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Resumen. Muchas de las especies de cochinillas harinosas (Hemiptera: Pseudococcidae) consideradas
plagas de cultivos, estan concentradas en la regién de paises del trépico. Con el objetivo de disponer de
informacién actualizada sobre la taxonomia de estos insectos, se presentan variantes ultraestructurales de
diferentes poblaciones de Pseudococcus elisae Borchsenius, 1947, procedentes de 11 fincas productoras de
banano de Costa Rica. Se utilizé microscopia de luz para identificar la especie y microscopia electrénica
de barrido (MEB) para describir ultraestructuras. Los caracteres estudiados por MEB, mostraron
diferencias respecto de los ostiolos, cerarios, ductos tubulares con anillo oral y poros multiloculares. En
la presente investigacion se determiné que las cochinillas identificadas como P. elisae en el cultivo de
banano, presentan una serie de variantes ultraestructurales con gran valor taxonémico, que podrian ser
consideradas a futuro como otros caracteres descriptivos dentro de la clasificacién de la especie.

Palabras claves: Clasificacién, diversidad, estructuras transldcidas, morfologfa, ultraestructuras.

Abstract. Many mealybug species (Hemiptera: Pseudococcidae) that are considered pests of important
crops are concentrated in the region of tropical countries. In order to update the information on the
taxonomy of these insects, ultrastructural variants from different populations of Pseudococcus elisae
Borchsenius, 1947, from 11 Costa Rican banana producing farms are presented. Light microscopy was
used to identify the species and scanning electron microscopy (SEM) to describe the ultrastructures. The
characters studied by SEM, showed differences regarding to ostioles, cerarii, oral rim tubular ducts and
multilocular pores. In the present investigation it was determined that mealybugs identified as P. elisae
in the banana crop, show a series of ultrastructural variants of great taxonomic value, which could be
considered in the future as other descriptive characters within the classification of the species.

Key words: Classification, diversity, translucent structures, morphology, ultrastructures.

Introduccion

Las cochinillas harinosas pertenecen al orden Hemiptera y a la familia Pseudococcidae
(Garcia-Morales et al. 2016). Estos insectos estdn cubiertos por capas de cera que cubren
el cuerpo de las hembras, principalmente en el estado adulto (Ramos y Serna 2004).
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Muchas de las especies estdn concentradas en la regién de los paises del trépico, entre ellos
Costa Rica (Gimpel y Miller 1996; Williams y Granara de Willink 1992). Las cochinillas se
alimentan de una gran diversidad de plantas hospedantes, por lo que muchas especies son
consideradas polifagas (Hardy et al. 2008).

Recientemente se declar6 una fuerte amenaza de estos insectos en el cultivo del banano
de Costa Rica, debido a pérdidas econémicas importantes producto del dafio en la calidad
comercial de la fruta (CORBANA 2013).

Durante los dltimos afios, las poblaciones de Pseudococcus elisae Borchsenius, 1947,
se han incrementado en la regién de la vertiente Atldntica de Costa Rica, que va desde
Talamanca hasta Sarapiqui, presumiblemente a causa de las alteraciones generadas por el
cambio climético global. Esto ha provocado pérdida en la calidad del racimo de banano,
asi como el rechazo del producto en los puertos de embarque y destino, ya que esta especie
es considerada plaga cuarentenaria para algunos paises hacia donde se exporta la fruta
(Vargas y Cubillo 2010; Rodriguez 2013).

Los caracteres taxonémicos son de gran utilidad en la identificacién de las especies y se
basan en caracteristicas morfoldgicas especificas (Miller et al. 2007; Hardy et al. 2008). Sin
embargo, existe a menudo similitud entre especies cripticas, lo que significa que a pesar de
ser diferentes, éstas son extremadamente similares en apariencia (Correa et al. 2012), que
ademds por efecto del medio ambiente pueden presentar cambios morfol6gicos (Rodriguez
2013), dificultando la correcta identificacién (Kondo et al. 2008). Algunos ejemplos de las
especies que presentan alta similitud morfolégica corresponden a: P. elisae y Pseudococcus
jackbeardsleyi Gimpel y Miller, 1996; Dysmicoccus brevipes Cockerell, 1893 y Dysmicoccus
neobrevipes Beardsley, 1986 (Granara de Willink 2009); Pseudococcus longispinus (Targioni,
1867) y Pseudococcus nr. microadonidum Beardsley, 1966 (Malausa et al. 2011).

