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Aviso

El presente protocolo de diagnoéstico fitosanitario fue desarrollado en las instalaciones de la
Direccion del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF), de la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA), con el objetivo de diagnosticar especificamente la presencia o
ausencia de Maconellicoccus hirsutus. La metodologia descrita, tiene un sustento cientifico que
respalda los resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacion o variaciones en la
metodologia especificada en este documento de referencia pueden derivar en resultados no
esperados, por lo que es responsabilidad del usuario seguir y aplicar el protocolo de forma
correcta.

La presente version podra ser mejorada y/o actualizada quedando el registro en el historial de
cambios.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE DEL PROTOCOLO
Describir los procedimientos y metodologias aplicados a la identificacion de ejemplares adultos
de Maconellicoccus hirsutus (cochinilla rosada del hibisco), mediante el uso de claves
taxonodmicas y microscopia optica. El siguiente protocolo es una herramienta para los Terceros
Especialistas de los Laboratorios Aprobados, asi mismo para los técnicos de laboratorio de
diferentes instituciones.

2. INTRODUCCION
M. hirsutus, es una plaga cuarentenaria presente, no extendida y sujeta a control oficial, de
acuerdo a la Norma Internacional en Medidas Fitosanitarias No. 8, que se encuentra presente
solo en algunas areas (CIPF, 2006). Miller (1999) menciona que M. hirsutus causa dafio directo
a un amplio rango de cultivos hospederos y también acarrea problemas en las exportaciones y
comercio de productos agricolas.

En México, se implementé el Plan Nacional Emergente (PNE) contra la cochinilla rosada del
hibisco y cuya inversion federal ascendio a poco mas de 4 millones de USD en el periodo 2004-
2005 para el estado de Nayarit. Existe una cuarentena en la norma NOM-011-FITO-1995 para
prevenir su introduccion en citricos y se enlista en la Hoja de Requisitos Fitosanitarios, pues
nuestro pais cuenta con regiones favorables para el establecimiento de M. hirsutus y se veria
afectada la comercializacion local y la exportacién tanto de frutales como de hortalizas
(SENASICA, 2013).

2.1 Informacion sobre la plaga

La cochinilla rosada es un insecto polifago, entre sus hospederos, se encuentran cerca de 200
géneros de plantas ornamentales, forestales, frutales, tubérculos y hortalizas (Meyerdirk et al.,
2001), asi como especies vegetales silvestres, arvenses o de bosques tropicales y semitropicales
(Chang, 1996; Williams, 1996; Padilla, 2000; Morales et al., 2002; CABI, 2003).

Esta especie ha sido reportada en: Arabia Saudita, Bangladesh, China, Filipinas, India,
Indonesia, Japén, Libano, Malasia, Nepal, Pakistan, Singapur, Sri Lanka, Taiwan, Tailandia,
Vietnam (Asia); Camerdn, Republica Central Africana, Congo, Costa de Marfil, Egipto, Gabdn,
Gambia, Kenia, Liberia, Nigeria, Senegal, Somalia, Sudan, Tanzania, Zambia (Africa); Antillas
Holandesas, Bahamas, Barbados; Belice, Islas Virgenes Britanicas, Dominica, Guatemala,
Haiti, Jamaica, Monserrat, Puerto Rico, Republica Dominicana, Trinidad & Tobago, Guyana,
Surinam, Venezuela, EUA, Meéxico (Ameérica); e Islas Salomén, Micronesia, Nueva Guinea
(Oceania) (Williams 1996; Persad, 1998; Blanco et al., 1999; Cardona, 2001; Cermeli et al.,
2002; Blanco et al., 2003; SAF, 2004; DGSV-DPF, 2016).
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Los dafios son producidos por las hembras, pues al poseer un aparato bucal picador chupador
generan deformaciones severas en hojas, tallos, ramas, flores y frutos (Ghose, 1972; Mani,
1989; Borror et al., 1992; Hoy et al., 2014).

