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Resumen 

El género Brevipalpus presenta variabilidad interespecífica desde su descripción. 

Por eso surge la interrogante de cuáles especies se encuentran en Costa Rica 

asociadas a cítricos. Las técnicas moleculares y morfológicas son herramientas 

complementarias que permiten una identificación más precisa a nivel de especie, lo 

cual es de importancia, ya que algunas especies del género Brevipalpus han sido 

asociadas a la trasmisión de virus, tales como los virus de la leprosis de los cítricos, 

los del tipo citoplasmático CiLV-C y citoplasmático tipo 2 CiLV-C2, y los nucleares 

como el virus de la leprosis de los cítricos nuclear (CiLV-N) y el orchid fleck virus-

citrus (OFV-citrus). Por esta razón, la evaluación de la presencia de estos virus 

brinda información en el manejo que se puede realizar en las plantaciones citrícolas. 

En esta investigación se muestrearon 16 fincas con naranja (Citrus sinensis L.), 

distribuidas en la Región Central, Región Huetar Norte, y Región Brunca. Se 

identificó mediante caracteres morfológicos a las especies Brevipalpus yothersi, B. 

azores, B. papayensis y se propone una especie nueva de dicho género 

(Brevipalpus sp. nov.), la cual se encuentra en proceso de descripción. La 

secuenciación parcial del gen COX 1, permitió identificar a las especies B. yothersi, 

B. azores, y Brevipalpus sp. nov. Brevipalpus yothersi se encontró en la Región 

Central y Brunca, mientras que B. azores, B. papayensis y Brevipalpus sp. nov., 

fueron encontradas únicamente en la Región Brunca. La reacción en cadena de la 

polimerasa de transcriptasa inversa fue utilizada para evaluar la presencia de los 

virus de la leprosis de los cítricos (CiLV-C, CiLV-C2, CiLV-N y OFV- citrus) utilizando 

material vegetal asintomático o con síntomas de clorosis. En cada uno de los 

análisis, sólo se obtuvo amplificación del control positivo (ADN brindado por el 

laboratorio de Fitopatógenos Obligados y sus Vectores). De este modo se determinó 

que las fincas muestreadas eran negativas para dichos virus.  
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Summary  

The genus Brevipalpus presents interspecific variability since its description. 

Therefore, the question arises as to which species are found in Costa Rica 

associated with citrus. Molecular and morphological techniques are complementary 

tools that allow a more precise identification at the species level, which is important, 

since some species of the genus Brevipalpus have been associated with virus 

transmission, such as citrus leprosy viruses, cytoplasmic type CiLV-C and 

cytoplasmic type 2 CiLV-C2, and nuclear viruses such as citrus leprosy virus-nuclear 

(CiLV-N) and orchid fleck virus-citrus (OFV-citrus). For this reason, the evaluation of 

the presence of these viruses provides information on the management that can be 

carried out in citrus plantations. In this research, 16 orange (Citrus sinensis L.) farms 

were sampled, distributed in the Central Region, Northern Huetar Region, and 

Brunca Region. The species Brevipalpus yothersi, B. azores, B. papayensis were 

identified by morphological characters and a new species of this genus (Brevipalpus 

sp. nov.) was proposed, which is in process of description. Partial sequencing of the 

COX 1 gene identified the species B. yothersi, B. azores, and Brevipalpus sp. nov. 

Brevipalpus yothersi was found in the Central and Brunca Regions, while B. azores, 

B. papayensis and Brevipalpus sp. nov. were found only in the Brunca Region. 

Reverse transcriptase polymerase chain reaction was used to evaluate the presence 

of citrus leprosy viruses (CiLV-C, CiLV-C2, CiLV-N and OFV- citrus) using 

asymptomatic plant material or with symptoms of chlorosis. In each of the analyses, 

amplification was obtained only from the positive control (DNA provided by the 

laboratory of Obligate Phytopathogens and their Vectors). Thus, it was determined 

that the sampled groves were negative for these viruses.  
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A. INTRODUCCIÓN 

Los ácaros planos pertenecen a la familia Tenuipalpidae, muchas de las 

especies poseen importancia agronómica a nivel mundial ya que tienen hábitos 

fitófagos; y algunas de estas son conocidas por ser vectores de diversos virus. Esta 

familia contabiliza 622 plantas hospederas con más de 1100 especies descritas en 

38 géneros, donde Brevipalpus es el más numeroso con casi 300 (Childers et al. 

2003a; Ochoa et al. 2016). Dentro de este género se encuentran los grupos 

phoenicis, californicus, obovatus y cuneatus los cuales están asociados a cítricos 

(Gerson 2008; Beard et al. 2015; Ochoa et al. 2016). 

En Costa Rica se han identificado a las especies Brevipalpus papayensis 

(Baker), Brevipalpus phoenicis (Geijskes), (Bank), Brevipalpus yothersi (Baker) y 

Brevipalpus californicus sensu lato asociadas a cítricos basado en caracteres 

morfológicos (Beard et al. 2015; Ávalos et al. 2016). Sin embargo, es necesario 

confirmar por medio de técnicas moleculares como la secuenciación de la región 

COX 1 del gen mitocondrial ya que no se cuenta con esta información en Costa 

Rica. Por lo que la identificación de ácaros del género Brevipalpus brinda datos 

relevantes en el manejo debido a la problemática que presentan algunas de las 

especies al ser vectores de virus. Algunas de las especies que afectan cítricos son 

vectores de la enfermedad viral conocida como la leprosis de los cítricos (Bastianel 

et al. 2010).  
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Desde su primer reporte para Costa Rica (Araya 2000), no existe un informe 

oficial acerca del movimiento que ha tenido el virus en las diferentes áreas citrícolas 

del país y se cree que este no se ha movilizado más allá de la zona fronteriza con 

Panamá. Por lo tanto, es necesario identificar las especies de Brevipalpus 

asociadas a cítricos, así como evaluar la presencia de la leprosis de los cítricos en 

el país.  

Asimismo, es sabido que Brevipalpus posee especies crípticas (Beard et al. 

2015), clasificando a varios grupos de estos ácaros como “un complejo de especies” 

en donde se podrían encontrar especies nuevas para la ciencia, principalmente en 

países tropicales como Costa Rica.  De esta manera se pretende identificar las 

especies de Brevipalpus asociadas a Citrus. sinensis L., y la distribución en las 

regiones de Costa Rica, así como evaluar el estado de la leprosis de los cítricos. 
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OBJETIVOS 
 

1-Objetivo general 

Determinar morfológica y molecularmente las especies del género Brevipalpus spp. 

(Acari: Tenuipalpidae) en cítricos y, evaluar la presencia del virus de la leprosis de 

los cítricos (CiLV). 

2-Objetivos específicos  

1. Determinar las especies del género Brevipalpus spp. (Acari: Tenuipalpidae) 

asociadas a cítricos por medio de caracteres morfológicos. 

2. Utilizar técnicas moleculares en la identificación de especies de Brevipalpus 

spp. en cítricos. 

3. Evaluar la presencia del virus de la leprosis de los cítricos en las principales 

zonas de producción del país. 
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B. REVISIÓN DE LITERATURA  

1.  Generalidades del género Brevipalpus 

El género Brevipalpus cuenta con una amplia gama de plantas hospedantes, 

las especies B. californicus, B. obovatus y B. phoenicis tienen 316, 451 y 486 

hospederos respectivamente (Childers et al. 2003a).  

La taxonomía del género Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) ha presentado 

cambios significativos desde su descripción. Las especies de este género se 

encuentran divididas dentro de seis grupos: phoenicis, californicus, cuneatus, 

portalis, obovatus y frankeniae. De estos grupos phoenicis, californicus, obovatus   

y cuneatus están asociados a cítricos en América (Gerson 2008; Beard et al. 2015; 

Ochoa et al. 2016). 

En el año 1952 Pritchard y Baker, identificaron a las hembras con dos 

solenidios en pata II y con ausencia de la seta f3 como B. phoenicis. En la revisión 

y descripción realizada por Beard et al. (2015), se tomaron en cuenta características 

adicionales como la rugosidad en la cutícula tanto dorsal como en las placas 

ventrales, la presencia y forma de la espermateca y la forma de la seta del fémur 

genu palpal. Como resultado de este trabajo, se identificaron siete especies 

diferentes que se encontraban “enmascaradas” bajo el nombre B. phoenicis. 

Producto de esta reclasificación y descripción de nuevas especies el grupo 

phoenicis está actualmente conformado por: B. yothersi (Baker), B. papayensis 

(Baker), Brevipalpus azores (Beard y Ochoa), Brevipalpus tucuman (Beard y 

Ochoa), Brevipalpus feresi (Ochoa y Beard), Brevipalpus ferraguti (Ochoa y Beard), 
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Brevipalpus hondurani (Evans), y B. phoenicis (Geijskes) (Beard et al. 2015). El 

estudio de caracteres morfológicos ha sido una de las principales formas de 

clasificación de especies.  

Además de las descripciones con caracteres morfológicos, se han 

incorporado otras herramientas en los estudios taxonómicos basados en técnicas 

moleculares para la identificación de estos ácaros. 

La secuenciación de regiones de genes como la región ITS, gen 28S y el 

COX1, son utilizados para la agrupación de individuos de acuerdo con sus 

similitudes genéticas, en el género Brevipalpus el COX1 es uno de los más 

utilizados para la identificación de especies, estas herramientas que permiten 

obtener mejores evidencias para la identificación (Folmer et al. 1994; Navia et al. 

2013, 2019). 

Las investigaciones dirigidas en el pasado hacia la identificación de 

Brevipalpus retomaron importancia cuando se descubrió que son vectores de virus 

(Childers y Derrick 2003b; Rodrigues et al. 2003).  

Posteriormente se encontró que B. yothersi es la principal especie vector de 

leprosis de los cítricos tipo citoplasmático, donde se encuentran dos virus diferentes 

el CiLV-C1 y CiLV-C2 (Locali et al. 2003; Roy et al. 2013: 20; Sánchez et al. 2015; 

Ramos et al. 2016). Mientras que B. californicus y B. phoenicis son vectores de la 

leprosis de los cítricos nuclear N CiLV-N (Ramos-González et al. 2017) y el OFV-

citrus (García-Escamilla et al. 2018; Ramos-González et al. 2017) y B. papayensis 
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es capaz de transmitir la leprosis de los cítricos C (CiLV-C) y el coffee ring spot virus 

(CoRSV) (Nunes et al. 2018). 

