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Resumen. La informacién relacionada con la morfologia interna de los insectos plaga durante su
desarrollo postembrinario es importante para mejorar los mecanismos de control y los estudios
comparativos entre especies. Considerando la importancia de Phyllocnistis citrella como plaga del
cultivo de los citricos y la necesidad de conocer aspectos sobre el desarrollo y la reproduccién de
esta especie de importancia econémica, el objetivo de este trabajo es analizar los cambios tisulares
de érganos y sistemas durante la metamorfosis. Las muestras se fijaron en Botiin y conservaron
en alcohol n-butilico. Se coloreé con Hematoxilina (Erlich)-Eosina (H-E). Los resultados obtenidos
evidencian en la prepupa la presencia de la gldndula de Verson, con caracteristicas citolégicas que
sugieren activa sintesis proteica relacionada con los procesos de muda. A nivel del sistema nervioso
se produce la completa fusién de los ganglios cerebrales y el inicio de la diferenciacién de las regiones
del cerebro. En el estadio de pupa se destaca la activa formacién y diferenciacién de los principales
centros sensoriales como los I6bulos épticos y antenales. En el intestino medio se observan procesos
de destruccidn celular o apoptosis a lo largo del epitelio, indicando histdlisis del epitelio larval e
histogénesis a partir de las células regenerativas. La presencia de células fagocitarias en la region
distal de la glandula sericigena indicaria lisis celular relacionada con las fases de regresién y
degenerativa. Los testiculos unifoliculares sufren procesos de migracién y fusién. Los ovarios con
ovariolas de tipo merofsticas politroficas presentan foliculos ovaricos constituidos por cuatro células
nutricias y un ovocito. Los procesos de morfogénesis descriptos durante la metamorfosis de P. citrella
aportan datos sobre aspectos del desarrollo que serdn de importancia para el mejor conocimiento de
la biologfa de la especie.

Palabras claves: Desarrollo; minador de los citricos; morfologfa; prepupa; pupa.

Abstract. The information regarding the internal morphology of plague insects during their post-
embryonic development is important to enhance control mechanisms and comparative studies
among species. Considering the importance of the Phyllocnistis citrella as a citrus pest and the need
to know aspects of the development and reproduction of this species of economic importance,
the objective of this work is to analyse the tissue changes of both organs and systems during the
metamorphosis. The samples were fixed in Boiiin’s solution and preserved in n-butilic alcohol. The
tissues were stained with Hematoxylin (Erlich)-Eosin (H-E). The results obtained show the presence
of the Verson’s gland in the prepupa, with cytological characteristics that suggest active protein
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synthesis related to molting processes. At the level of the nervous system, the complete fusion of the
cerebral ganglia and the beginning of the differentiation of the regions of the brain take place. In the
pupal stage, the active formation and differentiation of the main sensory centers such as the optic and
antennal lobes stand out. In the midgut, cell destruction processes throughout the epithelium were
observed, indicating histolysis of the larval epithelium and histogenesis from regenerative cells. The
presence of phagocytic cells in the distal region of the silk gland would indicate cell lysis related to
the regression and degenerative phases. Testis, with a single follicle, undergo migration and fusion
processes. Ovaries, with polytrophic meroistic ovarioles, show ovarian follicles made up of four nurse
cells and one oocyte. The morphogenesis processes described during the metamorphosis of P. citrella
provide data on aspects of its development that will be of importance for a better understanding of
the species.

Key words: Citrus leaf miner; development; morphology; prepupa; pupa.

Introduccion

La metamorfosis es una de las mds amplias estrategias usadas por los animales, las
marcadas diferencias entre la forma larval y adulta permiten que los estados exploten
diferentes hébitats y fuentes de alimento como asi también la adaptacion extrema de una
etapa para un rol particular, como la dispersién. En los insectos, los diferentes estados de
larva, pupa y adulto les permite separar los recursos necesarios para el crecimiento y la
reproduccién; logrando en algunos casos ciclo de vida extremadamente rédpidos (Truman
y Riddiford 1999).

Las investigaciones realizadas sobre metamorfosis de insectos se han centrado
tradicionalmente en los aspectos morfolégicos mediante la diferencia de dos modelos
bdsicos: hemimetdbolos y holometdbolos. En insectos hemimetdbolos, con metamorfosis
simple o incompleta, las fases inmaduras (ninfas) difieren del adulto en el desarrollo
de pterotecas y genitalia externa. En estos insectos no hay intermuda pupal y crecen
gradualmente, con estadios ninfales sucesivos hasta alcanzar el estado adulto, que se
caracteriza por la exhibicién de las alas funcionales y la presencia de genitales externos.
Mientras que, en insectos holometdbolos, con metamorfosis completa, los estadios
inmaduros (larvas) son completamente diferentes al adulto, produciéndose en la pupa
drasticos cambios morfoldgicos y funcionales que llevan a la formacién del imago
(Chapman 1998; Monteresino y Manfrini de Brewer 2001; Gomez-Orte y Belles 2009).

