 

probó la inoculación de OFV-citrus, se observaron síntomas similares a leprosis desde la 

segunda evaluación (57 días después inoculación, 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-cítricos, aparecieron síntomas 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 detectó al virus (Figura 21). A los 

126 días después de la inoculación en las plantas de C. sinensis var. Valencia, las lesiones 

provocadas por la alimentación de los ácaros eran muy pequeñas, no se reconocieron 

visualmente como típicas de leprosis tipo nuclear y resultaron negativas a OFV-citrus por 

RT-PCR. Estas muestras fueron revisadas por medio de un microscopio estereoscópico, pero 

a los 126 días de la inoculación no se logró recuperar ácaros (ningún estado de desarrollo) de 

las hojas.  
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Figura  18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la detección de CiLV-C en la 

población 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, ácaros libres de virus; 14, blanco agua. MM (Gen 

ruler 100bp Plus Lader, Thermo Scientific).  

 

    

  

Figura  19. Hojas con síntomas típicos de leprosis tipo nuclear (OFV-citrus) para plantas 

inoculadas con ninfas en la población aberrante B. californicus [Brevipalpus sp. 

(Tetipac)], alimentadas durante cinco días en hojas con OFV-citrus. DDI= días 

después de inoculación. 

0 DDI 27 DDI 

57 DDI 78 DDI 

MM    1        2       3       4        5       6        7       8      9  

339 bp 

180 bp 

339 bp 

180 bp 

MM   10     11      12     13     14 



 

40 

 

 

 

Figura  20. Hojas con síntomas típicos de leprosis tipo nuclear (OFV-citrus) para plantas 

inoculadas con larvas en la población aberrante B. californicus alimentadas durante 5 

días en hojas con OFV-citrus. DDI= días después de inoculación. 

 

 

 

Figura  21. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para la detección 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, ácaros 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). 

0 DDI 57 DDI 

78 DDI 126 DDI 

MM    1        2       3       4        5       6        7       8      9  

681 bp 

180 bp 

681 bp 

180 bp 

MM   10     11    12     13     14 
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DISCUSIÓN 

 

El comportamiento de la colonia de Brevipalpus sp. (Tetipac), luego reconocido como una 

población aberrante de B. californicus, fue estable durante todo el tiempo que se mantuvo su 

cría. Chiavegato (1986) observó un mejor desarrollo de B. phoenicis sobre frutos de naranja, 

donde pueden pasar de huevos a adultos en 14 días. Por otra parte, Chiavegato y Kharfan 

(1993) mencionan que los frutos de naranja favorecen el desarrollo adecuado de los ácaros y 

son un sustrato eficiente para su establecimiento. Estos resultados concuerdan con los del 

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

 

En la determinación de la identidad de la especie de interés, ahora designada como una 

población aberrante B. californicus, se tomaron en cuenta en principio características 

morfológicas presentadas en claves taxonómicas, así como en descripciones originales y 

redescripciones, cuando las primeras eran muy breves o incompletas. Por el número de 

solenidios en los tarsos de las patas II, entre otras características, los ejemplares en estudio 

corresponderían a B. lewisi; sin embargo, desde la descripción original de esta especie 

(McGregor, 1949) y varias redescripciones (Baker, 1949; Meyer y Ryke, 1959), se resaltó 

que tiene ornamentaciones (areolas) en la parte centrolateral del propodosoma mucho más 

largas que anchas, carácter que no presentaban los ejemplares de la población aberrante B. 

californicus, en los que las areolas se semejaban más a las de B. californicus, donde son 

aproximadamente redondas o poligonales (Figura 6 A-D).  Este hecho se confirmó cuando se 

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

 

Pese a la larga historia del uso del número de solenidios en claves taxonómicas (Baker, 1949; 

Pritchard y Baker, 1958; Flat Mites of the World) y formación de grupos de especies con ese 

criterio (Meyer, 1979; Baker y Tuttle, 1987), varios autores, como de León (1961) y Baker y 

Tuttle (1964) han observado que este carácter 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 análisis de 

fragmentos de secuencias genómicas, luego de lo cual los ácaros de interés resultaron 

coespecíficos con B. californicus, las cuales tuvieron 100% de similitud en un marcador del 

gen COI con ejemplares que tenían dos solenidios en los tarsos II (No. de acceso KX100319 

