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» Resumen — Phyllocnistis citrella es un microlepidoptero que afecta areas citricolas del
NOA. Sus larvas se alimentan de hojas tiernas formando galerias que disminuyen el crecimien-
to de la planta y favorecen el desarrollo de enfermedades bacterianas, afectando la produc-
cién. Considerando la importancia econémica de la actividad citricola en Tucumén y los dafios
ocasionados por esta plaga, el objetivo es analizar mediante un estudio histomorfolégico el
desarrollo larval de P citrella y su efecto en el cultivo, aportando datos para el Manejo Inte-
grado de Plagas. Las larvas se obtuvieron de una quinta de limonero mantenida sin aplicaciéon
de insecticidas para control del minador. Se fijaron en Bouin y conservaron en alcohol n-bu-
tilico. Se coloreé con Hematoxilina-Eosina. En base al comportamiento alimenticio, la morfo-
logia ceféalica y longitud del cuerpo se establecen tres estadios. En el segundo estadio las ca-
racteristicas celulo-tisulares y la presencia de bacterias simbiontes en la luz del intestino in-
dicarian plena funcionalidad del sistema, esto sumado al desarrollo de las fibras musculares
esqueléticas abdominales le permitirian alimentarse vorazmente de la hoja, disminuyendo su
capacidad fotosintética. Durante el desarrollo larval se observa incremento del cuerpo graso
con caracteristicas citolégicas que infieren sintesis lipidica. A partir del tercer estadio las
glandulas sericigenas producen abundante secrecién acidéfila. En el segundo estadio se dife-
rencian testiculos unifoliculares y genitalias del macho y en el tercero los ovarios con ovariolas
en formacién. Los resultados obtenidos aportan datos sobre el desarrollo de P citrella en
campo y permitirdn evaluar en futuros estudios el efecto de los métodos utilizados para el
control del minador sobre el desarrollo normal de la especie.
Palabras claves: Minador de los citricos.

> Abstract — “Morphology of larval development of Phyllocnistis citrella (Lepidoptera,
Gracillariidae) in citrus growing of Tucuman”. Phyllocnistis citrella is a serious pest in citrus
growing of the NOA region. During larval development it feeds on young leaves producing
galleries, and constraining trees growth which in turn increases the susceptibility to bacterial
diseases, affecting the production. Due to the economic importance of the citric industry in
Tucuman and the damage caused by this pest, in the present work, we perform a study on
histological larval development of P citrella and its effect on the crop, providing information for
integrated pests management programs. The larvae were collected_in a lemon growing free
from pesticides control of leafminer. They were fixed in Bouin’s solution, preserved in n-butilic
alcohol and the tissues were stained with Hematoxylin-Eosin. Based on the feeding behaviour,
the cephalic morphology and body length of the larvae, three stages were established. In the
second stage the cellular-tissue features and the presence of symbiotic bacteria in the intes-
tinal lumen would indicate full system activity that together with development of abdominal
skeletal muscles would allow the pest to voraciously eat the leaves causing reduction in pho-
tosynthesis. During larval development increase of the fat body and histological feature that
allow us to infer lipids synthesis. In the third stage the silk glands produced abundant acidophil
secretion. Testes with single follicle and genitalia in second stage and ovaries with growing
ovarioles in third stage were differentiated. These results will assess the effect of control
methods in the normal development of this species.
Keywords: Citrus leafminer.
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INTRODUCCION

Phyllocnistis citrella «el minador de la
hoja de los citricos» fue descripto por prime-
ra vez en la India por Stainton en 1856 y
posteriormente se amplia su area de distri-
bucién a zonas de Asia, Australia, Africa y
diversas islas del pacifico. En América se
registra su presencia por primera vez en
mayo de 1993 en la regién de la Florida, en
1995 en Venezuela y en 1996 se lo ubica en
Brasil. Este microlepiddptero invade Argen-
tina en 1995 y se dispersa rapidamente afec-
tando las areas citricolas del Norte del pais.
En la provincia de Tucuman esta presente
todo el afno, afectando especialmente las
brotaciones de verano y otofio (Garijo y Gar-
cia, 1994; Robles-Gonzalez et al., 2005;
Casmuz et al., 2007).

P citrella afecta a las especies del género
Citrus y a todas las variedades de hibridos y
plantas relacionadas con la familia Ruta-
ceae. Durante su estado larval se alimenta
del contenido de las células epidérmicas de
las hojas recién formadas de los brotes nue-
vos, formando una mina serpenteante (San-
chez et al., 2002). Esta actividad ocasiona
un deterioro del brote joven causando una
disminucion en el vigor vegetativo del arbol,
y por consiguiente en la futura produccion
(Garijo y Garcia, 1994). Asimismo, este
dafio directo puede contribuir a la penetra-
cion y desarrollo de cancer de los citricos
ocasionado por la bacteria Xanthonomas
axonopodis pv citri (Chagas et al., 2001).