Enlosholometabolos, los diversos 6rganos son completamente remodelados o degeneran
durante la metamorfosis y los eventos de autofagia ocurren exclusivamente para eliminar
aquellos 6rganos y tejidos que son usados tinicamente durante los estadios embrionarios
y larvales (Tettamanti et al. 2011). Cuando las diferencias entre la larva y el adulto son
extremas, muchos de los tejidos se destruyen y las estructuras del adulto se forman a
partir de las células de los discos imaginales que se multiplican, pero no se diferencian por
completo durante los estadios larvales (Snodgrass 1959; Gilbert y Schneirderman 1961).

Los estudios sobre metamorfosis de insectos holometdbolos se han limitado a especies
modelos como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Meigen, 1830), el gusano de
la harina Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) y la mosca azul Calliphora Robineau-Desvoidy,
1830, entre otros (Ge et al. 2015). Entre los lepidépteros las mariposas y las polillas han sido
ampliamente usados para el estudio de los procesos relacionados con la metamorfosis,
debido a que la larva es fcil de manejar para su utilizacién en diversos estudios biolégicos,
como lo demuestran las investigaciones realizadas por Judy y Gilbert (1969) sobre
metamorfosis del canal alimenticio de Hyalophora cecropia (Linnaeus, 1758), Truman y Reiss
(1995) sobre metamorfosis neuromuscular en larvas de Manduca sexta (Linnaeus, 1763),
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Wang et al. (2006) sobre dieta y dcidos grasos antes y después de la metamorfosis en Morpho
peleides (Butler, 1872) y Hammer et al. (2014) sobre variacién de la comunidad bacteriana
durante la metamorfosis de Heliconius erato (Linnaeus, 1758), entre otro autores.

Phyllocnistis citrella (Stainton, 1856) “minador de la hoja de los citricos” es una plaga
potencialmente seria para los citricos y otras plantas pertenecientes a la familia Rutaceae
(Heppner 1993; Sudrez Perera et al. 2005). La larva se alimenta de las hojas generando
galerias que ocasionan un deterioro del brote joven causando una disminucién en el vigor
vegetativo del drbol, y por consiguiente en la futura produccién (Garijo y Garcia 1994;
Achor et al. 1997; Vargas et al. 1998). Asimismo, este dafio directo puede contribuir a la
penetracién y desarrollo del cancer de los citricos ocasionado por la bacteria Xanthonomas
axonopodis pv citri (Chagas et al. 2001). Durante la prepupa, el insecto no consume alimento
alguno, su funcién es la de construir la cdmara pupal. En el estadio de pupa la cuticula se
ha quitinizado y comienzan todas las transformaciones que conducen al adulto (Garrido
Vivas 1995; Sdnchez et al. 2002).

Recientemente se han incrementado los estudios sobre biologia, métodos de control
biolégico y quimico, entre otros, que han dado lugar a numerosas publicaciones que han
contribuido al mayor conocimiento del minador de los citricos (Garrido Vivas y Gascén
Lépez 1995; Jacas y Garrido 1996). Segun Quicke et al. (1992), la informacién relacionada
con la morfologia interna de los insectos plaga durante su desarrollo postembrinario es
importante para mejorar los mecanismos de control y los estudios comparativos entre
especies. Los estudios sobre metamorfosis en P. citrella son escasos y estdn relacionados
principalmente con genitalia externa (Jacas y Garrido 1996; Kim et al. 2015) y los recientes
estudios sobre histologia e histoquimica del cuerpo graso (Vaca et al. 2019).

Considerando la importancia del “minador” como plaga del cultivo de los citricos y
la necesidad de conocer aspectos sobre el desarrollo y la reproduccién de esta especie de
importancia econémica, el objetivo de este trabajo es analizar los cambios tisulares de
6rganos y sistemas durante la metamorfosis de Phyllocnistis citrella en campo.

Materiales y Métodos

Las prepupas y pupas de P. citrella se obtuvieron a partir de hojas recolectadas de una
quinta de limonero Citrus limon (L.) (Burm.), mantenida siempre bajo condiciones de poda
y limpieza de senderos, sin aplicaciones de insecticidas para control del minador.

Los muestreos se realizaron cada quince dias y la toma de muestras se hizo de la
siguiente manera: se seleccionaron 10 drboles al azar en distintos puntos del drea de
muestreo, ubicados tanto en el centro como en los bordes de la quinta. De cada arbol se
tomo un brote tierno, extraido del dosel medio de la copa. Los brotes se colocaron en bolsas
plasticas y se trasladaron al laboratorio. La extraccién e identificacién de ejemplares se
realiz6 bajo un estereomicroscopio Leica EZ4.

Las muestras se fijaron en Botiin (solucién acuosa saturada de dcido picrico, formol puro
y dcido acético 70: 25: 5) durante 24 horas. Se deshidrataron en una bateria ascendente de
etanol y se conservaron en alcohol n-butilico. Debido al tamario reducido de las muestras,
se realizé un método de doble inclusién en agar-paraplast y se realizaron cortes seriados de
6 um de espesor, con orientacién sagital y frontal. Los cortes se colorearon con Hematoxilina
(Erlich)-Eosina (H-E).