Actualmente para identificar cochinillas harinosas se utiliza el montaje en ldmina de
vidrio y posteriormente el estudio mediante microscopia de luz (ML) (Williams y Granara
de Willink 1992; Hardy et al. 2008). Los trabajos realizados por Gimpel y Miller (1996) y
Williams y Granara de Willink (1992), representan grandes recopilaciones y revisién de
la familia Pseudococcidae en Sudamérica principalmente; sin embargo, el estudio de este
grupo de insectos en América Central, en especial Costa Rica, presenta escasa actualizacion.

Los estudios taxonémicos tradicionales describen estructuras presentes en la regién
ventral y dorsal del cuerpo de los pseudocéccidos (Williams y Granara de Willink 1992;
Granara de Willink 2009). La microscopia electrénica de barrido (MEB) es una técnica que
ha sido utilizada, por ejemplo para describir la secreciéon de cera liberada por los poros
(Foldi 1991, 1997; Kumar et al. 1997; Zhang et al. 2012), estudiar las setas sensoriales de
la estructura bucal (Le Rii et al. 1995; Calatayud y Ru 2006) o para identificar patrones
morfoldgicos segun la regién geogrdfica (Palma-Jiménez y Blanco-Meneses 2018). No
obstante, existen pocos trabajos que complementen la caracterizacién del insecto con el
uso de MEB, ya que su aplicacién en el estudio de la familia Pseudococcidae es un desafio,
debido a la delgadez y flexibilidad de la cuticula que presenta el insecto hembra (Sirisena
et al. 2015). Empleando esta técnica es posible identificar variantes de las especies y
analizar en detalle las ultraestructurales propias de estas. Por ello, el objetivo del presente
trabajo consistié en identificar mediante MEB, variantes ultraestructurales presentes en
poblaciones de Pseudococcus elisae obtenidas en el cultivo de banano de Costa Rica.

Materiales y Métodos

Sitios de recoleccion del material. Se obtuvieron ejemplares hembras de P. elisae
procedentes de 11 sitios ubicados a lo largo de las regiones Atldntica y Central de Costa Rica
(Agrotubérculos, Aproveco, Bristol, CATIE, Corsega, Kopemaz, Laboratorio de Biocontrol,
Manu, Siquirrefia, Zent, Zorsales). La recoleccién se realizé entre los afios 2010-2012 y la
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ubicacién de los lugares de muestreo se identificé mediante coordenadas geogréficas. Los
insectos se conservaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml con etanol 95%. Se recolecté un

promedio de 30 individuos por regién geogréfica (Tabla 1).

Tabla 1. Cochinillas harinosas recolectadas de plantas de banano procedentes de las regiones Atldntica

y Central de Costa Rica.
Proc?dencm Afio de Coordenadas geograficas
Localidad dellingEa recoleccion
recolectado Latitud Longitud
) . Hierba
Agrotubérculos, Cahuita, |~ o 0 4ante al 2011 9°4000.00"N | 82°47'59.99”0
Provincia de Limén
pseudotallo
Aproveco, Batdn, Provincia | po g tatlo 2012 10°05°04”N 83°20' 28”0
de Limén
Bristol, Provincia de Limén Pseudotallo 2012 10°01'44”N 83°18'14”0
CATIE, Turrialba Raiz 2010 9°53'23.06”" N 83°39'11.59”0
Corsega, San Carlos de
Pacuarito, Provincia de Pseudotallo 2012 10°1025”N 83°46” 76”0
Limén
Kopemaz, Matina, Pseudotallo 2012 10°02'54”N 83°27’ 78”0
Provincia de Limén
LabBiocontrol, Turrialba Pseudotallo 2010 9°5323.06”N | 83°39'11.59”0
.. . Hierba
Manu, Gudpiles, Provincia | = g 42 ne al 2011 9°51'23.85”N | 82°58'36.45”0
de Limén
pseudotallo
Siquirrefia, Siquirres, Pseudotallo 2012 10°05°01”N 83°30'28"0
Provincia de Limén
Zent, Matina, Provinciade | p o o010 2012 10°0254"'N | 83°2778"0
Limén
Zorsales, Carrandi, Pseudotallo 2012 10°03'49”N 83°16' 4370