Los sintomas en hojas donde se encuentra M. hirsutus se manifiestan en forma de roseta, pero
ademas pueden aparecer hojas con forma de barquillo y rizadas (SENASICA, 2013). Debido a
la deformacion de las hojas y ramas, el crecimiento de la planta se retrasa y presenta
acortamiento de entrenudos. Cuando la infestacion es severa, las flores no se abren y se
marchitan, al igual que los frutos jovenes; en frutos desarrollados, pueden presentarse
deformaciones y miel de rocio o fumagina, lo que limita en mayor grado la movilizacion y la
comercializacion de la fruta fresca (Eades, 1996; Williams, 1996; Cardona, 2001; Meyerdirk et
al., 2001).

Un aspecto importante es que M. hirsutus puede dispersarse distancias cortas de manera mas
facil cuando se encuentra en la fase de huevo o ninfa, a través del viento, lluvia, aves, ropa y
vehiculos (Stibick, 1997; Vazquez et al., 2002).

La hembra de M. hirsutus es aptera, cubierta por una capa cerosa blanca que impide ver
claramente su coloracion, la cual va de naranja a rojizo. Los machos son alados, mas oscuros
que las hembras, con dos filamentos caudales recubiertos de cera. Su tamafio va de 2 a 3.8 mm
de largo y 2.1 mm de ancho (Mani, 1989). En el montaje con laminilla, se pueden observar de
forma oval, antenas con nueve segmentos, poros traslucidos sobre la tibia y el fémur posterior,
cuatro a seis pares de cerarios, raramente siete, cada uno con un par de setas conicas, presentes
solo en el abdomen (Figuras 2 y 3).

Presentan ostiolos y el circulo, ademas de finas setas flageladas en la superficie dorsal. Los
poros multiloculares estan presentes en los segmentos abdominales 1V-1X (Figura 3E-F), los
poros triloculares bien distribuidos, poros discoidales esparcidos y numerosos anillos
esclerosados (Figura 3A) llamados "oral rim™ (William y Granara, 1992).
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2.2 Informacion taxondmica
Nombre: Maconellicoccus hirsutus (Green, 1908)
Sinénimos: Phenacoccus hirsutus (Green, 1908)
Phenacoccus quaternus (lyer, 1912)
Pseudococcus hibisci (Hall, 1922)
Phenacoccus glomeratus (Green, 1922)
Spilococcus perforatus (De Lotto, 1954)
Maconellicoccus hirsutus (Green) (Ezzat, 1958)
Paracoccus pasaniae (Borchsenius, 1962)
Maconellicoccus perforatus (De Lotto, 1964)
Nombres comun: cochinilla rosada del hibisco
Posicion taxondémica:
Reino: Metazoa
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Pseudococcidae
Género: Maconellicoccus
Especie: Maconellicoccus hirsutus

(CABI, 2018)
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3. DETECCION E IDENTIFICACION
Las caracteristicas que se deben de tomar en cuenta para realizar el diagnostico son:

a. Que los especimenes se encuentre en buenas condiciones (no presenten dafios o se
encuentren aplastados).

b. Que el ejemplar sea adulto (hembra) para poder observar todas las estructuras.

3.1 Procesamiento para la identificaciéon

La identificacion de hembras de M. hirsutus se basa en los caracteres morfologicos
primordiales de la especie, mediante la observacion bajo el microscopio compuesto,
previamente tratadas con la técnica conocida como aclaracién y montaje de laminilla, donde
se elimina todo residuo de contenidos corporales cerosos/grasos y se deja sélo la cuticula o
exoesqueleto.

Esta técnica se basa en la reportada por Williams & Granara (1992), con modificaciones
realizadas en el Laboratorio de Entomologia y Acarologia.

El procedimiento es el siguiente:

1) Transferir los ejemplares a una cépsula de porcelana, seleccionar las hembras adultas o
ultimo estadio ninfal y con la ayuda de unas pinzas entomoldgicas y agujas de diseccion fina
(“minutens”) realizar una puncion en la parte dorsal del abdomen del ejemplar.

2) Colocar en un tubo de ensaye una solucion de hidréxido de potasio (KOH) al 40 % (1cc)
para posteriormente sumergir los ejemplares.