Las observaciones tisulares se realizaron en un microscopio foténico trinocular de alta
resolucién Leica DM2000. Los resultados obtenidos se ilustraron con microfotografias
tomadas con una cdmara digital incorporada al microscopio, Leica ICC 5 HD, y se
analizaron con el software Leica LAZ V4, 12. Los preparados histolégicos se incorporaron
a la Colecciéon Histolégica Instituto de Morfologia Animal de la Fundacién Miguel Lillo,
Tucuman, Argentina.
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Resultados

En el presente trabajo se realizé un estudio histomorfol6gicos de érganos y sistemas,
con el fin de analizar los cambios que ocurren durante la metamorfosis de P. citrella.

La prepupa del minador de los citricos se desarrolla en los mdrgenes del limbo foliar de
las hojas de limonero, externamente el cuerpo se caracteriza por ser cilindrico de coloracién
amarillenta, con tres regiones claramente definidas: una regién cefdlica reducida, una
region tordcica con un marcado pronoto y una regién abdominal constituida por diez
segmentos. En esta etapa del inicio de la metamorfosis las glandulas de la seda secretan un
fino hilo que al secarse se contrae haciendo que el borde de la hoja se pliegue formando la
cdmara pupal (Fig. 1).

Al inicio de la pupa la cuticula es marrén claro torndndose més oscura a lo largo de este
estadio. Externamente en la region cefdlica se destacan los ojos de gran tamarfio, las antenas
plegadas ventralmente, alcanzando los tltimos segmentos abdominales, mientras que en
la regidn tordcica se destacan las pterotecas, adheridas al cuerpo, con una longitud que
excede los segmentos de la regiéon abdominal (Fig. 2).
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Figuras 1-2. Phyllocnistis citrella. 1. Prepupa extraida de la galerfa. 2. Pupa extraida de la cdmara pupal
/ 1. Prepupae taken out from the gallery. 2. Pupae taken out from the chamber.

En relacién con el desarrollo de los apéndices cefdlicos, en la prepupa, se destacan los
esbozos de las antenas y de las piezas bucales. Las cavidades peripodiales de los discos
imaginales de las antenas son de forma alargada y en su interior es posible observar células
sensoriales ligeramente acidéfilas. Durante este estadio se produce aumento en longitud y
tamafio de los esbozos de las antenas por activa division de las células imaginales (Fig. 3).
En el estadio de pupa los esbozos de las antenas toman contacto con la cuticula y emerger
al exterior quedando recubiertas por una delgada cuticula. En etapas mds avanzadas
de este estadio se inician los procesos de segmentacion y diferenciacién de los primeros
segmentos antenales (Fig. 4). Asimismo, durante el estadio de prepupa en la regién cefélica
se observan grandes cavidades peripodiales de forma redondeada, a partir de las cuales
se formard las piezas bucales. Durante el estadio de pupa se inicia la segmentacién de los
esbozos de estas estructuras.

Los apéndices tordcicos en la prepupa presentan activa proliferacién celular de la
membrana peripodial de alas y patas. Los esbozos de las patas adquieren gran tamafio
y se distingue claramente el inicio del proceso de segmentacién. Durante el estadio de
pupa las pterotecas y podotecas se presentan como apéndices evertidos, recubiertos
por una delgada epicuticula de color &mbar. En este estadio en las patas se observa una
segmentacién completa con segmentos de mayor longitud (Fig. 5). Mientras que, las alas

168



Revista Chilena de Entomologia 48 (1) 2022

se observaban como estructuras membranosas de color claro, presentando externamente
pequefias escamas con proyecciones de aspecto plumoso (Fig. 6).
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Figuras 3-6. Prepupa y pupa de Phyllocnistis citrella. 3. Prepupa: corte frontal de la regién anterior.
Disco Imaginal de la Antena (DIAn), Disco Imaginal de Alas (DIAl), Intestino Medio (IM), Disco
Imaginal del Intestino Anterior (DIIA). 4. Pupa: corte frontal regién anterior. Antena (An), Ojo
Compuesto (OC), Espirdculo (E), Traquea (Tr). 5. Pupa: corte frontal regién posterior. Patas (P). 6.
Pupa: corte sagital regién media. Alas (Al), Intestino Medio (IM), Cuerpo Graso (CG) / 3. Prepupae:
frontal section of the anterior regién. Antenna Imaginal Discs (DIAn), Wings Imaginal Discs (DIAL),
Midgut (IM), Foregut Imaginal Discs (DIIA). 4. Pupae: frontal section of the anterior region. Antenna
(An), Compound Eyes (OC), Spiracle (E), Trachea (Tr). 5. Pupae: frontal section of the posterior region.
Legs (P). 6. Pupae: sagittal section of the middle region. Wings (Al), Midgut (IM), Fat body (CG).