Provincia de Limén

Andlisis de ultraestructuras. El estudio de las ultraestructuras de las cochinillas se realiz6
en el Centro de Investigacién en Estructuras Microscépicas (CIEMic) de la Universidad de
Costa Rica, San Pedro de Montes de Oca. Estas se identificaron previamente mediante el
uso de ML, y luego por MEB para observar mayor detalle de las estructuras.
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Técnica en lamina y observacion bajo el microscopio de luz. Se montaron diez insectos
por localidad, utilizando la metodologia descrita por Williams y Granara de Willink (1992).
Se trabajé con un microscopio invertido modelo IX51, Olympus Optical Co., Japén.

Procesamiento para MEB. Se procesaron entre cinco y diez insectos por localidad. Para
ello, se utiliz6 el protocolo de limpieza optimizado por Palma-Jiménez y Blanco-Meneses
(2015). Los patrones ultraestructurales estudiados corresponden a las siguientes estructuras:
ductos tubulares con anillo oral, poros multiloculares, ostiolos y el circulo.

Resultados y Discusién

En el presente estudio se observaron ultraestructuras que mostraron variacién en las
poblaciones de las cochinillas previamente identificadas por ML y clasificadas como P.
elisae. Dentro de las estructuras analizadas se observaron las siguientes:

Ducto tubular con anillo oral. Por medio de ML se observé un ducto tubular con anillo
oral que present6 una tinica morfologia en todos los especimenes estudiados (Fig. 1.
A). Por medio de MEB se identificaron tres patrones ultraestructurales: presencia de
ductos tubulares con anillos orales que presentaron un leve hundimiento entre el anillo
interno y el borde del ducto oral, el cual se caracterizé por ser grueso con un anillo oral
esclerotizado (Fig. 1. B). Otra morfologia identificada, correspondié a la presencia de
un ducto tubular con un anillo oral delgado (Fig. 1. C). Un tercer tipo de ducto grueso
present6 un anillo oral extendido (Fig. 1. D). Cox (1987) menciona que estos ductos son
similares en el cuello pero tienen un borde elevado de un integumento alrededor de la
abertura como variante. También explica que estos ductos pueden ser totalmente simples
en su forma, pueden estar presentes o ausentes en cualquier lugar de la superficie dorsal
y ventral, y que comtnmente se encuentran de forma individual. De acuerdo con Foldi

Figura 1. Variantes morfoldgicas de los ductos tubulares con anillos orales por microscopias de luz
(ML) y electrénica de barrido (MEB) para Pseudococcus elisae. A. Ductos tubulares con anillos orales
de la region cefdlica contiguos al cerario frontal, visto con ML. Variantes ultraestructurales: B. Ducto
grueso con anillo oral esclerotizado, visto por MEB. C. Ducto grueso con anillo oral delgado, visto
por MEB. D. Ducto grueso con anillo oral extendido, visto por MEB. Escala de las barras: 0,78 um (B);
0,92 pm (C); 0,78 um (D).
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(1997) en su investigacion realizada por MEB, el término ducto se usa para describir
un tubo cutdneo invaginado; esta invaginacién con forma de copa, también varifa en
morfologia, profundidad, ancho y grosor entre las especies. De acuerdo al autor, estos
pueden ser de diferentes formas y tamafios, pero siempre constan de dos partes distintas,
un ducto externo e interno. La regién interna es generalmente mds estrecha (anillo), se
origina a partir del ducto externo y termina con un botén mas o menos desarrollado.
La forma, tamarfio, longitud y el ancho de los ductos interno y externo, asi como su
distribucién, son todos de importancia taxonémica.

Debido al pequefio tamafio del insecto (largo 2,8 mm y ancho 1 mm) (Al-Helal et al.
2012), no es posible observar con claridad la apertura de los poros bajo el microscopio
6ptico y su presencia solo se evidencia por la cera que secretan. La gran diversidad y
abundancia de poros y conductos a través de los cuales la cera es secretada, las convierten
en estructuras taxonémicamente importantes (Foldi 1997).