Además, se afirma que estos ácaros pueden transmitir los virus durante toda 

su vida, el virus es circulativo, sin embargo, no se replica dentro del ácaro vector ni 

se da trasmisión transovárica (Nicolini et al. 2007; Tassi et al. 2017). 

Estos virus afectan principalmente naranjos y mandarinos,  han sido 

reportados en países como: Paraguay (Spegazzini, 1920), Brasil (Bitancourt,1934), 

Argentina (Frezzi,1940), Costa Rica (Araya 2000), Venezuela (Rangel et al. 2000), 

Panamá (Dominguez et al. 2002), Brasil (Rodrigues et al. 2003), México (NAPPO 

2005), Honduras (Rodrigues et al. 2006), Colombia (Leon et al. 2006), Bolivia 

(Gómez et al. 2019), y Nicaragua ( CABI/EPPO, 2013) y Sudáfrica (Cook et al. 

2019).  

 

2. Leprosis de los cítricos, su relación con el género Brevipalpus, 

y otros virus asociados 

El complejo viral conocido como leprosis de los cítricos, es una enfermedad 

originaria de América, descubierta en Florida Estados Unidos en 1860 (Knorr y 

Denmark 1968; Childers et al. 2003c). Es considerada una enfermedad 

cuarentenaria y de importancia económica, la cual, ha afectado naranjos C. sinensis 

y mandarinos Citrus reticulata Blanco. La enfermedad destruyó casi el 70% de la 

producción de los cítricos en Florida en 1920, provocando un importante daño 

económico (Childers et al. 2003c). 
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La leprosis se divide en dos grupos, dependiendo de la organela donde se 

lleva a cabo la infección: Los virus del tipo citoplasmático que incluye el virus de la 

leprosis de los cítricos citoplasmático C (CiLV-C) y virus de la leprosis de los cítricos 

citoplasmático tipo 2 (CiLV-C2) pertenecientes a los géneros Cilevirus e Higrevirus. 

Los de tipo nuclear, virus de la leprosis de los cítricos N (CiLV-N) y el orchid fleck 

virus (OFV-citrus) del género Dichorhavirus (Ramos et al. 2017; Chabi et al. 2018).  

El CiLV-C tiene un virión no envuelto, baciliforme, de dimensiones entre 100–

120 por 60–70 nm, el genoma es bipartito, segmentado con un ARN1 y ARN2 en 

sentido positivo (de Lillo et al. 2021). Por su parte el CiLV-C2 presenta viriones de 

entre 100 a 110 por 40 a 50 nm, su genoma es bipartito en sentido positivo con un 

ARN1 y ARN2 (Roy et al. 2013). Mientras que los Dichorhavirus como el CiLV-N 

citrus se caracteriza por presentar dos ARNs en sentido negativo, con viriones 

baciliformes de tamaño entre los 120 a 135 por 20 a 30 nm, se encuentra 

principalmente en el núcleo, pero se pueden observar algunas partículas en el 

citoplasma (Roy et al. 2015a). 

Las lesiones visuales asociadas a los virus de la leprosis se pueden presentar 

como manchas circulares cloróticas o necróticas en frutos (Figura 1, A y B), hojas 

(Figura 1, C y D) y ramas (Figura 1, E y F).  
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Figura 1. Síntomas causados por la leprosis de los cítricos, A) Virus de la leprosis 

de los cítricos CiLV-N), B) virus de la leprosis de los cítricos CiLV-C2. C) y D) Virus 

de la leprosis de los cítricos CiLV-C en hojas, E) y F) en ramas. Fuente: (Roy et al. 

2013, 2014; Fazal ur Rehman et al. 2020) 
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La distribución geográfica de los virus de tipo citoplasmático es mucho más 

amplia que la del tipo nuclear, el cual solamente se ha encontrado en cítricos en la 

región de Panamá, Brasil, México y Colombia (Dominguez et al. 2001; Rodrigues 

et al. 2003; Freitas et al. 2004; Rodrigues y Kitajima 2005; Bastianel et al. 2010; Roy 

et al. 2014, 2015).  

En el cultivo de naranja se pueden desarrollar otros virus de importancia que 

no son transmitidos por ácaros, como virus de la tristeza de los cítricos (CTV) el 

cual, se encuentra dentro de los virus más destructivos, ha causado la muerte de 

millones de árboles en áreas de cultivo en América del Sur, del Norte y el 

mediterráneo, y se encuentra ampliamente distribuido en Costa Rica (Dawson et al. 

2015, Moreno et al. 2008). Otro de los virus que se pueden encontrar es el virus de 

la variegación de los cítricos (CVV, Ilarvirus), que ha sido reportado en el 

mediterráneo, Estados Unidos, y en el Valle Central de Costa Rica (Moreira et al. 

2011).  
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3.  Importancia económica de la leprosis de los cítricos 

Los virus que causan la leprosis de los cítricos son considerados una 

amenaza para la industria citrícola; la que cuenta con un área cosechada a nivel 

mundial de 7 653 231 hectáreas. China, India y Brasil fueron los mayores 

productores de cítricos, en el año 2016 con 2 343 047 ha, 836 000 ha y 755 456 ha 

respectivamente (Rodrigues y Kitajima 2005; FAO 2019). En Costa Rica, el área 

cosechada de naranja fue de 22 500 ha con una producción de 219 509 toneladas 

métricas en el año 2021 (SEPSA 2022). De acuerdo con la última encuesta 

agropecuaria el 66,5% de la producción de naranja es utilizada para industria (INEC, 

2020). 

En algunos países, como Brasil, el CiLV causa altos costos en el combate 

del ácaro transmisor (B. yothersi) que suman más de 90 millones de dólares al año, 

convirtiéndose en la enfermedad viral más importante en cítricos (Rodrigues et al. 

2001; Freitas et al. 2004; Bastianel et al. 2010).  

En Costa Rica, la naranja es un cultivo de importancia tanto para la 

producción de jugo como de consumo fresco. Dada la relevancia económica de este 

cultivo, se ha realizado un esfuerzo por parte de los productores y el gobierno para 

mantener bajo control tanto plagas y enfermedades que afecten la producción de 

naranja, entre estas el virus de la leprosis de los cítricos. 
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Según Araya (2001), en el informe para las acciones de prevención contra la 

leprosis de los cítricos, se indica la presencia de este virus en las cercanías de la 

frontera con Panamá, donde se encontró un primer árbol infectado lo que conllevó 

a realizar un proceso de cuarentena y erradicación de los árboles afectados desde 

ese momento. 

La principal forma de manejo preventivo de la leprosis es la identificación y 

análisis de la distribución de las especies de ácaros presentes en una región. Dentro 

del territorio nacional se han reportado las siguientes especies asociadas a cítricos: 

B. papayensis (Baker), B. phoenicis (Geijskes), (Bank), B. yothersi (Baker) y B. 

californicus sensu lato. Por su parte, las especies: B. californicus, B. gliricidiae, B. 

obovatus, B. phoenicis han sido encontradas en hospederos no cítricos y todas 

fueron reconocidas con caracteres morfológicos (Aguilar y Murillo 2012; Avalos et al. 

2016). 

La observación de caracteres morfológicos y la utilización de técnicas 

moleculares son de vital importancia en la identificación de especies del género 

Brevipalpus (Roy et al. 2015b; Navajas et al. 1996). Asimismo, se requiere de 

técnicas moleculares como RT-PCR para el análisis de los virus de la leprosis de 

los cítricos: CiLV-C (Locali et al. 2003), CiLV-C2 (Roy et al. 2013), CiLV-N (Ramos-

González et al. 2017) y OFV-citrus (Roy et al. 2014). 
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Debido a las pocas investigaciones que se han realizado en Costa Rica y al 

utilizar únicamente caracteres morfológicos para la separación de las especies de 

Brevipalpus, así como la necesidad de monitorear el estado de la enfermedad de la 

leprosis de los cítricos en el país, se realizó un muestreo en las principales zonas 

productoras de naranja (C. sinensis) con el fin identificar las especies de Brevipalpus 

asociadas y evaluar la presencia de la leprosis en plantaciones al azar. 
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C. MATERIALES Y MÉTODOS 

a) Recolección de muestras procedentes de tres regiones de Costa 

Rica 

Se recolectaron muestras de los principales lugares productores de cítricos 

de Costa Rica (Figura 2), además de áreas fronterizas. En total se muestrearon 16 

fincas, ubicadas en la Región Huetar Norte: Upala (n = 3), Región Central:  Santa 

Eulalia (n = 3), Atenas; Cangrejal (n = 2) y San Ignacio (n = 2), Acosta; y la Región 

Brunca: Sabalito (n = 1) y San Vito (n = 3), Coto Brus; Páramo (n = 1) y San Isidro 

del General (n = 1), Pérez Zeledón. 

 

Figura 2. Ubicación de las fincas muestreadas en las regiones Huetar Norte, Central 

y Brunca.  

 



14 
 

La evaluación consistió en tomar tres muestras por finca, cada muestra fue 

compuesta por al menos 15 sub-muestras. Se recorrieron las plantaciones en busca 

de síntomas característicos de leprosis, sin embargo, al no observar nada similar se 

tomaron muestras con otro tipo de daños no asociadas a leprosis o con lesiones 

asociados a la presencia de ácaros. Para ello, se tomó material vegetal de naranja 

(C. sinensis), las mismas fueron utilizadas para las pruebas de virus y la búsqueda 

de los ácaros. Las fincas (F12, F14) fueron excepciones debido a la poca cantidad 

de árboles, por lo que se tomaron todos los árboles presentes. 

4. Procesamiento inicial del material vegetal y establecimiento de 

las colonias en el laboratorio 

Todas las muestras fueron revisadas cuidadosamente con ayuda de un 

estereoscopio. Los ácaros presentes fueron recolectados y colocados en tubos de 

microcentrífuga de 1.5 ml y guardados en alcohol al 95%. Las hembras de 

Brevipalpus fueron utilizadas para establecer colonias uniparentales, en los casos 

en los que no se encontró hembras, se utilizó el estadio presente (huevo, larva, 

ninfa).  
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5. Preparación de frutos de naranja (C. sinensis ) 

Los frutos de naranja (C. sinensis) se colocaron en una solución de 

detergente líquido comercial al 1% durante 30 minutos, posteriormente se frotaron 

con una esponja, se enjuagaron con agua de llave y se dejaron secar al aire libre 

durante 24 horas. Luego, se realizó una doble revisión a los frutos preparados con 

un estereoscopio, esto con el fin de confirmar visualmente que los frutos estuvieran 

sin contaminantes (Franco et al. 2007; García-Escamilla et al. 2017).  