El tegumento en la prepupa presenta una coloracién amarillo claro, en la cuticula se
diferencia una delgada epicuticula con pequefias ornamentaciones y una endocuticula
levemente acidéfilas. En intimo contacto con la cuticula y a lo largo de todo el cuerpo,
se observa un delgado y continuo cordén de células ctibicas en activa division mitética
que corresponde a la hipodermis (Fig. 7). En el estadio de pupa la cuticula adquiere
una coloracién oscura, acentuada en la zona dorsal, presentando una capa externa que
corresponde a la epicuticula con pequefas proyecciones cuticulares en forma de espinas.
En una etapa mds avanzada de la pupa, entre la cuticula y la epidermis se observa un
amplio espacio de separacién ocupado por un contenido levemente acidéfilo. La epidermis
estd constituida por una capa continua de células ctbicas de gran tamafio. En la region
abdominal asociado al tegumento se observan gruesos haces musculares fuertemente
aciddfilos, destacandose en cada segmento los puntos de unién de la epidermis con el
tejido muscular o desmosomas (Fig. 8).
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Los enocitos en la prepupa estdn en intimo contacto con las células epidérmicas e inmersos
en el cuerpo graso, son grandes esféricos o aguzados y pueden ser solitarios o dispuestos de
a pares. El citoplasma de estas células es granular o vacuolar de coloracién variable, tanto
acidéfilos como basoéfilos, y el nticleo fuertemente basdfilo (Fig. 9). Mientras que, durante el
estadio de pupa se observan enocitos esféricos con citoplasma granular acidéfilo y un nticleo
grande basdfilo en posicién central (Fig. 10).

Las glandulas de Verson estdn presentes en la prepupa, son pares y se disponen en cada
segmento abdominal. En estas se identifican tres regiones: la regién del conducto formada
por una célula baséfila de escaso tamafio, revestida por una delgada cuticula de color d&mbar,
la regién del sdculo formada por una célula baséfila de forma ligeramente esférica y con un
nucleo central con cromatina granular, y la region secretora, que constituye la mayor parte de
la glandula, formada por una célula con citoplasma baséfilo homogéneo y nticleo en posicién
central. En etapas mds avanzadas de este estadio se observa un aumento de tamafio de la
célula secretora, el citoplasma adquiere aspecto vacuolado y el nicleo permanece en posicién
central comprimido por las vacuolas citoplasmaticas (Fig. 7). Mientras que, en el estadio de
pupa estds glandulas estdn ausentes tanto en los segmentos tordcicos como abdominales.

El sistema traqueal en la prepupa presenta espirdculos de gran tamafio, delimitados por
células basdfilas grandes que se contintian con la epidermis y recubiertos por una gruesa
epicuticula acidofila. A partir de estos espirdculos se observa la emergencia de gruesas
traqueas de epitelio basdfilos, que se ramifican en delgadas traqueolas baséfilas, concentradas
principalmente en la regién abdominal alrededor del cuerpo graso, las glandulas sericigenas
y las génadas (Fig. 7). En el estadio de pupa se destacan las trdqueas con un grueso
revestimiento cuticular color &mbar y las finas traqueolas, casi imperceptibles por su delgado
calibre (Fig. 4).

En el sistema nervioso de la prepupa se comienza a diferenciar las regiones del
protocerebro, deutocerebro y tritocerebro, siendo la primera la regiéon mds desarrollada. En
la region del térax se observa un par de grandes ganglios fusionados por segmento, mientras
que en la regién abdominal los ganglios son pequefios y estdn conectados por finas fibras
aciddfilas. Durante el estadio de pupa se destaca el desarrollo de las prolongaciones laterales
del protocerebro que forman los 16bulos 6pticos. En etapas més avanzadas de este estadio se
forman los ojos compuestos y a partir del deuterocerebro el 16bulo antenal constituido por
una importante zona de cuerpos neuronales. En este estadio la cadena ganglionar ventral
permanece sin modificaciones significativas (Figs. 4, 11, 12).