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

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

 

Aunque el análisis univariado de las series tipo de B. californicus y B. lewisi consideró como 

entidades separadas, en el análisis multivariado no se reconocieron claramente grupos y 

ejemplares de ambas series tipo se agruparon con los ahora designados B. californicus 

(Texcoco) y la población 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 pequeño (Figura 8). Se observó variación en 

ambas series tipo y al parecer en ambas hay heterogeneidad, con la presencia de morfotipos 

que ameritan una cuidadosa revisión. Colectar ácaros de ambas especies en su localidad típica 

y la designación de neotipos puede ser una tarea de gran ayuda para definir la posición 

taxonómica de B. californicus y B. lewisi. 

 

Lamentablemente no se cuenta con muestras de ADN que pudieran servir para confrontar 

datos morfológicos con moleculares en las dos series tipo estudiadas. Con la colecta de 

nuevos ejemplares en la localidad típica ese problema podría resolverse. Sin embargo, debe 

destacarse que B. lewisi parece mucho más cercana a especies ubicadas en el grupo 

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

 

Al revisar ejemplares de especies del grupo cuneatus depositados en el Systematic 

Entomology Laboratory, Beltsville Agricultural Research Station, así 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 población aberrante de B. californicus, (Texcoco) y (tipo), 

así como las de B. lewisi (tipo) son todas similares (Figura 7 A-D), lo que sugiere mayor 

cercanía taxonómica. 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 prácticamente idéntica a la 

de B. californicus, donde la única diferencia apreciable es el número de solenidios en los 

tarsos II. 

 

La presencia de  diferentes patrones en las microplacas que cubren el cuerpo de los 

tenuipálpidos puede convertirse en un carácter útil para la separación de especies (Beard et 
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al., 2015), caso que no sucedió en este estudio, dado que las microplacas de la población 

aberrante de B. californicus y B. californicus (Texcoco) fueron prácticamente iguales. No 

obstante, este criterio es nuevo y requiere de equipo que posea gran aumento para adecuada 

observación; por ejemplo, microscopia de electrónica de barrido (SEM), la cual puede no ser 

accesible para todos los investigadores.   

 

En el manejo y prevención de plagas se debe identificar con total certeza la especie con la 

que se trabaja, más en el caso del género Brevipalpus, dada la presencia de diferentes 

especies crípticas (Childers y Rodrigues, 2011; Navia et al., 2013; Beard et al., 2015). Cada 

especie de ácaros puede presentar distintas adaptaciones a condiciones climáticas,  

hospederos y enemigos naturales (Navia et al., 2013); por ello la identificación correcta de 

los especímenes es vital.  

 

Por lo anterior es fundamental contrastar el análisis morfológico con el molecular para definir 

la identidad de especies. Navia et al. (2013) hacen referencia a la importancia de la 

combinación de ambas técnicas de identificación, en el caso de Brevipalpus, para revelar la 

aparición de especies crípticas y evitar incongruencias en la identidad de las mismas. 

Consecuentemente, en el presente estudio se ubicó a la población aberrante de B. californicus 

en el grupo californicus y no en cuneatus, si sólo se hubieran usado las claves taxonómicas.  

  

Las variaciones morfológicas podrían deberse al proceso de reproducción 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 feminización de los huevos sin 

fertilizar (Kitajima et al. 2007). Este simbionte podría estar provocando cierta hibridación en 

los ácaros (Navia et al., 2013), caso similar por el que pasan los biotipos de moscas blancas 

(Thierry et al., 2011), con lo que estarían dando cambios fenotípicos y de adaptación para el 

B. californicus aberrante en comparación a las demás especies del grupo.            

 

En esta investigación, se realizó el reporte donde la población aberrante de B. californicus 

posee la capacidad de adquirir el CiLV-C y el OFV-citrus, con mucha más eficiencia para 

este último. García-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 sí 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 ácaros de este género de ser vectores de varios virus de plantas, 

como sucedió en la presente investigación. 