Cada naranja fue recubierta con parafina derretida (70-75°C) en el 75% del 

fruto, con el objetivo de conservarlo el mayor tiempo. Se preparó un sustrato para 

los ácaros hecho de harina, yeso y arena (1:1:1) de 2 cm de diámetro 

aproximadamente, sobre la cáscara expuesta (sin cubrir con parafina) de los frutos 

con el fin de que los ácaros encontraran un sitio adecuado de establecimiento y 

oviposición. La región límite entre la parafina y la cáscara expuesta se cubrió con 

vaselina para impedir el paso de los ácaros y mantener aislada cada colonia. 

Cada arena (naranja) se colocó sobre una base plástica de 3 cm de diámetro, 

estas fueron rotuladas con su respectivo código de identificación, incluyendo el 

número de finca, muestra, fecha y número de naranja. Finalmente, las arenas fueron 

colocadas en cámaras de incubación (HOTECH) a una temperatura de 25 °C, 60% 

HR ± 5°C, fotoperiodo 12:12 (Avalos 2019). Las colonias fueron revisadas cada 

semana durante tres meses. Cuando la naranja se deshidrató, esta fue sustituida 

por una nueva, donde se traspasaron tres hembras y los estadios inmaduros 

cuidadosamente con un pincel. Las hembras restantes de cada naranja fueron 
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recolectadas en alcohol absoluto (95%) con su respectiva rotulación, donde al final 

se colocaron todos los individuos obtenidos de cada naranja. 

En total se prepararon 87 naranjas (no simultáneamente) con el fin de 

obtener un mayor número de individuos. 

6. Identificación morfológica 

 La identificación morfológica de los especímenes recolectados se basó en 

los caracteres diagnósticos mencionados por Pritchard y Baker 1958 y Beard et al. 

(2015), donde se toma en cuenta la presencia y rugosidad de la cutícula, la 

presencia o ausencia de la espermateca, así como la forma y distribución de los 

pliegues en la placa ventral y genital. Trece especímenes por especie fueron 

observados en un microscopio Olympus (BX51) y las fotografías fueron tomadas 

con la cámara Euromex (CMEX5_WiFi), las imágenes fueron escaladas con el 

software ImageFocusAlpha (Euromex). 
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7. Extracción de ADN para Brevipalpus spp. y secuenciación de la 

región COX 1 del gen mitocondrial. 

Para la identificación molecular de Brevipalpus spp., se utilizaron las 

muestras en las cuales se encontraron suficientes individuos, cinco fueron 

provenientes de colonias: dos de Santa Eulalia (F1 y F4), Atenas; una de San 

Ignacio (F5) y dos de Cangrejal (F7 y F8), Acosta. Adicionalmente, 4 muestras 

colectadas directamente en campo: dos de San Vito (F9 y F12) y una de Sabalito 

(F14), Coto Brus, culminado con una de Páramo (F13), Pérez Zeledón (Cuadro 1). 

Se realizó extracción de ADN a partir de ácaros individuales con el kit QIAamp DNA 

Micro kit (Qiagen, Alemania) diluidos en 25 μL de agua.  

Para la reacción PCR se utilizaron los cebadores para la amplificación 

LCO1490 (Folmer et al. 1994) y DNR (Navajas et al. 1996) que amplifican la región 

mitocondrial, Citocromo Oxidasa I (COX1). La reacción de PCR se realizó en un 

volumen final de 25 μL, para el cual se utilizó: PCR buffer (10 X) 1 X, 1.5 mM MgCl, 

0.2 mM dNTPs (10 mM), 0.2 mM de imprimadores, 1.5 unidades de Platinum Taq 

DNA polymerase, 5 μL ADN y agua para completar la reacción.  

El perfil térmico utilizado fue de 94°C por 4 min; 35 ciclos (94°C por 1 min; 

54°C por 1min; 72°C por 1 min) y 72°C por 4 min (Sánchez-Velázquez et al. 2015). 

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% con el 

marcador de peso molecular de 100bp (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, 

Thermo Scientific), 3 μL tinte de carga (Tritrack, 6X, Thermo Scientific) y 3 μL de la 

reacción de PCR, en un transiluminador UV. Las amplificaciones obtenidas fueron 
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enviadas a la empresa Macrogen Inc. (Corea del Sur) a secuenciar por el método 

Sanger. 

8. Filogenia a partir de la región COX 1 para Brevipalpus spp. 

Todas las secuencias fueron editadas, analizadas y alineadas se utilizó al 

programa BioEdit v.7.0.5.3 (Hall 1999). El programa jModelTest 2.1.10 v 20160303 

(Darriba et al. 2012) se usó para encontrar el modelo evolutivo que mejor se ajustara 

a los datos. Las secuencias procedentes del NCBI (Anexo 1 y 2) para los análisis 

filogenéticos, dentro de ellas 30 secuencias del gen mitocondrial COX1 de la región 

amplificada de 372 pb por Navajas et al. (1996) y 12 secuencias de la región 

barcoding 645 pb de Folmer et al. (1994) de Brevipalpus spp. 

El programa Mesquite (Maddisone y Maddisone 2021) fue para convertir el 

alineamiento al formato para MrBayes v 3.2.6, para realizar el análisis filogenético 

(Ronquist et al. 2012). Finalmente, el árbol fue observado con el programa FigTree 

v 1.4.3 (Rambaut y Drummond 2012). 

Se recurrió al programa DNA sequence polymorphism (DnaSP 5.10) (Librado 

y Rosas 2009) para generar los datos de los haplotipos y el programa PopArt para 

visualizar la red de haplotipos (French et al. 2014; Bandelt 1999; Clement 2002). El 

programa Sequence Matrix se utilizó para calcular las distancias genéticas K2P 

(Kimura 2-parámetros) y el no corregido (Vaidya et al. 2011). El programa Splits 

Tree 4 para hacer el análisis de Concordancia genealógica filogenética de 

reconocimiento de especies (GCPSR) donde si el valor del estadístico phi=1 indica 
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que no hay recombinación, lo que significa que son especies diferentes (Huson y 

Bryant 2006). 

9. Extracción de ARN y RT-PCR para detección de virus. 

Se utilizó el kit de extracción de ARN RNeasy Plant mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Alemania) según las recomendaciones del fabricante. Seguidamente, se utilizó el 

kit de retrotranscripción Revert First Stand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher 

Scientific, Vilnius, Lithuania) para obtener el ADN copia según las recomendaciones 

del fabricante. 

La reacción de PCR fue llevada a cabo para todos los iniciadores (Anexo 3) 

con los siguientes lineamientos: DreamTaq buffer 1X, MgCl 2mM, dNTP's 0,8 mM, 

cebadores para la amplificación específicos para cada virus 0,2mM, Dream Taq 

polymerase 1U, la reacción fue completada con agua hasta llegar a los 

25μL.Primeramente, se realizó la prueba para verificar que la extracción de ARN y 

retrotrascripción se llevó a cabo de la manera correcta, se utilizaron los cebadores 

que amplifican el gen 18S ARN ribosomal de planta IF18S2 F y R (Zhu et al. 2012). 

Adicionalmente, como otra verificación de que no hay inhibidores de PCR o hubo 

degradación del ARN, se evaluó las muestras para dos virus de cítricos de genoma 

ARN de simple hebra como los virus asociados a leprosis, y que han sido detectados 

en el país, y para los cuales se cuenta con control positivo. El virus de la tristeza de 

los cítricos (CTV), ampliamente distribuido en el país, y como una segunda 

posibilidad, el virus de la variegación de los cítricos (CVV), de detección reciente y 

que no se conoce su distribución en el país (Moreira et al. 2011). Por lo tanto, este 

análisis no solo sirve para verificar que las muestras son aptas para la detección de 
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un virus ARN en la muestra, sino también puede generar información sobre otro 

virus de cítricos en el país. La detección de todos los virus se realizó con los 

iniciadores correspondientes y utilizando las condiciones térmicas recomendadas: 

CiLV-C, MPF y R (Locali et al. 2003); CiLV-C2, CPG-F y R (Roy et al. 2013); CiLV-

N, N-DC- F y R (Ramos-González et al. 2017); OFV-citrus, NPF y R (Roy et al. 

2014); CTV, CTV6 F y R (Wang et al. 2020); y CVV Ilar 1F5 y Ilar 1R7 (Untiveros et 

al. 2010) (Anexo 3). 

Se utilizó un control positivo de CiLV-C proporcionado por el Laboratorio de 

Fitopatógenos Obligados y sus Vectores (LaFOV) del Centro de Investigación en 

Biología Celular y Molecular (CIBCM), con todos los cebadores utilizados. 

10. Porcentaje de identidad de las secuencias virales dentro del 

NCBI 

Las amplificaciones obtenidas de las muestras positivas fueron enviadas a 

secuenciar a la empresa Macrogen Inc, editadas y analizadas utilizando BioEdit 

v.7.0.5.3 (Hall 1999), estas secuencias fueron comparadas con las encontradas en 

el NCBI, para confirmar su identidad. 
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D. RESULTADOS 

a) Muestreo en tres diferentes regiones del país  

En el muestreo realizado se recolectaron un total de 48 muestras de las 

regiones Central, Brunca y Huetar Norte, donde para la última región solamente fue 

encontrado un huevo de Brevipalpus spp., que no llegó a término. Del total de fincas 

muestreadas 30 fueron positivas para Brevipalpus spp., encontrándose huevos, 

larvas, protoninfas, deutoninfas o adultos. Además del género Brevipalpus se 

identificaron asociados a los cítricos ácaros de la familia Phytoseiidae, también las 

especies Panonychus citri (McGregor,) y Phyllocoptruta oleivora (Ashmead), sin 

embargo, su frecuencia y densidad fue inferior a 10 individuos por finca.  