El aparato digestivo en la prepupa presenta un intestino anterior constituido por un
epitelio de células ctibicas con citoplasma y nticleo basdfilos. El epitelio del intestino medio
presenta abundantes células columnares, con citoplasma de aspecto vacuolar baséfilo y nticleo
basofilo, escasas células en copas con citoplasma acidéfilo y nicleo baséfilo comprimido en
posicién basal y numerosas células regenerativas basofila. El lumen de esta region presenta
abundantes sustancias levemente aciddfilas (Fig. 13). El intestino posterior es un tubo de
didmetro reducido, cuyo epitelio estd constituido por células cilindricas, con citoplasma
granular basoéfilo y nidcleo fuertemente baséfilo, destacdndose en el extremo anterior del
piloro la insercién de los ttibulos de Malphigi y en el extremo anterior del recto la presencia
de las gldndulas rectales (Fig. 14). Asimismo, en el extremo anterior y posterior del intestino
medio se observan estructuras a modo de anillos formadas por numerosas células basdfilas
en activa divisién (Fig. 3). Durante el estadio de pupa el epitelio del intestino medio esta
considerablemente adelgazado y a lo largo del mismo se destaca la presencia de numerosas
células con citoplasma completamente vacuolar y nicleo de aspecto granular levemente
basoéfilo. Las células regenerativas aumentan de tamafio y presentan niticleos fuertemente
basoéfilos que ocupan casi todo el citoplasma de la célula. El contenido intestinal adquiere
aspecto vaculodado levemente acidéfilo con escasas bacterias simbiontes y abundantes
células de contorno irregular y nticleos picnéticos (Fig. 8). En este estadio no se observan
modificaciones significativas en el intestino anterior y posterior.
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Figuras 7-12. Prepupa y pupa de Phyllocnistis citrella. 7. Prepupa: corte sagital regién media. Cuticula
(C), Hipodermis (H), Gléndula de Verson (GV), Traquea (Tr), Musculo (M), Intestino Medio (IM). 8.
Pupa: corte frontal de la regién media. Musculo (M), Desmosoma (D), Intestino Medio (IM), ntcleo
picnético (np), Intestino Posterior (IP), Glandula Sericigena Regién Distal (GSD), Testiculo (T),
Conducto Eferente (CE), Conducto Deferente (CD). 9. Prepupa: corte frontal region media. Enocitos
(en), Gldndula Sericigena Regién Media (GSM), Glandula Sericigena Regién Distal (GSD), Discos
Imaginales de las Patas (DIP). 10. Pupa: corte frontal regién media. Enocitos (en), Testiculo: Germario
(G), Zona de Crecimiento (ZC), Zona de Maduracién (ZM), Zona de Transformacién (ZT), Musculo
(M). 11. Pupa: corte frontal regiones cefélica y tordcica. Cerebro (C), Ganglios Tordcicos (GT). 12. Pupa:
corte frontal regién media. Cadena Ganglionar Ventral (CGV). / 7. Prepupae: sagittal section of the
middle regién. Cuticle (C), Hypodermis (H), Verson's Gland (GV), Trachea (Tr), Muscle (M), Midgut
(IM). 8. Pupae: frontal section of the middle regién. Muscle (M), Desmosome (D), Midgut (IM), pyknotic
nucleus (np), Hindgut (IP), Posterior Silk Gland (GSD), Testis (T), Vas Efferens (CE), Vas Deferens (CD).
9. Prepupae: frontal section of the middle regién. Oenocytes (en), Middle Silk Gland (GSM), Posterior
Silk Gland (GSD), Legs Imaginal Discs (DIP). 10. Pupae frontal section of the middle regién. Oenocytes
(en), Testis: Germarium (G), Zone of Growth (ZC), Zone of Maduration (ZM), Zone of Transformation
(ZT), Muscle (M). 11. Pupae: frontal section cephalic and thoracic regions. Brain (C), Thoracic Ganglia
(GT). 12. Pupae: frontal section of the middle regién. Ventral Nerve Cord (CGV).

171



Vaca et al.: Histologia durante la metamorfosis de Phyllocnistis citrella.

Los tdbulos de Malpighi en la prepupa son de gran longitud y luz estrecha, estdn
formados por grandes células redondeadas, con citoplasma granular baséfilo, nticleo
esférico central fuertemente baséfilo y membrana apical con ribete en cepillo intensamente
acidofilo (Fig. 15). En el estadio de pupa se identifican claramente seis largos tibulos de
Malpighi que nacen entre la unién del intestino medio y posterior y se ubican paralelos al
tubo digestivo. Las caracteristicas citolégicas del epitelio son similares a las observadas en
el estadio de prepupa, destacdndose en la pupa el aspecto vacuolar del citoplasma de las
células de la region proximal del tibulo (Fig. 16). Durante la metamorfosis no se observa
comunicacién entre el extremo distal de los tiibulos de Malpighi y el recto.

Figuras 13-16. Prepupay pupa de Phyllocnistis citrella. 13. Prepupa: corte sagital regién media. Intestino
Medio (IM), célula columnar (cc), célula en copa (cp), célula regenerativa (cr). 14. Prepupa: corte
frontal regién posterior. Piloro (P), Glandula Rectal (GR), Recto (R). 15. Prepupa: corte sagital region
media. Ttbulos de Malpighi (TM), Gldndula Sericigena Regién Distal (GSD), Gldndula de Verson
(GV). 16. Pupa: corte frontal regién media y posterior. Intestino Medio (IM), Intestino Posterior (IP),
Tubulos de Malpighi (TM), Gldndula Sericigena Regién Distal (GSD), Enocitos (en). / 13. Prepupae:
sagittal section of the middle region. Midgut (IM), columnar cell (cc), globet cell (cp), regenerative
cell (cr). 14. Prepupae: frontal section of the posterior region. Pylorus (P), Rectal Gland (GR), Rectum
(R). 15. Prepupae: sagittal section of the middle region. Tubule Malpighian (TM), Posterior Silk Gland
(GSD), Verson's Gland (GV), 16. Pupae: frontal section middle and posterior region. Midgut (IM),
Hindgut (IP), Tubule Malpighian (TM), Posterior Silk Gland (GSD), Oenocytes (en).

La glandula sericigena en la prepupa esta constituida por un par de tubos glandulares
largos y sinuosos, cuyos extremos proximales se unen formando un conducto comtn,
que abre al exterior a través espinerete. La glandula presenta un marcado desarrollo de
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la regién distal, con un epitelio de células intensamente baséfilas, nticleo ramificado y
cromatina condensada. La regién media de la glandula presenta un epitelio con células
con citoplasma vacuolar levemente baséfilo, mientras que la regién proximal presenta
un delgado epitelio de células baséfilas. En el conducto comiin se observan células con
citoplasma levemente baséfilo y un ntcleo grande baséfilo. La luz de las diferentes
regiones de la glandula contiene secrecién acidéfila, siendo més abundante en la regién
distal de la misma (Fig. 9). En el estadio de pupa el epitelio de la regién distal pierde sus
limites celulares, observandose gran cantidad de vacuolas baséfilas de diversos tamafios
que pueden estar aisladas o agrupadas en forma radial (Fig. 16).