 

Arabidopsis thaliana es una especie muy utilizada para observar las interacciones planta-

patógeno, por mostrar síntomas de infección viral en pocos días, 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 transmisión de CoRSV 

y CICSV (Clerodendrum chlorotic spot virus) (posibles miembros del género 

Dichorhavirus), por B. yothersi a A. thaliana. Similarmente, Ramos-González 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 investigación, dado que no se 

presentaron síntomas visibles en A. thaliana luego de 25 días de alimentación con la 

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

 

El frijol también ha mostrado su utilidad como planta indicadora de virus, específicamente 

causantes de leprosis. Garita et al. (2014) tuvieron éxito en la transmisión de CiLV-C a frijol 

por medio de B. yothersi, mientras que Kondo et al. (2003) transmitieron el OFV de 

orquídeas a frijol por B. californicus. En contraste, cuando se utilizó esta planta indicadora 

para  probar la transmisión del OFV-citrus por ninfas, larvas y hembras adultas de la 

población aberrante de B. californicus, no se presentaron síntomas ni se detectó al virus por 

RT-PCR en ningún caso. 

 

En las pruebas de inoculación de OFV-citrus a naranja dulce, se observaron síntomas 

parecidos a los de leprosis a partir de los 27 y hasta los 128 días posteriores a la alimentación 

de los ácaros infectados (OFV-citrus) consistentes en lesiones muy pequeñas que fueron 

progresando en el tiempo. Estas lesiones se debían observar con detenimiento dado que eran 

pequeñas. 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 investigación, 126 días después de 

la infestación con la población aberrante de B. californicus potencialmente virulíferos, las 

muestras con síntomas que se procesaron por RT-PCR resultaron negativas.  
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En la prueba de inoculación del CiLV-C llevada a cabo en Cárdenas, Tabasco, no se 

desarrollaron síntomas de leprosis y todas las muestras de tejido asintomático analizadas  por 

RT-PCR resultaron negativas. Este fue un resultado esperado porque en las pruebas de 

adquisición del CiLV-C por parte de la población aberrante de B. californicus sólo se 

encontraron dos casos positivos en 180 repeticiones, lo que sugiere una baja, casi nula, 

capacidad para adquirir el virus, o un proceso enzimático de degradación del virus, que no 

permite su detección por RT-PCR. En este resultado se coincide con García-Escamilla et al. 

(2017), quienes observaron transmisión del CiLV-C sólo por B. yothersi. 

 

Los ejemplares de B. californicus usados por García-Escamilla et al. (2017) con los que se 

demostró la capacidad de esta especie para adquirir e inocular el OFV-citrus fueron tomados 

de la misma colonia uniparental que se usó en el presente estudio y que aquí se denominaron 

B. californicus (Texcoco). Por la cercanía taxonómica de estos ácaros con la población 

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 dejó a estos ácaros incubando sin 

alimentarse por 48 horas, el OFV ya no era detectable por RT-PCR. Lo anterior fue similar a 

lo observado en esta investigación, donde la población 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 acción enzimática contra el virus en las membranas del 

intestino o en  glándulas salivales que no permite la correcta transferencia del patógeno 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 infección 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 partículas virales hasta su etapa adulta, 

el modo de transmisión se considera persistente, circulativo y replicativo (Dietzgen et al., 

2018). Este hecho refuerza  la idea de que la población 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 población aberrante de B. californicus, 

aunque morfológica y molecularmente es muy cercano a las poblaciones de B. californicus 

que portan dos solenidios en los tarsos II, 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 identificó a Brevipalpus sp. (Tetipac) como una población aberrante de B. 

californicus por medio de características morfométricas y moleculares, que puede 

identificarse erróneamente si se usa la clasificación tradicional empleada para el 

género Brevipalpus. 

  

 La población aberrante de B. californicus adquiere con facilidad el OFV-citrus 

después de 24 horas  (82 de 90 casos) de alimentarse en tejidos con síntomas de la 

enfermedad; en contraste, puede adquirir el CiLV-C pero en una baja proporción (2 de 

90 casos).  

 

 La población 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 población aberrante de B. californicus no puede ser vector de la leprosis de los 

cítricos tipo citoplasmático (CiLV-C) y nuclear (OFV-citrus) en Citrus sinensis var. 

Valencia.  

 

 Para la correcta identificación de las diferentes especies de Brevipalpus es necesaria la 

utilización de características morfométricas y moleculares.  
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