Figura 3. Ubicación de fincas y distribución de las especies encontradas en el 

cultivo de naranja (C. sinensis). 
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El promedio de las poblaciones encontradas, en las tres regiones del país 

muestreadas osciló entre 1 y 42 ácaros (Cuadro 1), donde el mayor número de 

individuos fue encontrado en: San Vito y Sabalito, Coto Brus y Páramo, Pérez 

Zeledón. Además, con respecto a la distribución geográfica de las especies 

recolectadas, se encontró a B. yothersi en la región Central y Brunca, y a B. 

papayensis, B. azores y Brevipalpus sp.nov., en la región Brunca (Figura 3). 

Cuadro 1. Número de individuos de Brevipalpus spp. encontrados por finca en las 

muestras recolectadas en Citrus sinensis expresados en promedio (Max-Min). 

Regiones 
socioeconómicas  Localidad/Fincas muestreadas  

 (Max-Min) 
individuos  

 
Región Huetar Norte  

 
Birmania, Upala, F15, F16, F17  1 (1-0)  

Región Central 

Santa Eulalia, Atenas, F1, F2 y F4 

1 (3-0) 

3 (4-2) 

11 (30-2) 

San Ignacio, Acosta, F5 y F6 
1 (1-0) 

1 (2-0) 

Cangrejal, Acosta F7 y F8 
1 (1-0) 

2 (3-0) 

Región Brunca 

San Vito, Coto Brus, F9 y F10 
3 (7-0) 

3 (7-0) 

San Isidro, Pérez Zeledón, F11 5 (10-2) 

San Vito, Coto Brus, F12 12 (27-0) 

Páramo, Pérez Zeledón, F13 20 (39-2) 

Sabalito, Coto Brus, Walter, F14 42 (74-9) 
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11. Número de individuos provenientes de las colonias 

establecidas  

Del total de colonias establecidas en el laboratorio (Figura 4), cuatro 

sobrevivieron; dos provenientes de Santa Eulalia en Atenas, mismo número para 

Cangrejal, Acosta (Cuadro 2). Para estas colonias se obtuvo un mínimo de 31 

individuos y un máximo de 313. Las principales causas de pérdida de colonias 

fueron provocadas por la muerte del individuo colocado en la naranja, seguido de 

pérdidas por contaminación de hongos o bacterias en las naranjas preparadas. 

Figura 4. Colonia preparada y desarrollo de Brevipalpus yothersi, (A) arena, (B) 

vaselina, (C) capa de parafina, (D) placa petri plástica. (E) hembra, (F) huevos, (G) 

macho y hembra copulando, (H) estadios inmaduros en frutos de naranja (C. 

sinensis).  
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Cuadro 2. Número de individuos totales establecidos en colonias en el Laboratorio 

de Acarología, UCR, San Pedro de Montes de Oca, San José. 

Regiones 

socioeconómicas 
Localidad 

Número 

de 

individuos 

Especie establecida 

Región Central 

Santa Eulalia, Atenas, F1 y F4 

50 

Brevipalpus yothersi 

 

31 

Cangrejal y San Ignacio, Acosta 

F7 y F8 

313 

47 
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12.  Identificación morfológica de especies de Brevipalpus 

presentes en Costa Rica 

En las poblaciones de B. yothersi se observó que estas presentaban un 

cuerpo ovoide con reducción del ancho en el opistosoma (Figura 5). El largo mínimo 

entre las setas v2 y h1 fue de 197 μm y un máximo de 220 μm, donde el promedio 

fue de 208 μm. El ancho entre las setas sc2-sc2 promedio fue de 130 μm con un 

mínimo de 120 μm y un máximo de 150 μm. En el caso del ancho entre las setas 

c3-c3 se obtuvo un promedio de 139 μm con un mínimo de 130 μm y un máximo de 

150 μm (Anexo 7).  

 Las poblaciones se caracterizaron por presentar un prodorso central con 

muchas areólas (es decir la presencia de círculos formados por la reticulación en la 

cutícula) y elongado longitudinalmente, entre las setas c1-c1 a d1-d1 se observó 

una reticulación suave, entre d1-d1 y e1-e1 débilmente reticulado o arrugado y entre 

e1-e1 y h1-h1 la cutícula presentó fuertes pliegues en forma de V (Figura 5, A y B), 

mientras que la parte ventral con la presencia de celdas de forma irregular ubicadas 

principalmente en la placa ventral y genital (Figura 5, C y D).  

La seta dorsal de B. yothersi del fémur genu de forma palpal barbada y 

delgada, (Figura 6 A), también se observó la presencia de dos solenidios en la pata 

II (Figura 6 B). Además, en la cutícula entre las setas 3a y 4a se observaron celdas 

redondeadas haciéndose débiles centralmente, encontrando una mayor presencia 

de las celdas hacia la parte posterior de la seta 4a (Figura 6 C). Se logró observar 

la presencia de espermatecas conformadas por un ducto delgado que termina en 

una vesícula esclerotizada redondeada con presencia de un estipe (Figura 6 D). 
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La cutícula central del propodosoma dorsal se observó con areólas y la 

formación de celdas alargadas en forma longitudinal en la cutícula sublateral, 

(Figura 7 A), así como el propodosoma ventral con la presencia de celdas redondas 

en los laterales (Figura 7 B). En el opistosoma entre las setas e1 y h1 se observaron 

pliegues fuertes en forma de V debilitándose hacia 1 (Figura 7 C), la placa ventral 

(VP) presentó de forma uniforme celdas redondas. En el caso de la reticulación en 

la GP se observan verrugas fusionadas que resultan en celdas alargadas (Figura 7 

D). 
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Figura 5. Hembra de Brevipalpus yothersi. A) y B)  vista dorsal con areólas presentes en el propodosoma y líneas en forma 

de V en el opistosoma (contraste de fases y DIC, respectivamente), C) vista ventral con la presencia de pequeñas areólas 

en la placa ventral (VP), placa genital (GP) con celdas fusionándose, formando celdas de mayor tamaño (DIC).
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Figura 6. Hembra de Brevipalpus yothersi. A) Gnatosoma (la flecha indica la seta 

en el palpo), B) solenidios pata II (flechas indican los solenidios), C) areólas 

presentes entre las setas 3a-4a, D) espermateca con estipe distal.
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Figura 7. Hembra de Brevipalpus yothersi. A) propodosoma reticulado, B) ventralmente con celdas redondas en los 

laterales, C) opistosoma con pliegues en forma de V hacia la seta h1, D) placas ventrales (VP)y genitales (GP) con areólas 

fusionadas.  
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Las poblaciones de Brevipalpus sp. nov. (F12, F13 y F14) encontradas en la 

Región Brunca, presentaron forma del cuerpo ovoide (Figura 8). Según las 

mediciones realizadas, presentaron un largo entre la seta v2 y h1 (Figura 8) 

promedio de 232 μm con un mínimo de 220 μm y máximo de 243 μm , el ancho 

entre las setas sc2-sc2 fue en promedio de 147 μm con un mínimo de 141 μm, y 

máximo de 153 μm y  entre las setas c3-c3  un promedio de 153 μm con un mínimo 

de  153 μm, y un máximo de 160 μm.   

Se observó la cutícula central con fuerte areolado (Figura 8) con algunas 

celdas alargadas en la cutícula sublateral, mientras  que la cutícula entre la seta 

c1-c1 hasta d1-d1 con la presencia de algunas reticulaciones débiles principalmente 

trasversales, entre las setas d1-d1 a e1-e1 la cutícula es lisa o débilmente 

reticulada, y de la seta e1-e1 a h1-h1 con reticulaciones transversales poco 

curvadas convirtiéndose longitudinales hacia h1(Figura 8). 

 La seta dorsal del fémur gena palpal es lanceolada, serrada (Figura 9 A), 

presencia de dos solenidios en pata II, uno en posición axial y otro abaxial (Figura 

9 B), la cutícula entre las setas 3a-4a con líneas longitudinales que se van 

entrecruzando y curvando hacia 4ª (Figura 9 C), se encontró desarrollo de un ducto 

delgado y largo terminando en una vesícula esclerotizada con forma semi-esférica 

en la parte distal y en forma de V en la parte proximal ambos extremos con 

pequeñas apéndices que la rodean la vesícula (Figura 9 D).  
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El propodosoma central se caracterizó por tener muchas areólas, con celdas 

elongadas (Figura 10 A), por su parte, en la parte ventral tiene vesículas laterales, 

con algunas unidas formando celdas de mayor tamaño que se incrustan 

transversalmente hacia la parte central donde se debilitan (Figura 10 B). En la parte 

lateral de las setas e1 se encontró un pliegue ubicado en forma oblicua y entre las 

bases de las setas e1 se observó una figura con un símbolo similar a ohm ℧ (Figura 

10 C), desde e1 hasta h1, los pliegues transversales que son curvados en su parte 

central se convierten en pliegues perpendiculares hasta desaparecer (Figura 10 D). 

La placa ventral (VP) tiene pliegues transversales curvados, con algunas 

celdas alargadas en los laterales, mientras que la placa genital (GP) tiene celdas 

alargadas transversales en su mayoría y algunas celdas fusionadas formando 

pliegues más largos (Figura 10, E). 
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Figura 8. Hembra de Brevipalpus sp. nov. (F12, F13 y F14),  A) presencia de areolas 

y reticulación lateral en el propodosoma (contraste de fases), B) y C) presencia de 

areolas y reticulación lateral en el propodosoma y la reticulación en opistosoma, D) 

presencia de líneas longitudinales entre las setas 3a-4a, también en placas 

ventrales (VP) y genitales (GP) (contraste de fases), E) y F) presencia de líneas 

longitudinales entre las setas 3a-4a, también en placas ventrales (VP) y genitales 

(GP) (DIC). 
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Figura 9. Hembra de Brevipalpus sp. nov. (F12, F13 y F14) A) gnatosoma (la flecha 

indica la seta en el palpo), B) solenidios pata II (flechas indican los solenidios). C) 

reticulación entre las setas 3a-4a con líneas longitudinales débiles hacia el centro, 

D) espermateca con vesícula esclerotizada con proyecciones (DIC). 
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Figura 10. Hembra de Brevipalpus sp. nov. (F12, F13 y F14) A) reticulación en propodosoma dorsal, B) presencia de 

areolas en los laterales C) reticulación en bandas longitudinales en opistosoma dorsal central, D) líneas longitudinales se 

convierten en verticales hacia h1, E) placa ventral con líneas longitudinales curvadas en el centro (VP) y placa genital (GP) 

con celdas fusionadas formando bandas alargadas (DIC).