En relacién con el aparato reproductor, al comienzo del estadio de prepupa el macho
presenta un par de testiculos, con un solo foliculo en el cual se identifica el Germario
y la Zona de Crecimiento. Al final de esta etapa se diferencia la Zona de Maduracién
y Reduccién con espermatocitos primarios y secundarios. Al comienzo del estadio
de pupa los testiculos permanecen separados laterales al tubo digestivo y el extremo
proximal de cada foliculo se contintia con un corto conducto eferente y éste con el
extremo distal del conducto deferente (Fig. 8). En una etapa mds avanzada los testiculos
se desplazan a una posicién media-dorsal y se fusionan formando una estructura de
aspecto globoso, recubierta por un epitelio plano que forma la cdpsula de la génada
y el tabique interfolicular. En la regién proximal de cada foliculo se diferencia la Zona
de Transformacién, en donde se identifican espermétidas en diferentes estadios de la
espermiogénesis y bucles de espermatozoides fuertemente baséfilos (Figs. 10, 17). A nivel
del noveno segmento abdominal se observa la cavidad genital, los esbozos del conducto
eyaculador comin y de los conductos eyaculadores pares, con activa proliferacién de los
cordones epiteliales que formardn la pared de dichos conductos. Al final de este estadio
se identifica a ambos lados de los conductos eyaculadores pares los rudimentos de las
glandulas accesorias (Fig. 18).

La hembra en la prepupa presenta ovarios pares en posiciéon dorsal al intestino
medio, formados por cuatro pequefias ovariolas con células en disposicién irregular,
entre las cuales no se pueden diferenciar las células nutricias de las células de la linea
germinal. Cada ovario estd rodeado externamente por un epitelio plano que se extiende
en el extremo proximal del mismo formando la porcién mesodérmica de los oviductos
laterales (Fig. 19). Ventralmente, en el octavo y noveno segmento abdominal, se observan
dos pares de discos imaginales que darian origen a las distintas estructuras de la cavidad
genital. En este estadio en el octavo segmento se observan los discos imaginales que
daradn origen a los rudimentos del vestibulo; mientras que, en el noveno segmento se
identifican los rudimentos de la vagina, diferencidndose posteriormente los esbozos de
las gldndulas accesorias (Fig. 20). Durante el estadio de pupa se observa un aumento
de longitud de las ovariolas, cuyo extremo distal alcanza los primeros segmentos
abdominales. Cada ovariola estd constituida por el filamento terminal, formado por
la prolongacién de la vaina externa de la ovariola, el germario en la regiéon distal con
ovogonias distribuidas de forma irregular, y el vitelario constituido en la regién media
por tejido prefolicular y ovogonias en diferenciacién y en la regién proximal por foliculos
que contienen numerosas células nutricias y un ovocito en estadio de previtelogenesis
(Figs. 21, 21a). En este estadio se observa aumento de longitud de los rudimentos del
vestibulo y rudimentos de la vagina por activa proliferacion de los cordones epiteliales.

Discusion

El andlisis realizado sobre los cambios histomorfolégicos de 6rganos y sistemas durante
los estadios de prepupa y pupa, permitié estudiar y documentar los procesos dindmicos
que ocurren durante la metamorfosis de P. citrella.
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o AT s : A
Figuras 17-21. Prepupa y pupa de Phyllocnistis citrella. 17. Pupa: corte frontal regién media. Testiculo
(T), Conducto Eferente (CE), Conducto Deferente (CD). 18. Pupa: corte frontal regién posterior.
Conducto Eyaculador Comun (CYC), Conducto Eyaculadores Pares (CYP), Gldndulas Accesorias
(GA). 19. Prepupa: corte sagital de la regién media. Ovario (O), Ovariola (OV), Tubulos de Malpighi
(TM), Intestino Medio (IM). 20. Prepupa: corte frontal de la regién posterior. Rudimento del Vestibulo
(RVe), Rudimento de la Vagina (RVa), Esbozo de la Gldndula Accesoria (EGA), Intestino Posterior (IP),
Enocitos (en). 21. Pupa: corte sagital regién media. Ovariola (OV), Filamento Terminal (FT), Germario
(G), Vitelario (V). 21a. Foliculo Ovdrico (FO). / 17. Pupae: frontal section of the middle region. Testis
(T), Vas Efferens (CE), Vas Deferens (CD). 18. Pupae: frontal section of the posterior regién. Single
Ejaculatory Duct (CYC), Pair Ejaculatory Duct (CYP), Accessory Glands (GA). 19. Prepupae: sagittal
section of the middle region. Ovary (O), Ovariole (OV), Tubule Malpighian (TM), Midgut (IM). 20.
Prepupae: frontal section of the posterior region. Vestibular Rudiments (RVe), Vaginal Rudiments
(RVa), Accessory Glands Rudiments (GA), Hindgut (IP), Oenocytes (en). 21. Pupae: sagittal section
of the middle region. Ovariole (OV), Terminal Filaments (FT), Germarium (G), Vitellarium (V). 21a.
Ovarian Follicle (FO).
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Vargas et al. (1998) mencionan para el “minador de los citricos” un tipo de pupa exarada,
mientras que Asplanato (2009) sugiere una pupa de tipo obtecta. En este trabajo, las
caracteristicas observadas en la morfologia externa e interna de la pupa del minador, que
muestra podotecas y pteroteca adheridas al cuerpo y cubiertas por un tegumento externo
esclerotizado, confirmarian que esta especie tiene una pupa de tipo obtecta.