Poros multiloculares. Los poros secretores de cera de mayor tamafio corresponden a los
de tipo multilocular (Chandler y Watson 1999; Miller et al. 2007). Estos se identificaron
en abundancia en los segmentos ventrales VII y VIII, principalmente alrededor de la
vulva en todas las cochinillas estudiadas y son consistentes con lo reportado por Granara
de Willink y Dughetti (2012) y Kaydan y Gullan (2012). En este estudio se observé la
presencia de poros multiloculares conformados por 10 l6culos internos cuyo tamafio y
forma puede afectar como se expulse la cera sobre la superficie corporal del insecto. De
acuerdo a Kumar et al. (1997), cada poro contiene un circulo de mds de cinco aberturas
(Ioculi); en Maconellicoccus hirsutus Green, 1908, el anillo externo contiene de 8 a 10 loculi.
Zhang et al. (2012) mencionan que cada poro multilocular varia entre 8 y 12 16culos y
se encuentran dispuestos en circulos. Por ML no se observé una clara morfologia de
estos poros, por MEB se observé que los poros multiloculares presentaron 10 I16culos bien
definidos, y en algunos individuos la cera secretada aparent6 ser muy densa y compacta,
tratdndose de cochinillas de estadio avanzado (Fig. 2. A). Tal como lo describe Cox y
Pearce (1983), estos poros son un indicativo de la madurez sexual, ya que participan
en la formacién del ovisaco, cuya cera se caracteriza por ser curvada o rizada, como se
presenté en este estudio. Ademds, se observé un tipo de poro multilocular formado por
un solo canal, donde la estructura interna present6 un canal continuo, sin 16culos (Fig.
2. B). Otro tipo de poro present6 un canal continuo con reborde en la periferia interna
(Fig. 2. C). Esta forma ultraestructural de canal continuo presenta similitud con el poro
descrito por medio de MEB por Foldi (1997) para la especie Saissetia oleae Olivier, 1791

(Hemiptera: Coccidae).
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Figura 2. Variantes ultraestructurales de los poros multiloculares por microscopia electrénica de
barrido (MEB) para Pseudococcus elisae. A. Presencia de 10 16culos. B. Abertura interna con canal
continuo. C. Abertura interna con canal continuo y reborde en la periferia interna. Escala de las
barras: 13,4 um (A); 0,51 pum (B); 0,49 pum (C).
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Lamorfologiay las dimensiones de los filamentos de cera dependen de las caracteristicas
del I6culo del poro asi como de la gldndula secretora. Si el 16culo es cilindrico, el filamento
es largo y recto; si es curvo emergen filamentos rizados, bucles; si su seccién es en forma
de rifién, secreta los filamentos en forma de una canaleta. La presencia de un surco en la
periferia del poro o en la base de los canales asegura la formacién de filamentos huecos y
varian segun la familia de cochinillas harinosas (Foldi y Cassier 1985).

Ostiolos. Castillo y Bellotti (1990) comentan que estas estructuras se presentan como
abultamientos de la epidermis separados por una abertura en la regiéon media, conocida
como los “labios” del ostiolo. Por medio de MEB, se observ6 un par de ostiolos a ambos
extremos del tagma cefdlico y otro par en direccién al segmento abdominal VII, mostrando
el patrén tipico de las cochinillas harinosas, con la presencia de poros triloculares y “labios”
en la regién media (Fig. 3. A), tal como lo presenta Sirisena et al. (20015). Se observé ademds
la presencia de un tipo de extensién membranosa que sobresale de la regioén interna de los
labios como caracteristica diferencial en el par de ostiolos inferiores (Figs. 3. B, 3. C). En la
literatura no se menciona ninguna estructura presente en los labios de los ostiolos, como la
presencia de alguna membrana o extensién dermal, solamente se describe su funcién en la
exudacion de sustancias como mecanismo de defensa (Cox 1987).
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Figura 3. Variantes ultraestructurales del ostiolo por microscopia electrénica de barrido (MEB) para
Pseudococcus elisae. A. Patrén tipico identificado con la presencia de poros triloculares y “labios” en
la regién media. B y C. Ostiolos con extensién membranosa interna. Escala de las barras: 10 um (A);
50 pm (B); 20 um (C).