A B 

C D E 
h1 

h2 

f3 

ag 

g2 

g1 

e1 



35 
 

Las poblaciones de B. azores presentaron una longitud promedio entre las 

setas v2 y h1 de 231 μm con un mínimo encontrado de 220 μm y un máximo de 239 

μm, mientras que el ancho mínimo entre las setas sc2-sc2 fue de 141 μm con un 

máximo de 160 μm, donde el promedio obtenido fue de 155 μm. En el caso del 

ancho entre las setas c3-c3 el promedio fue de 162 μm con un mínimo de 132 μm y 

un máximo obtenido de 171 μm.  

Estos individuos presentaron una cutícula central en el prodorso con areólas 

de mayor tamaño, cutícula sublateral con celdas redondeadas, cutícula entre las 

setas c1-c1 y d1-d1 lisa o débilmente arrugada, la cutícula entre las setas d1-d1 a 

e1-e1 lisa o débilmente reticulada, en el caso de la cutícula entre las setas e1-e1 a 

h1-h1 con pliegues trasnversos convirtiéndose a abruptamente longitudinales hacia 

h1-h1, la placa ventral se caracterizó por tener la presencia de verrugas 

redondeadas, mientras que la placa genital con la presencia de bandas 

longitudinales  (Figura 11). 

 La seta dorsal del fémur genu palpal para B. azores es ancha, aplanada y 

barbada (Figura 12 A). Con presencia de dos solenidios en la pata II, uno en posición 

axial y otro en posición abaxial (Figura 12 B). La cutícula cercana a las setas 3a-4a 

con areólas, incluso algunas fusionadas formando celdas alargadas, principalmente 

en las partes laterales y acercándose a la placa ventral (Figura 12 C). Se observó 

la presencia de espermatecas conformadas por un ducto largo y delgado que 

culmina en una vesícula esclerotizada redondeada que se encuentra rodeada de 

apéndices (Figura 12 D). 
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La cutícula encontrada en el propodosoma central con areólas, mientras que 

en la porción sub-lateral de la cutícula se pueden observar celdas redondeadas 

(Figura 13 A), en la misma posición pero ventralmente se observan pequeñas celdas 

en los laterales mientras que centralmente estas se encuentran fusionadas 

formando celdas de mayor tamaño  (Figura 13 B). Desde la seta e1 hasta la seta h1 

se observaron pliegues transversos convirtiéndose en longitudinales conforme se 

acercan hacia h1 (Figura 13 C). La placa ventral presentó bandas transversas que 

se debilitan en el interior de la placa, al igual que la placa ventral que presentó 

bandas angostas oblicuas (Figura 13 D).  
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Figura 11. Hembra de Brevipalpus azores (F12, F13). A) y B) propodosoma con 

areólas, cutícula lateral formando celdas largas, cutícula sublateral del opistosoma 

dorsal con celdas formando domos, opistosoma con líneas longitudinales 

convirtiéndose en verticales C) y D) presencia de verrugas entre las setas 3a-4a y 

hacia la placa ventral, con placas ventrales (VP) bandas mayormente longitudinales, 

y placas genitales (GP) con cutícula irregular con bandas transversas (DIC). 
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 Figura 12. Hembra de Brevipalpus azores (F12, F13). A) gnatosoma (la flecha 

indica la seta en el palpo), B) solenidios pata II (flechas indican la ubicación de los 

dos solenidios) C) entre 4a y la placa ventral presencia de verrugas con algunas 

fusionadas en bandas cortas, D) espermateca con una vesícula esclerotizada con 

proyecciones alrededor (DIC). 
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Figura 13. Hembra de Brevipalpus azores (F12, F13). A) propodosoma dorsal con areólas con algunas celdas laterales 

redondas, B)  propodosoma ventral con areolas lateralmente, fusionadas y curvadas centralmente, C) opistosoma dorsal 

con líneas longitudinales que se hacen transversales hacia h1, D)  patrones de reticulación en placa  ventral (VP) y la placa 

ventra (VP).

PV  

GV  

A B 

C D 

VP 

 

 

GP 
h1 

h2 

f3 ag 

g2 



40 
 

La población de B. papayensis encontrada presentó una longitud promedio 

entre la seta v2 y la seta h1 de 232 μm, con una longitud mínima de 219 μm y una 

máxima de 244 μm. El ancho entre las setas sc2-sc2 obtuvo un promedio de 153 

μm con un mínimo de 144 μm y un máximo de 159 μm. Por otra parte, el ancho 

entre las setas c3-c3 promedio fue de 165 μm con un mínimo de 156 μm y un 

máximo de 172 μm. 

Las hembras de esta especie presentaron una forma oval y reticulada en el 

dorso central con areólas con alguna reticulación en la cutícula sublateral (Figura 

14) La cutícula entre las setas c1-c1 a d1-d1 va de lisa a débilmente arrugada, de 

d1-d1 a e1-e1 la cutícula es lisa con la presencia de algunos pliegues irregulares, 

de e1-e1 a h1-h1 la cutícula tiene muchos pliegues transversales convirtiéndose en 

longitudinales hacia h1, la cutícula sublateral con celdas redondas terminando en 

elongadas hacia h1, así como la presencia de pequeñas celdas redondas en vista 

ventral (Figura 14).  La seta del palpo es ancha, setiforme y barbada (Figura 15 A). 

Con la presencia de dos solenidios en la pata II (Figura 15 B). 

La cutícula entre la seta 3a y 4a con celdas redondas en los laterales, y la 

presencia de bandas transversales siendo delgadas desde 3a y ganando grosor 

hasta el límite con la placa dorsal (Figura 15 C), se observó la presencia de una 

espermateca redondeada esclerotizada cubierta de una corona de proyecciones 

(Figura 15 D).  
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En la parte central del propodosoma la cutícula presentó areólas y en la parte 

sublateral la reticulación da paso a la formación de celdas más largas (Figura 16 A). 

En el propodosoma ventral se observaron verrugas redondas y pequeñas en la parte 

sublateral formando bandas transversales alargadas en la cutícula central (Figura 

16 B). En el opistosoma se encontraron pliegues irregulares, con la presencia de 

bandas transversales convirtiéndose bruscamente en bandas longitudinales hasta 

h1 (Figura 16 C). La placa ventral fue identificada por tener bandas transversales y 

en ella la incrustación de una o más bandas oblicuas y en el caso de la placa genital 

se caracterizó por tener bandas transversas (Figura 16 D). 
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Figura 14. Hembra de Brevipalpus papayensis (F14) A) y B) prodorso con areólas, 

sublaterales formando celdas alargadas, opistosoma con líneas laterales finalizando 

hacia h1 en líneas transversas, C) y D) cutícula entre las setas 3a-4a con celdas 

redondeadas hacia la placa ventral débiles centralmente entre 3a-4a, placa ventral 

(VP) con bandas longitudinales, placa genital (GP) con bandas transversas. 
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Figura 15. Hembra de Brevipalpus papayensis (F14). A) gnatosoma (la flecha indica 

la seta en el palpo), B) solenidios pata II (flechas indican los solenidios) C) Cutícula 

entre las setas 3a - 4a lateralmente verrucosas, con presencia de bandas curvadas 

longitudinales centralmente, D) espermateca esclerotizada con proyecciones que la 

rodean (DIC). 

 

 

 

 

Figura 15. Hembra de Brevipalpus papayensis (F14). A) gnatosoma (la flecha indica 

la seta en el palpo), B) solenidios pata II (flechas indican los solenidios) C) Cutícula 

entre las setas 3a - 4a cutícula lateral con celdas redondeadas, con presencia de 

bandas curvadas longitudinales centralmente, D) espermateca esclerotizada con 

proyecciones que la rodean (DIC). 
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Figura 16. Hembra de Brevipalpus papayensis (F14). A) propodosoma dorsal central con areólas, B) propodosoma ventral 

con areólas laterales y bandas curvas centralmente, C) tiene pliegues en el opistosoma transversos que cambian a líneas 

transversales hacia h1, D) opistosoma ventral, placas ventrales (VP) con bandas en diferentes sentidos de orientación, 

placa genital (GP) cutícula con bandas irregulares, angostas y transversas (DIC).
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La forma de la seta del fémur genu palpal presentó variaciones entre las 

especies, por ejemplo, Brevipalpus yothersi y Brevipalpus sp. nov , presentaron una 

seta delgada y barbada (Figura 17, A y B), mientras que B. azores y B. papayensis 

tienen esta seta ancha y plana, de igual forma barbadas (Figura 17, C y D). Por su 

parte, B. azores se diferencia con B. yothersi en que presenta centralmente bandas 

transversas débiles, y algunas areolas fusionadas que forman celdas más grandes 

(Figura 18, A y B).  

La cutícula entre las setas 3a-4a de B. azores y B. papayensis es muy similar, 

sin embargo, se diferencian porque B. papayensis tiene las bandas centrales 

definidas (Figura 18, C) y B. azores presenta areolas o celdas con forma irregular 

entre las setas 4a y el inicio de la placa ventral. Con respecto al nivel de rugosidad 

entre las setas 3a-4a y 4a-placa ventral, Brevipalpus sp. nov se diferencia de estas 

dos especies porque no presenta areolas, sino que tiene bandas longitudinales, 

curvadas, y en los laterales posee bandas o celdas cortas orientadas 

transversalmente (Figura 18, D).  

Por su parte, las espermatecas se observaron en al menos un individuo de 

cada especie. Brevipalpus yothersi presentó una vesícula oval con estipe distal 

(Figura 19, A), en contraste, las espermatecas de B. azores, B. papayensis y 

Brevipalpus sp. nov, tienen formas redondeadas con proyecciones alrededor de la 

vesícula y son muy similares entre sí; la espermateca de Brevipalpus sp. nov, tiene 

una forma más angosta cercana al ducto, en estas poblaciones se encontraron 

espermatecas con desarrollo incompleto o reducido (Figura 19, B,C y D).   
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Figura 17.  Diferentes setas del femúr-genu palpal de hembras de las especies A) Brevipalpus yothersi delgada y barbada, 

B) Brevipalpus sp. nov., delgada y barbada, C) Brevipalpus azores ancha y barbada, D) Brevipalpus papayensis ancha y 

barbada. 