Hopkins et al. (2000) en su anadlisis sobre las proteinas de la cuticula pupal de Manduca
sexta (Linnaeus, 1758) sostienen que la esclerotizacién del tegumento estaria relacionada
con el incremento de proteinas cuticulares que darfan origen al exoesqueleto del adulto.
En el andlisis del tegumento de P. citrella se observan importantes cambios en el espesor
de la hipodermis y en la coloracion de la cuticula, los cuales indicarfa un activo proceso
de esclerotizacién. Por otra parte, el contenido acidéfilo observado entre la cuticula y la
epidermis pupal del minador estarian relacionados con los procesos de digestion de la
cuticula larval.

Los enocitos que en los insectos inmaduros estdn asociados con los ciclos de muda
participarian en el desarrollo de la cuticula abdominal y serian los responsables de la
sintesis de diversas ceras y otros lipidos involucrados en la impermeabilizacién de la
cuticula (Chapman 1998; Martins y Ramalho-Ortigdo 2012). Segtin Evans (1967) y Locke
(1969) la acidofilia citoplasmdtica de los enocitos se debe a la presencia de abundante
reticulo endoplasmatico liso, sugiriendo la participacién de estas células en la sintesis de
cera. Por otro lado, Cassier et al. (1995) sugieren que los enocitos sintetizan los hidratos de
carbonos de la cera. Las variaciones citoplasmaticas observadas en los enocitos de P. citrella
durante la metamorfosis sugieren que su funcién estd relacionada con la sintesis de lipidos
o lipoproteinas y de la cera de la epicuticula.

Lai- Fook (1973) y Lane et al. (1986) observan la gldndula de Verson durante el desarrollo
larval y la transicién larva-pupa de Calpodes Hiibner, 1819 y M. sexta. Vaca y Michel (2016)
al analizar las variaciones histomorfol6gias durante el desarrollo larval de P. citrella no
mencionan la presencia de esta glandula en el tegumento. Horwath y Riddiford (1988)
determinaron en M. sexta que la secrecién se compone de polipéptidos de distintos pesos
moleculares que contribuyen a la formacién de la capa de cemento de la cuticula. En
este trabajo la presencia de la glandula de Verson en el estadio de prepupa y la basofilia
citoplasmadtica de la regién secretora, que indica activa sintesis de secrecién proteica,
sugiere que su funcién estaria relacionada con los procesos de muda.

El desarrollo postembrionario y la morfologia del ganglio cefdlico en los holometabolos,
incluyendo los lepidépteros, han sido foco de estudio de varias investigaciones en las
cuales se trat6 de determinar el grado de desarrollo del cerebro en los estadios larvales
y sus transformaciones durante la metamorfosis (Shirokov y Chaika 2014). En algunas
especies de Lepidoptera el sistema nervioso no sufre cambios durante el desarrollo
postembrionario, mientras que en otras especies se observan cambios significativos a
nivel de los centros sensoriales. Asimismo, durante la metamorfosis la cadena nerviosa
ventral puede sufrir cambios asociados a la reduccién en la longitud de la conexién entre
ganglios como consecuencia de la fusién e incorporacién en diferente grado de los ganglios
tordcicos y abdominales. En la condicién ancestral de Monodistrisya y Distrisya basales,
los tres ganglios tordcicos permaneces separados y el ntimero de ganglios abdominales
puede variar de dos a seis; mientras que, en la mayoria de los Distrisya el segundo y tercer
ganglio tordcicos estdn fusionados y poseen cuatro ganglios abdominales (Niven et al. 2008;
Song et al. 2009). En estudios previos realizados durante el desarrollo larval de P. citrella, el
sistema nervioso consiste en un par de ganglios cerebrales, tres pares de ganglios tordcicos
y un par de masas ganglionares en cada segmento abdominal (Vaca y Michel 2016). Los
resultados obtenidos durante la metamorfosis en el “minador de los citricos” muestran
cambios significativos a nivel del sistema nervio, destacindose en la prepupa la completa
fusién de los ganglios cerebrales y el inicio de la diferenciacién de las regiones del cerebro.
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En la region del térax los ganglios pares estdn fusionados entre si, pero permanecen
independientes en cada segmento. Mientras que, en la regién abdominal se observa una
clara diferenciacién de la cadena ganglionar constituidas por masa nerviosas fusionadas en
cada segmento y conectadas entre si por tejido conectivo interganglionar. En el estadio de
pupa se destaca la activa formacién y diferenciacién de los principales centros sensoriales
como los I6bulos épticos y antenales. La estructura observada en la cadena nerviosa
ventral durante la metamorfosis sugiere la necesidad de realizar estudios posteriores de
este sistema en el adulto, con el fin de corroborar que las caracteristicas descriptas para P.
citrella corresponden a una condicién primitiva dentro de los lepidépteros.