Circulo. Se ha reportado que estas estructuras constituyen un drea de cuticula delgada sobre
el tejido glandular y que cumplen con la funcién de adherencia (Ramos y Serna 2004). Por
medio de ML (Fig. 4. A) y por MEB (Fig. 4. B) se observé la presencia de un circulo de forma
de 6valo y bien desarrollado que presenté una linea entre los segmentos Il y IV para todas las
cochinillas estudiadas. Con MEB, ademas se identific6 la presencia de un aparente segundo
circulo con forma subcuadrada, ubicado entre los segmentos IV y V, en cochinillas de la
regién de Turrialba (Fig. 4. C). En el estudio realizado por Sirisena ef al. (2015), muestran que
por medio del MEB, el circulo es una estructura flexible, tipo botén; los pliegues cuticulares
sugieren que puede proyectarse desde el vientre por la presién hidrdulica interna debido a
la contraccién muscular. Asimismo, explican que el circulo puede presentar una variedad de
formas y tamarios para diferentes especies, y pueden estar presentes o ausentes; en Phenacoccus
solenopsis Tinsley, es oval con una pequefia hendidura en cada lado, con un pliegue a través de
la linea intersegmental, mientras que en M. hirsutus es cuadrada aparentemente, debido a que
carece de un pliegue intersegmentario. Dicho pliegue corresponde a la linea que separa cada
uno de los segmentos en el abdomen del insecto y fue claramente visible al observar el circulo
en la posicién Il y IV (Fig. 4. B), diferente al circulo aparente observado en este estudio en la
posicién IV y V (Fig. 4. C), tal como lo describen Sirisena et al. (2015), para M. hirsutus.
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Las relaciones entre las poblaciones de cochinillas harinosas sugieren que estos son
taxones complejos y las diferencias fenotipicas en las poblaciones pueden estar relacionadas
por la influencia de los factores ambientales y distancias geogrdficas (Palma-Jiménez y
Blanco-Meneses 2018). Varios autores mencionan como el efecto de la metilaciéon del ADN
(epigenética), alteraciones en la cromatina y heterocromatizacién de los cromosomas en estos
insectos, provocan modificaciones en su fenotipo, factores que podrian ser considerados para
estudios posteriores del insecto (Khosla et al. 2006; Ross et al. 2010; Feil y Fraga 2012; Kol-
Maimon et al. 2014).

;€ ulo
aparente

Figura 4. Variantes morfoldgicas del circulo por microscopias de luz (ML) y electrénica de barrido
(MEB) para Pseudococcus elisae. A. Morfologia observada con ML: Circulo entre los segmentos III y IV.
Variantes ultraestructurales: B. Presencia de un circulo entre los segmentos Il y IV, visto con MEB. C.
Presencia de dos circulos, el primero entre los segmentos Il y IV y el segundo entre los segmentos IV
y 'V, vistos con MEB en cochinillas de Turrialba. Escala de las barras: 200 um (B); 36,4 pm (C).

Conclusion

El microscopio electrénico de barrido es una herramienta de gran utilidad para observar
estructuras a escala de micrémetros y de forma tridimensionales en los pseudocéccidos. La
informacién obtenida a través del MEB, permite observar regiones del insecto dificiles de
notar para ser considerados como aspectos relevantes en su taxonomfa.

En este estudio fue posible identificar la presencia de variantes morfolégicas de
la especie P. elisae respecto a ductos tubulares con anillo oral de tipo esclerotizado y no
esclerotizado y el tercero de tipo extendido. Poros multiloculares con diez 16culos, con
presencia de una abertura interna con canal continuo y con abertura interna con un reborde
en la periferia. Ostiolos con una extensién membranosa interna. Presencia del circulo tipico
en entre los segmentos Il y IV y un aparente segundo circulo en algunos especimenes
entre los segmentos IV y V. Las caracteristicas ultraestructurales observadas a partir de
la identificacién previa de la especie P. elisae complementa los trabajos realizados con la
técnica convencional de ML. Por otro lado, aspectos como la epigenética del insecto, se
presenta como una nueva drea de estudio que podria responder algunas de las preguntas
respecto a la expresion de variantes en el fenotipo de la cochinilla harinosa.
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