 

A B 

C D 



47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.  Rugosidad en cutícula entre las setas 3a-4a de hembras de las especies A) Brevipalpus yothersi con presencia 

de areolas, B) Brevipalpus azores con bandas débiles centralmente, y con areolas en los laterales, C) Brevipalpus 

papayensis con presencia de bandas longitudinales y areolas en los laterales y D) Brevipalpus sp. nov., delgada y barbada.  
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Figura 19. Forma de la espermateca de hembras de las especies A) Brevipalpus yothersi vesícula ovalada con estipe distal, 

B) Brevipalpus azores vesícula redonda con proyecciones C) Brevipalpus papayensis vesícula redonda con proyecciones 

D) Brevipalpus sp. nov., vesícula con forma oval y proyecciones alrededor de la vesícula. 
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13. Filogenia de Brevipalpus spp. inferida a partir del gen COXI  

Los productos de PCR que amplificaron y fueron secuenciados tuvieron en 

promedio un tamaño de banda de 1050 pb, sin embargo, el fragmento fue analizado 

en dos segmentos diferentes uno de 372 pb correspondiente a la región amplificada 

por Navajas et al. (1996) y uno de 650 pb donde se encuentra la región barcoding 

de Folmer et al. (1994)(Anexo 8). El árbol filogenético (Figura 20) mostró la 

presencia de tres especies del género Brevipalpus en el país para el cultivo de 

naranja en todas las regiones muestreadas. La más frecuente fue B. yothersi la cual 

se encontró en la Región Central y la Región Brunca. Esta especie se separó en 

dos clados diferentes en el árbol filogenético. El primero agrupó la mayoría de las 

poblaciones muestreadas correspondientes a F7, F4, F1, F5, F9 y F14 (haplotipo 1) 

junto a F9 (haplotipo 2) y las accesiones del banco de genes KC291375, AY320027 

y KF955001. El segundo grupo asoció a las poblaciones F1 y F8 de B. yothersi con 

un 92% de probabilidad posterior (PP).  

La segunda especie hallada fue B. azores en la Región Brunca, para esta se 

encontró un único haplotipo en las poblaciones F12 Y F13, junto a las accesiones 

MK499458 y MK499460, estas fueron separadas en un mismo clado con un 91% 

PP (Figura 20). 

La tercera especie encontrada Brevipalpus sp. nov., se recolectó en la 

Región Brunca. El árbol filogenético separó a esta especie en un clado monofilético 

con un 99% del PP (Figura 20).  Los individuos de esta nueva especie se 

encontraron en las fincas F12 y F13 (provenientes de Pérez Zeledón) mezclada con 

B. azores, y F14 (provenientes de Sabalito) mezclada junto con B. yothersi. 
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Figura 20. Árbol filogenético inferido a partir de un análisis bayesiano de una región 

del gen COX1 para Brevipalpus spp., en el cultivo de naranja, en Costa Rica. Modelo 

HKY+I+G. Las probabilidades posteriores se muestran como porcentajes en los 

nodos del árbol. Las secuencias obtenidas en esta investigación se encuentran en 

negrita. Escala: cambios esperados por sitio. 
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14. Red de haplotipos de Brevipalpus spp. 

Se realizó la red de haplotipos tomando en cuenta las secuencias generadas 

en esta investigación más las obtenidas en el banco de genes NCBI (Figura 21). 

De acuerdo con la red de haplotipos (Figura 21), se encontraron 14 distintos 

haplotipos para todas las 41 secuencias analizadas. De estas, los primeros 5 

haplotipos corresponden a B. yothersi, posteriormente se obtuvieron dos haplotipos 

para B. californicus, dos de B. chilensis y dos para B. obovatus. Las especies B. 

papayensis, B. azores y Brevipalpus sp nov., mostraron un solo haplotipo para cada 

una. La mayor cantidad de pasos mutacionales se encontró entre el haplotipo 1 de 

B. yothersi y el haplotipo 14 de B. azores contabilizándose 48 pasos mutacionales 

entre estos. 
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Figura 21. Red de haplotipos de Brevipalpus spp. Los grupos se encuentran 

diferenciados por colores, en negrita aparecen las poblaciones secuenciadas 

durante esta investigación, así como secuencias obtenidas del banco de genes 

(NCBI). Los números en paréntesis corresponden a los pasos mutacionales 

encontrados entre las diferentes especies.
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15. Distancias genéticas entre las especies de Brevipalpus 

presentes en Costa Rica 

 Las distancias genéticas indican qué tan cercana es una población con 

respecto a otra, entre mayor es la variación más alejada genéticamente se 

encuentran las poblaciones o especies (Nei 1987). Las mayores variaciones 

interespecíficas de las secuencias obtenidas en esta investigación se encontraron 

entre las especies B. azores versus B. yothersi, seguido de Brevipalpus sp. nov 

versus B. yothersi y finalmente Brevipalpus sp.nov y B. yothersi tanto para el K2P 

(Kimura 2-parámetros) y el valor no corregido respectivamente (Cuadro 3), también 

fueron comparadas contra las secuencias contradas en el banco de genes NCBI 

donde el valor mínimo tanto para el valor de K2P y el no corregido fue entre las 

especies B. azores y B. papayensis con un 0, 29, mientras que las especies más 

alejadas genéticamente  fueron B. yothersi y B. chilensis con un K2P de 10,62 y un 

no corregido de 10, 69 (Anexo 4). 
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Cuadro 3. Porcentajes de variación intra e interespecífica para Brevipalpus yothersi, 

Brevipalpus sp. nov y Brevipalpus azores con los valores de K2P (Kimura 2-

parámetros) y no corregido, X̅= promedio, Max= Máximo, Min= mínimo. 

 

16. Valores de Phi  

 El análisis de estos resultados toma como hipótesis nula que los organismos 

se pueden recombinar entre sí, por lo que, sí la probabilidad es igual a 1 la 

recombinación no se da. La comparación entre B. yothersi (F4, F5, F7, F9, F14) y 

B. yothersi  (F8) obtuvo un 1, así como las poblaciones de B. azores versus 

Brevipalpus sp.nov que al igual a los anteriores resultados fue de un 1.  

 

 

 

Comparación 

K2P No corregido 

X̅ Max Min 
Desviación 
estándar 

X̅ Max Min 
Desviación 
estándar 

Brevipalpus sp.nov vs Brevipalpus sp.nov 0 0 0 0 0 0 0 0 

B. azores vs B. azores 0 0 0 0 0 0 0 0 

B. yothersi vs B. yothersi 0,87 2,66 0,58 0,39 0,73 1,44 0,28 0,31 

Brevipalpus sp.nov vs B. azores 1,77 1,79 1,76 0,01 1,74 1,76 1,73 0,01 

Brevipalpus sp.nov vs B. yothersi 9,54 10,05 9,21 0,23 8,98 9,41 8,67 0,18 

B. azores vs B. yothersi 10,19 10,64 9,87 0,22 9,55 9,91 9,24 0,18 
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17. Evaluación de la presencia de los virus de la leprosis de los 

cítricos 

Con el fin de comprobar que la extracción de ARN y retrotranscripción (RT) 

se realizó de la forma correcta, se efectuó un PCR con el gen 18S de planta, 

utilizado como un control interno de la muestra. Como resultado las 48 muestras 

dieron positivo, lo que corrobora que se tiene ADN copia (ADNc) sin la presencia de 

inhibidores de amplificación. Seguidamente, se realizaron las PCR, para los virus 

CiLV-C, CiLV-C2, CiLV-N y OFV-Citrus, en donde todas las muestras dieron 

resultado negativo (Cuadro 4).  

La leprosis de los cítricos es una enfermedad cuarentenaria, por lo tanto, 

solamente se tuvo acceso a una muestra de ARN control positivo que corresponde 

a una muestra de naranja infectada con CiLV-C (Anexo 5) proveniente de la frontera 

sur del país de árboles que fueron erradicados. Por su parte, no se contó con 

controles positivos para los otros virus de interés CiLV-C2, CiLV-N y OFV-Citrus. 

Como una forma de verificar que un resultado negativo no corresponde a la 

presencia de inhibidores de PCR o degradación en la extracción de ARN, se realizó 

PCR para detectar al virus de la tristeza de los cítricos. CTV es otro virus de ARN 

de simple cadena, similar a los virus de la leprosis de los cítricos, y se encuentra 

ampliamente distribuido en Costa Rica. Para este virus se contó con control positivo 

correspondiente a la colección de virus de LaFOV-CIBCM. Todas las muestras 

dieron positivo para CTV (Cuadro 4). Secuenciación de cinco de los amplicones 

obtenidos y su comparación en el banco de genes (NCBI) confirman la identidad del 

virus y su presencia en las muestras de naranja dulce colectadas en esta 
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investigación, por su lado todas las pruebas PCR que obtuvieron un resultado 

positivo para el virus de la variegación de los cítricos resultaron ser falsos positivos 

confirmados por medio de secuenciación dando como resultado todas las fincas 

negativas para la variegación de los cítricos (Anexo 6). 

Cuadro 4. Pruebas PCR-RT para la identificación de virus de la leprosis de los 

cítricos citoplasmático (CiLV-C), virus de la leprosis de los cítricos citoplasmático 

(CiLV-C2), virus de la leprosis de los cítricos nuclear (CiLV-N), OFV-Citrus, virus de 

la tristeza de los cítricos (CTV) e Ilarvirus (CVV). 

Virus/gen evaluado Región Huetar Norte Región Central Región Brunca 

Gen 18Sr planta 
(control interno) 

+ + + 

CiLV-C1 - - - 

CiLV-C22 - - - 

CiVL-N3 - - - 

OFV-citrus4 - - - 

CVV5 - - - 

CTV6 + + + 

1= Virus de la leprosis de los cítricos citoplasmático, 2= Virus de la leprosis de los 

cítricos citoplasmático tipo 2, 3= Virus de la leprosis de los cítricos nuclear, 4= orchid 

fleck virus, 5= virus de la variegación de los cítricos, 6= virus de la tristeza de los 

cítricos.   
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E. DISCUSIÓN  

La identificación de especies dentro del género Brevipalpus presenta 

complicaciones para su clasificación taxonómica debido a la dificultad que existe 

para diferenciarlas tanto morfológica como molecularmente (Gerson 2008, Navia et 

al. 2013, Beard et al. 2015, Ochoa et al. 2016). 