En Lepidoptera, como en otros insectos con desarrollo indirecto, el canal alimenticio es
remodelado durante la metamorfosis en especies con diferentes dietas en larva y adulto. Sin
embargo, la mayor parte de las investigaciones sobre el tracto digestivo en los lepidépteros
se restringen al desarrollo larval siendo escasos los estudios que incluyen pupa y adulto
(Judy y Gilbert 1969; Waku y Sumimoto 1971; Neves et al. 2002). Kémiives et al. (1984)
en su estudio sobre autofagocitosis de las células del intestino medio larval durante la
metamorfosis de Pieris brassicae (Linnaeus, 1758), pudo observar en pupas recién emergidas
como las células del mesenterdén recién formadas y en degeneracion se van separando unas
de otras, y como estas tltimas son liberadas y digeridas en lumen intestinal. Los cambios
tisulares progresivos observados en el intestino medio durante el estadio pupa de P.
citrella, evidencian procesos de destruccién celular o apoptosis a lo largo del epitelio, lo que
indicaria que durante la metamorfosis de esta especie se produce la histélisis del epitelio
larval y la histogénesis a partir de las células regenerativas. Asimismo, la disminucién del
volumen del intestino medio y la presencia de abundantes células en digestiéon indicarfan
activos procesos de autofagocitosis.

Los resultados obtenidos sobre los procesos de histélisis e histogénesis del tubo digestivo
durante la metamorfosis de P. citrella y la presencia de discos imaginales en el extremo
anterior y posterior del intestino medio, evidencian que algunas estructuras atin no se han
diferenciado, sugiriendo la necesidad de realizar en el futuro estudios histomorfolégicos
del canal alimenticio en el adulto de esta especie.

La estructura celular de los tibulos de Malpighi ha sido ampliamente estudiada en
insectos tanto en larvas como en adultos. En algunos Lepidoptera los ttibulos crecen por
elongacién de las células y poliploidizacién durante el desarrollo larval, mientras que
durante la metamorfosis estos permanecen intactos o sufren histélisis (Srivastava y Khare
1966; Ryerse 1979; Rigoni et al. 2004). Durante el desarrollo larval del “minador de los
citricos” los extremos distales de los tibulos de Malpighi desembocan en el recto, formando
el sistema criptonefridial (Vaca y Michel 2016). Durante la metamorfosis de P. citrella no se
observa unién entre los extremos distales de los ttibulos de Malpighi con el recto, lo cual
sugiere que en esta especie el sistema criptonefridial solo es funcional durante el desarrollo
larval. Por otro lado, los tabulos de Malpighi en prepupa y pupa no presentan vacuolas de
autofagia o células con funcién fagocitica, lo que indicarfa que en esta especie los mismos
no sufren procesos de histdlisis durante la metamorfosis.

En Lepidoptera la glandula de la seda pasa por cuatro fases consecutivas: desarrollo,
secrecion, regresion y degenerativa, las cuales ocurren en diferentes momentos durante el
desarrollo posembrionario segtn la especie (Barsagade y Tembhare 2000). Esta gldndula es
uno de los principales 6rganos que se degrada durante la metamorfosis, siendo interesante
el estudio de los mecanismos celulares y subcelulares por los cuales la parte posterior
sufre autodegradacion (Matsuura et al. 1968). En P. citrella durante el desarrollo larval se
producen cambios en la morfologfa, desarrollo y actividad secretora de la glandula de la
seda (Vaca y Michel 2016). Durante el estadio de pupa la presencia de células fagocitarias
en la region distal o posterior de la glandula indicaria lisis celular relacionada con las fases
de regresion y degenerativa.
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Segun Lai-Fook (1982), Reinecke et al. (1983) y Jones et al. (1984) los testiculos de
Lepidoptera, constituidos por4foliculos, durantelametamorfosis sufren uncomportamiento
de migracién, fusién y torsion. En Phyllocnistis citrella, a diferencia de lo mencionado para
otras especies de Lepidoptera, los testiculos unifoliculares durante los estadios de prepupa
y pupa solo muestran comportamientos de migracién y fusién. Considerando los tipos de
ovariolas descriptas para insectos por Gillot (1995) y Biining (1994), la presencia de cuatro
células nutricias y un ovocito en cada foliculo ovarico confirmarian que las ovariolas de P.
citrella son de tipo meroisticas politréficas.

En relacién con las restantes estructuras del aparato reproductor del macho y de la
hembra de P. citrella y el grado de desarrollo alcanzado durante el estadio de pupa, sugieren
la necesidad de continuar con el estudio de estas estructuras en el adulto.

Conclusion

En este trabajo se aportan datos sobre aspectos del desarrollo para un mejor
conocimiento de la biologia de P. citrella. Se muestran los cambios que se producen durante
la metamorfosis, evidencidndose los 6rganos y sistemas en los cuales ocurren procesos
de histdlisis e histogénesis que conducen a la formacién de las estructuras definitivas
del adulto. Los resultados obtenidos sobre el estado de desarrollo alcanzado al final de
la metamorfosis en el sistema nervioso, el canal alimenticio y el sistema reproductivo
en ambos sexos sugieren la necesidad de continuar con estudios histomorfolégicos en el
adulto.
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