3) Colocar el tubo de ensaye a bafio Maria durante 10 minutos y agitar levemente (hasta que
los ejemplares se aclaren).

4) Transferir los ejemplares a una capsula de porcelana y retirar la solucion de KOH, agregar
agua destilada hasta cubrir totalmente los ejemplares y esperar aproximadamente 10
minutos.

5) Lavar los ejemplares con agua destilada (dos a cuatro veces); con intervalos de 1 a 2 minutos.

En caso de que los ejemplares continten sin macerarse, colocarlos nuevamente a bafio Maria
durante 10 minutos.

Versién 1.0 [5]
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6) Una vez limpios y aclarados los ejemplares, tefiir con 2 gotas de fucsina acida por de 5
minutos y posteriormente colocarlos en alcohol al 95-98%, durante 3 a 5 minutos o hasta
que el ejemplar adquiera una tonalidad rosa palido.

7) Transferir el ejemplar en aceite de clavo por 10 minutos.

8) Colocar el espécimen en vista dorsal sobre un portaobjetos con una gota de Balsamo de
Canada, procurando que el ejemplar quede extendido al igual que sus extremidades (antenas

y patas).

9) Colocar el cubreobjetos sobre la gota del Balsamo de Canadé, evitando la formacion de
burbujas. Rotular la preparacion con las etiquetas correspondientes (Figura 1).

Nota: el Balsamo de Canada puede ser rebajado con una o dos gotas de Xilol.

Izquierda: familia, género, especie, nombre del autor quien realizo la descripcion, nombre y
fecha de quien hizo la determinacion.

Derecha: lugar de recolecta (pais, estado, municipio), localidad y/o paraje, hospedero, fecha
de recolecta, nombre del recolector.

Lugar de recolecta: Mexico,

Mareios

Genero: Maconellicocus Hospedero: Hibiscus sp-

s g Fechade recolecta:
Especie: Airsutus 1670972074
Green, 1908 Recolector: A- Marin
Determinador: -
Fortillo

Fecha de det. 28/09/2014

Familia: Sreudbcoccidae

Figura 1. Etiquetado de Maconellicoccus hirsutus.

10) Observar el ejemplar bajo el microscopio compuesto a 10x, 20x, 40x y si es necesario a 100x
con aceite de inmersidn, no mover el cubreobjetos y evitar manchar los objetivos con el medio
de montaje.

Para conservar permanentemente la preparacion, colocar la laminilla en una estufa de secado
atemperatura 6ptima (35°C +/- 2°C), durante un mes; posteriormente retirar el exceso de medio
de montaje, limpiar, aplicar sellador (esmalte) en la periferia del portaobjeto y colocar las
etiquetas anteriormente mencionadas.
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3.2 Identificacion de la plaga
Es importante observar detalladamente todas las estructuras y caracteristicas morfologicas que
la clave taxondmica nos indique, para poder emitir el resultado preciso.

3.3 Caracteristicas morfoldgicas a observar bajo el microscopio
A continuacion se presenta un extracto de claves dicotomicas de Williams (1996), donde se
mencionan las caracteristicas morfolégicas a observar (Figura 2) para especies del género
Maconellicoccus.

L CIrCUIO PrESENEE. ...t 2
= CIICULO AUSEILE. . ..ottt e e e e e e 6
2. De 4-7 pares de cerarios, presentes solo en el abdomen..............oooviiiiiiiiiiiiii i 3
- Un par de cerarios, situados en el l1os 16bulos anales................ccooviiiiiiiiiinn, 5