Durante este trabajo se identificó a las especies B. yothersi (Baker), B. azores 

(Beard y Ochoa), B. papayensis (Baker) asociadas a muestras de cítrico en Costa 

Rica por medio de caracteres morfológicos. La presencia de dos solenidios en pata 

II y la ausencia de la seta f3 permitieron determinar que los especímenes analizados 

en esta investigación pertenecen al grupo phoenicis (Pritchard y Baker 1958). 

Caracteres morfológicos más específicos como, la forma de la seta fémur genu 

palpal, rugosidad en cutícula tanto en el dorso como en las placas ventrales, forma 

de la espermateca (Beard et al. 2015), permitieron distinguir entre estas tres 

especies.  

1. Especies de Brevipalpus encontradas en la zona sur de Costa 

Rica 

Por su parte, tres poblaciones (correspondientes a Brevipalpus sp.nov. ) 

procedentes de la zona sur del país presentaron características morfológicas muy 

similares entre sí, dentro de las cuales destacan, la forma de la seta del fémur genu 

palpal la cual es delgada y barbada (Figura 17, A y D), la cutícula entre las setas 

3a-4a y 4a-placa ventral sin areolas, con bandas longitudinales y curvadas, y en los 

laterales se observa la presencia de bandas o celdas cortas orientadas 

transversalmente, además de presentar espermateca redondeada con 
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proyecciones (Figura 19, D y E), todas estos caracteres en conjunto no coinciden 

con otra especie descrita hasta el momento para este género. Aunadas a esto, el 

análisis filogenético mostró que estas tres poblaciones se posicionan en un clado 

monofilético con un 99% del PP (Figura 20), donde además son parte de un mismo 

haplotipo (Figura 21), por lo que se plantea la hipótesis de que estas poblaciones 

corresponden a una especie no descrita. 

Estas poblaciones de Brevipalpus sp.nov. se diferencian de B. papayensis, 

B. azores y B. phoenicis por presentar en las placas ventrales y genitales múltiples 

celdas , areólas, y bandas longitudinales lineales, así como la seta dorsal del fémur 

genu palpal ancha y abierta (Figura 15, 16 (A, C) y 18, 19 (A, C)) (Beard et al. 2015). 

Sin embargo, comparten características en la distancia entre las setas v2- h1 y las 

setas sc2-sc2 similares (Anexo 7), y reticulación en la cutícula dorsal similar.  

La identificación molecular como método complementario a la 

caracterización morfológica de especies, aspecto que no se había realizado 

anteriormente en Costa Rica para ninguna especie de Brevipalpus, permitió 

observar que las secuencias obtenidas de esta población se ubicaron en un clado 

monofilético junto a las especies B. papayensis, B. azores y B. phoenicis, tanto en 

las relaciones filogenéticas (Figura 20) como en la red de haplotipos (Figura 21) 

donde estas secuencias se ubicaron divididas en B. azores (Beard y Ochoa) 

Haplotipo 12, B. papayensis (Baker) haplotipo 13 y Brevipalpus sp. nov. haplotipo 

14. 
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La variabilidad genética intraespecífica de Brevipalpus sp.nov., al igual que 

las de B. azores (Beard y Ochoa) fue de 0%, lo cual nos indica que estas especies 

posiblemente provengan de una misma población geográficamente muy cercanas y 

se concentraron dentro de la misma región sur del país. Este tipo de distribución 

podría deberse a que existen factores climáticos tropicales que forman 

microambientes como temperatura y humedad, que pueden propiciar la distribución 

diferenciada de las especies dentro del país (Castro-Resendiz et al. 2021). La 

principal implicación de la cercanía de estas tres especies reside en la posibilidad 

de que puedan ser vectores de virus, ya que B. papayensis es vector de virus tales 

como, el Coffee ringspot virus (CoRSV) y el virus de la leprosis de los cítricos 

citoplasmático (CiLV-C) (Nunes et al. 2018) ambos reportados previamente en el 

país. 

2.  Distribución de B. yothersi y posible Brevipalpus sp. nov 2 o en 

proceso de especiación  

 Brevipalpus yothersi fue encontrada tanto en la Región Central como Región 

Brunca (Figura 5), siendo la especie con la mayor distribución geográfica del país 

para C. sinensis. . Adicionalmente, esta fue la única especie que se logró establecer 

en colonias de naranja de forma exitosa durante esta investigación (Cuadro 2), en 

las colonias de las demás especies murieron sin producir descendencia o la naranja 

que los contenía fue pérdida por contaminación ( por hongos o bacterias).  
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Molecularmente fue la que presentó mayor variabilidad intraespecífica, 

encontrándose en las relaciones filogenéticas tres sub-clados y tres haplotipos 

diferentes (Figuras 22, 23). Sin embargo, morfológicamente no se observaron 

características que las separen, a excepción del largo entre la seta v2-h1 donde las 

poblaciones F7, F4, F5 y F14 presentaron un promedio de 208 μm, y la población 

F8 (Brevipalpus sp.nov 2) midió 214 μm, siendo más grande esta última población, 

sin embargo, esta medición para B. yothersi según Beard et al. (2015) fue de 216 

μm por lo que se encontraría dentro del rango esperado. 

Estos resultados podrían estar dentro del marco de tres posibles escenarios 

debido a la diversidad genética observada, uno donde la variabilidad intraespecífica 

de B. yothersi fue un K2P de 0,87 y no corregido de 0,73, mientras que las demás 

especies entre sí no presentaron variabilidad intraespecífica. Aunque presenten 

variabilidad intraespecífica su valor tanto de K2P como del porcentaje no corregido 

es muy pequeño como para considerarse especies diferentes, por lo que no hay 

suficiente fundamento con la información obtenida para catalogarse como una 

nueva especie (Navia et al. 2013, Sánchez-Velázquez et al. 2015, Beard et al. 2015, 

Tassi 2018). 

El segundo escenario, es que la especie podría estar dentro de un proceso 

de especiación evolutiva y/o debido a que es una de las especies más distribuidas 

geográficamente por lo que representa un mayor número de poblaciones con una 

mayor variación en busca de adaptación a las condiciones ambientales o diferentes 

hospederos (Manson, 1967; González, 1975; Tassi 2018).  
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El tercer escenario, que es una nueva especie, debido al análisis de 

concordancia genealógica de reconocimiento de especies filogenéticas su Phi fue 

igual a 1 en comparación con las demás poblaciones de B. yothersi (F1, F4, F5, F7, 

F9, F14) lo que indican que estas dos poblaciones no se pueden recombinar entre 

sí resultando en especies diferentes, ya que este concepto se basa en la definición 

biológica de especie que considera que individuos de la misma especie se pueden 

recombinar, en este caso los valores varían entre 0 a 1 y ha sido utilizado 

principalmente en hongos del género Fusarium que presentan variabilidad 

intraespecífica (Taylor et al. 2000). Es utilizado para determinar especies crípticas 

putativas que exhiben reproducción asexual (Nguyen et al. 2015), donde las 

especies encontradas en esta investigación tienen reproducción asexual por lo que 

este método es similar al normalmente utilizado  

Sin embargo, la información genética generada en esta investigación no es 

suficiente para definirla como una nueva especie, ya que se requieren de 

comparaciones más exhaustivas como análisis multilocus o secuenciación de nueva 

generación para una mejor comparación entre las filogenias, además de examinar 

de forma más detallada las características morfológicas como las microplacas con 

microscopía electrónica, debido a que no se encontraron diferencias en los 

caracteres morfológicos revisados.  
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3. Presencia de leprosis de los cítricos CiLV-C, CiLV-C2, OFV-

citrus, CTV e Ilarvirus 

Todas las muestras analizadas para la detección de los virus que forman el 

complejo de la leprosis de los cítricos resultaron negativas. Esto puede deberse 

principalmente al programa de cuarentena y erradicación de cualquier árbol con 

sospechas o síntomas de leprosis de los cítricos en la zona fronteriza con Panamá, 

por parte del Servicio Fitosanitario del Estado (SFE) (SFE, 2021). 

 Desde el 2001 al 2021 el SFE1 ha encontrado 4007 árboles sintomáticos por 

CiLV-C y se han eliminado 12 500 árboles. Este virus se encuentra en condición de 

baja prevalencia y bajo control oficial debido a que durante todo este período el virus 

se ha mantenido confinado en la línea fronteriza con Panamá, a la altura de Paso 

Canoas y Coto Brus. 

Finalmente, se encontró al virus de la tristeza de los cítricos en todas las 

fincas donde se recolectó material, por lo que se mantiene la prevalencia y amplia 

distribución en el país. La presencia no es nueva ya que anteriormente, el CTV fue 

identificado mediante ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas (ELISA) 

encontrado en las provincias de Alajuela, San José, Limón, Guanacaste y 

Puntarenas (Lastra et al. 1990; Gottwald et al. 2002). El virus de la variegación de 

los cítricos fue reportado en lima dulce de Palestina (C. limettioides) sin embargo 

fue exitosamente transmitido a naranja valencia (C. sinensis) (Moreira et al. 2011) 

por lo que la transmisión si es posible, sin embargo, al no encontrarse en ninguna 

de las muestras, una posible hipótesis puede ser que no se encuentra de momento 

distribuido ampliamente en el país por lo menos en el cultivo de naranja. 

1 Meza, C. 26 de octubre de 2021.Estado de la leprosis de los cítricos 

(correo electrónico). comunicación personal. Coto Brus, Servicio 

Fitosanitario del Estado 
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F. CONCLUSIONES  

El uso de características morfológicas permitió identificar a las especies B. 

azores, B. yothersi y Brevipalpus sp.nov. Adicionalmente, la secuenciación del gen 

COX1 confirmó la presencia de las especies citadas anteriormente. La diversidad 

encontrada muestra la capacidad de encontrar diferentes especies incluso en un 

cultivo. 

Basado en la información morfológica y molecular generada en esta 

investigación se propone una nueva especie dentro del género Brevipalpus. 

Se plantea la hipótesis de que las poblaciones F1 y F8 se encuentran en 

proceso de especiación o son una segunda nueva especie detectada en este trabajo 

y relacionada con B. yothersi. 

Los resultados de esta investigación permitieron determinar la ausencia de 

los virus de la leprosis de los cítricos CiLV-C, CiLV-C2, OFV-citrus y CiLV-N y el 

virus de la variegación de los cítricos CVV en las zonas muestreadas. 