3. Conductos tubulares del margen oral de distintos tamafios, algunos de mayor tamafio,
asociados con la seta del collar. Cada antena con cerca de 500-630 pm de longitud
(ATLICA) . .., ugandae
- Conductos tubulares del margen oral de un mismo tamafio, normalmente no se encuentran
asociados a la seta del collar. Antena no mayor de 480 pum de
JON@ITUA. . . . 4
4. Conductos tubulares con collar oral presentes en el dorso, usualmente en una hilera en la
mitad de los segmentos. Circulo variable en forma: oval a cuadrada, normalmente de 85-140
pum de ancho, solo ocasionalmente dividida por una linea intersegmental. Conductos tubulares
del margen oral de 3.75-5.00 pum de ancho, 7.50-8.50 pm de largo (cosmopolita)
........................................................................................................ hirsutus
- Conductos tubulares con collar oral ausentes en el dorso. Circulo usualmente de 150-195 pm
de ancho, muescas conspicuas a cada lado, dividida por la linea intersegmental. Conductos
tubulares del margen oral cerca de 6.25-7.50 pm de ancho, 125 pm de largo
(N EPAL) ettt ramchensis sp. n.
5. Conductos tubulares del margen oral cada uno con un reborde o margen. Conductos tubulares
con collar oral ausentes en el dorso. Poros discoidales multiloculares ausentes en la region
ventral del torax (AuStrali@)........cccooviriniiniini i tasmaniae
- Conductos tubulares del margen oral cada uno con un estrecho margen o borde, apenas
distinguibles de los conductos tubulares con collar oral. Poros discoidales multiloculares
presentes en la region ventral del torax (Australia)..............ooeeeiiiiiiiiiniiniinennnn, lanigerus
6. Un par de cerarios, situados en los l6bulos anales. Conductos tubulares del margen oral de
dos tipos, cada uno mas estrecho que el poro trilocular, con el borde o margen angosto,

esclerozado o membranoso (Australia)...................... ...australensis
- Cuatro pares de cerarios. Conductos tubulares deI margen oral cada uno mas ancho que el
poro trilocular, el borde 0 margen es ancho y
L0703 11 01 10 7
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7. Conductos tubulares con collar oral presentes en el dorso. Presenta una seta a manera de
espina en el fémur (Australia)..............oooiiiiiiiiiii leptospermi
- Conductos tubulares con collar oral ausentes en el dorso. No presenta una seta a manera de
espina en el fémur, presenta solo una seta flagelada (Sur de
Y T ) T PSPPI multipori

. RESULTADOS DE VALIDACION
Las técnicas de identificacion descritas en el presente protocolo se encuentran revisadas y
validadas por el Area de Validacion de Protocolos (AVP) del CNRF.

El presente protocolo permite la identificacion de Maconellicoccus hirsutus a nivel de género 'y
especie en el estado larval y adulto, mediante caracterizacion morfoldgica y observacion bajo el
MICroscopio compuesto.

. REGISTROS
Los ejemplares preservados en laminilla, se colocan en un portalaminillas; mientras que los
especimenes en alcohol al 70 %, se etiquetan con datos de colecta, taxondmicos y geogréaficos.
Ambos, deben ser resguardados en un lugar adecuado (Coleccion Entomoldgica).

. CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL
Correo: lab.entomologia@senasica.gob.mx
Teléfono: 01 (52) 55 5905 1000 Ext. 51368 y 51370

. RECONOCIMIENTO
Este protocolo fue elaborado por el Laboratorio de Entomologia y Acarologia (Héctor Enrique
Vega Ortiz, Hugo Enrique Gonzélez Garcia y Roman Martinez Rosas) y editado por el Grupo
DiaFi (Ariana Guadalupe Robles Zarate y Lizeth Guadalupe Duran Espinosa).

. REFERENCIAS
Blanco, E. R., Navarro, A., Pérez, |., Vazquez, L., Martinez, M.A. & Lopez, R. (1999). Actions
undertaken as part of the Cuban Defense Programme
against the Pink Hibiscus Mealybug, Maconellicoccus hirsutus (Green): Trinidad and
Tobago.
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Figura 2. Esquema general de la hembra de Maconellicoccus hirsutus (Miller, 1999).
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Figura 3. Estructuras morfoldgicas para la identificacion de Maconellicoccus hirsutus. A. Segmentos
abdominales, Cerarios y circulus; B. Antenas; C. Cerario I-111; D. Poros trasltcidos; E. Poros multiloculares y F. Barra
anal (Créditos: DGSV-CNRF Departamento de Entomologia y Acarologia).

Version 1.0 [12]