El CTV se encuentra distribuido en los cítricos de todas las regiones que 

fueron utilizadas en esta investigación, ya que mediante el uso de técnicas 

moleculares se detectó el 100% de las fincas productoras de cítricos positivas para 

dicho virus. 
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H. ANEXOS  
 

Anexo 1. Números de accesión de las muestras utilizadas en el árbol COX1,372 pb 

correspondiente a la región amplificada por Navajas et al. (1996), procedentes del 

banco de genes NCBI. 

Especie  
Número de 
accesión 

B. chilensis  

KC291395 

KC344722 

KC291391 

KC291394 

KC291398 

KC291393 

KC291392 

KC291400 

KC291397 

KC291401 

B. ferraguti  

MH204760 

MH204761 

MH204726 

MH204762 

B. azores  
MK499458 

MK499460 

B. papayensis  
KF954950 

KF954956 

B. phoenicis   
KC291387 

KC291388 

B. obovatus  

KC291384 

KC291385 

KC291383 

B. californicus  
KC291402 

DQ789591 

B. yothersi  

KC291375 

KF954954 

KF955001 

AY320027 

KC291369 

Cenopalpus pulcher AY320029 
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Anexo 2. Número de accesión de las muestras utilizadas en el árbol COX1,650 pb 

correspondiente a la región barcoding de Folmer et al. (1994). 

Especie  
Número de 
accesión  

B. papayensis  
MT664888 

MT664887 

B. phoenicis MT664886 

B. obovatus 
MG458800 

MG458801 

B. chilensis 

MG458833 

MG458834 

MG458824 

B. ferraguti 
MG458825 

MG458857 

B. californicus 
MG458861 

MG458864 

B. lewisi 
MG458869 

MG458870 

B. yothersi 
MG458853 

MG458862 

B. incognitus 
MG458854 

MG458856 

B. cuneatus 
MG458795 

MG458855 

Raoiella indica ON386174 
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Anexo 3. Caracterización de los diferentes cebadores para la amplificación utilizados. 

Organismo objetivo 
Nombre del 
iniciador 

Gen Secuencia Referencia 
Tamaño 
de 
amplicón 

Brevipalpus spp. 
LCO1490-F 

COX1 
5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' Folmer et al. 1994 

1100 pb 
DNR 5'- TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG-3' Navajas et al. 1996 

Gen planta 
IF18S2-F 

18S 
5'TCTGCCCGTTGCTCTGATGA3' 

Zhu et al. 2012  193 pb 
IF18S2-R 5'CCTTGGATGTGGTAGCCGTTT3' 

CiLV-C 
MPF 

 
Proteína de 
movimiento  

5'GCGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC 3' 
Locali et al. 2003  339 pb 

MPR 5'TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT3' 

CiLV-C2 
CPG-F 

5'ATGAGTAACATTGTGTCGTTTTCGTTGT
3' Roy et al. 2013  795 pb 

CPG-R 5'TCACTCTTCCTGTTCATCAACCTGTT3' 

CiLV-N 

N-DC-F 

Proteína de la 
nucleocápside  

5'CCGTACCCATTGTGAAAATA3' 
Ramos-González et al. 
2017  

420 pb 
N-DC-R 5'GAACCCCTTTGAGGAATG 3' 

OFV-citrus 
NPF-F 5'ATGGCTAACCCAAGTGAGATCGATTA3' 

Roy et al. 2014  681 pb 
NPF-R 5'AGTTGCCTTGAGATCATCACATTGGT3' 

 CTV 
CTV6-F Proteína de 

cubierta 

5'TCCGACTCTGATAACGATG3' 
Wang et al. 2020  159 pb 

CTV6-R 5'ACCGCTAAACGATACCAAC3' 

CVV (Ilarvirus) 
Ilar 1F5 
Ilar 1R7 

 
GCNGGWTGYGGDAARWCNAC 

Untiveros et al. 2010  
AMDGGWAYYTGYTYNGTRTCACC 

 

 

F- Iniciador sentido, R-iniciador antisentido 
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Anexo 4. Porcentajes de variación interespecífica e intraespecífica para B. yothersi, Brevipalpus sp. nov y B. azores versus 

secuencias provenientes del NCBI. 

Comparación  

K2P No corregido  

Promedio  Max Min 
Desviación 

estándar 
Promedio  Max Min 

Desviación 

estándar 

B. azores vs B. papayensis  0,29 0,29 0,28 0,01 0,29 0,29 0,28 0,01 

B. yothersi vs B. yothersi 0,43 0,87 0,28 0,27 0,51 0,86 0,28 0,28 

Brevipalpus sp.nov vs B. papayensis  1,47 1,48 1,46 0,01 1,45 1,47 1,44 0,02 

B. yothersi vs B. phoenicis 2,02 2,08 1,76 0,10 2,09 2,60 2,02 0,19 

B. azores vs B. obovatus 5,57 5,75 5,39 0,18 5,37 5,53 5,20 0,17 

Brevipalpus sp.nov vs B. obovatus 5,58 5,80 5,39 0,16 5,38 5,58 5,20 0,17 

Brevipalpus sp.nov vs B.chilensis 6,69 7,10 6,33 0,36 6,39 6,76 6,06 0,32 

B. azores vs B. chilensis 7,00 7,35 6,64 0,37 6,67 6,99 6,35 0,34 

B. yothersi vs B. californicus 7,65 10,32 0,28 3,38 8,97 9,82 7,80 0,60 

B. californicus vs B. yothersi 9,57 10,53 8,24 0,70 8,97 9,82 7,80 0,60 

B. yothersi vs B. papayensis 9,82 10,20 9,54 0,21 9,22 9,53 8,95 0,18 

B. yothersi vs B. obovatus  9,85 10,53 8,88 0,51 9,24 9,82 8,38 0,43 

Brevipalpus sp.nov vs B.californicus 9,28 10,40 8,24 1,08 8,72 9,70 7,80 0,96 

Brevipalpus sp.nov vs B. phoenicis 9,27 9,38 9,21 0,10 8,72 8,82 8,67 0,09 

Brevipalpus sp.nov vs B. yothersi 9,60 9,72 9,54 0,10 9,00 9,11 8,95 0,09 

B. azores vs B. phoenicis 9,92 9,96 9,87 0,06 9,28 9,32 9,24 0,06 

B. azores vs B. californicus 9,60 10,64 8,56 1,15 9,30 9,91 8,16 0,99 

B. yothersi vs B. azores 10,11 10,33 9,87 0,18 9,51 9,82 9,24 0,18 

B. yothersi vs B. chilensis 10,62 11,36 9,55 0,54 9,96 10,69 8,95 0,51 
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Anexo 5. Secuencia obtenida del virus de la leprosis de los cítricos citoplasmática 

(CILV-C), región fronteriza Costa Rica con Panamá. 

 

Secuencia sentido 5'-3' editadas 
  

San Vito, 
Costa Rica 

GTTGGATTTCTGACACCGAACGATATGATTTCTCGTTTGGTTGGGTTCATA
AACCGTAAAGCTGAAGACGCTGGGGTTAGATCTGTGGAGTCTTTTAGGCA
GATATCTGATGTCGTGCTTATAATTGTGCCGCAGATAGCGCTCCCGGCCG
AGCTGTCGCTAAAGCTTGTCGATTCAGCTAATATACTAGAGGCTGTTAAT
GACCAAGAGGTCACTGTCAATAGTACTGGTGGTCCATGTGTTGTTGTCAT
GAACTGTGCCCATTCGATTCCGAATGAGGACAGGACTCATGTTAATGGAT
CTGAAGTTCACAGGCG 

 

Anexo 6. Secuencias obtenidas del virus de la tristeza de los cítricos. 

Finca  Secuencia sentido 5'-3' editadas  

F1 

TTCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTAGGTACCCAACAGAAC
GCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCCTTACTTTGAAAGGGAAGTATCCTAATTT
GTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGTTGTATCGTTTAGCGGT
A 

F5 

TTTCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGGGTACCCAACAGAA
TGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGGGAAGTATCCTAATTT
GTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTGTATCGTTTAGCGGT
A 

F9 

TTTTCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTAGGTACCCAACAGA
ACGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCTTACTTTGAAAGGGAAGTATCCTAATT
TGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGTTGTATCGTTTAGCGG
T 

F13 

TTTCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTAGGTACCCAACAGAA
CGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCTTACTTTGAAAGGGAAGTATCCTAATTT
GTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGTTGTATCGTTTAGCGGT
T 

F17 

TTTTCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTAGGTACCCAACAGA
ACGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCTTACTTTGAAAGGGAAGTATCCTAATT
TGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGTTGTATCGTTTAGCGG
T 
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Anexo 7. Mediciones (μm) de las diferentes especies encontradas en los muestreos (mínimo-máximo (promedio± 

desviación estándar), para las poblaciones en estudio n=12, y todas las mediciones son dadas en micrómetros (μm). 

Especies/poblaciones  V2 -H1  SC2-SC2 C3-C3 

B. yothersi (F7, F4, F5 y F14) 197-220 (208±6,45) 120-141 (130±5,01) 130-150 (139±5,03) 

B. yothersi (F8) 200-222 (214±6,92) 127-142 (136±4,65) 134-151 (144±4,63) 

B. yothersi (Beard et al. 2015) 200-226 (216) 131-146 (143) 140-158 (152) 

B. azores (F12 y F13) 220-239 (231±5,10) 141-160 (155±5,82) 132-171 (162±11,25) 

B. azores (Beard et al. 2015) 220-238 (238) 145-158 (156) 154-168 (163) 

B. papayensis (F14) 219-244 (232±6,45) 144-159 (153±5,01) 156-172 (165±5,03) 

B. papayensis (Beard et al. 2015) 232-244 (240) 146-152 (152) 166-174 (166) 

Brevipalpus sp. nov (F12, F13 y F14) 220-243 (232±7,70) 141-153 (147±3,71) 145-160 (153±3,91) 
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Anexo 8. Árbol filogenético inferido a partir de un análisis bayesiano de la región 

barcoding de Folmer et al.(1994) 650 pb del gen COX1 para Brevipalpus spp., en el 

cultivo de naranja, en Costa Rica. Modelo HKY+I+G. Las probabilidades posteriores 

se muestran como porcentajes en los nodos del árbol. Las secuencias obtenidas en 

esta investigación se encuentran en negrita. Escala: cambios esperados por sitio. 
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