Entre los paises productores de citricos,
la Republica Argentina es el octavo produc-
tor de citricos y primer productor de limon,
y exporta frutas citricas frescas, jugos y acei-
tes esenciales desde 1970. El desarrollo de
los cultivos de citrus en el pais se extiende en
2 regiones: el Noroeste (NOA), donde se pro-
ducen naranjas, pomelos y limones (princi-
palmente en la provincia de Tucuman), y el
Noreste (NEA), donde predominan los culti-
vos de naranjas y mandarinas (Fuente: Fede-
racién Argentina de Citrus, http://www.
federcitrus.org/fruta.asp/).

Entre las provincias productoras de li-
mon, Tucuman concentra actualmente alre-
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dedor del 88% de la produccién y el 86% de
la superficie total de Argentina destinada al
cultivo de limén, lo que posiciona a la pro-
vincia como el centro productor mas impor-
tante de este citrico. Mas del 70% de la pro-
duccién se destina a la industria, para la
elaboracion de jugos concentrados, cascara
deshidratada y aceites esenciales. Fl resto se
comercializa como fruta fresca para cubrir
las demandas del mercado interno y externo
(Paredes et al., 2011).

Para la comercializacion del limon y de
los citricos en general, la fruta debe cumplir
con ciertos parametros de calidad sanitaria y
fitosanitaria que el mercado establece. Las
principales plagas y enfermedades cuarente-
narias que afectan la produccion de citricos
argentinos son la cancrosis y mancha negra
(Ghezan et al., 2010). Si bien P, citrella no
es considerado un insecto vector de la bacte-
ria responsable de la cancrosis, las galerias
excavadas por las larvas generan nuevos
puntos de entradas para la misma, aumen-
tando la incidencia y severidad de esta enfer-
medad (SINAVEE 2012).

Los estudios realizados en P citrella, si
bien son escasos, la mayoria comprenden
diversos aspectos de su biologia, ciclo de
vida, reproduccién, ecologia y control de
plaga (Garijo y Garcia, 1994; Castillo-Carri-
llo y Cornejo-Hidalgo, 1995; Rodriguez y
Cermeli, 1997; Margaix et al., 1998; Vargas
et al., 1998; Sanchez et al., 2002). Las ca-
racteristicas del desarrollo larval estableci-
das por diferentes autores, se determinaron
considerando principalmente la ubicacién
de la larva en la hoja y la relacion entre la
region cefalica con el resto del cuerpo larval
(Sanchez et al., 2002; Baeza Nahed, 2008;
Asplanato, 2009).

El adulto de P citrella es de color blanco
y brillo nacarado de 4mm de longitud, las
alas son plumosa con franjas oscuras en dis-
posicion longitudinal y transversal y una
mancha negra en su margen (Garijo y Gar-
cia, 1994).

Los adultos, presentes todo el afio en el
cultivo, son mas activos durante el crepuscu-
lo y el alba y copulan por la noche. La hem-
bra deposita los huevos 24 horas después de
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la copula, poniendo mas de 50 huevos du-
rante su vida y hasta 20 por noche. En condi-
ciones de cria la primera cépula se realiza a
las 9 0 10 horas de emergencia del imago y
la primera puesta a los 4 u 8 dias del ima-
go, pudiendo poner mas de 70 huevos duran-
te quince dias. En condiciones controladas
de temperatura la fecundidad media es de
31 huevos por hembra a 20° Cy 70 a 25°C.
Las hembras presentan una vida mas prolon-
gada que los machos. Los adultos del mina-
dor pueden soportar por tiempo prolongado
las bajas temperaturas del invierno, sin nece-
sidad de realizar puesta, de modo que cuan-
do las temperaturas les sean favorables y
existan brotes receptivos puedan reanudar
su ciclo (Beattie, 1992 citado por Margaix et
al., 1998; Garijo y Garcia, 1994; Margaix et
al., 1998; Beattie y Hardy, 2004).

Los huevos de P, citrella son de aspecto
lenticular y se localizan en las proximidades
de las nervaduras de las hojas. La larva en
su primer estadio es translucida y posterior-
mente durante el segundo, el tercero y el es-
tadio de prepupa es amarilla. Durante esta
ultima fase el insecto no consume alimento
y esta abocado a construir una camara pu-
pal con fibras de seda. La pupa es de tipo
obtecta, de forma muy delgada, marrén
amarillenta tornandose mas oscura con el
tiempo (Sanchez et al., 2002).

En condiciones de campo el tiempo de de-
sarrollo de la fase de huevo es de 10 dias, del
periodo larval es de 12 dias y de la fase de
pupa es de 16 dias; mientras que en condicio-
nes controladas, a una temperatura 27, 6°Cy
auna humedad relativa de 61,3%, el tiempo
de desarrollo de la fase de huevo es de 2 dias,
del periodolarval es de 4 dias y de la fase de
pupa es de 6 dias. La duracién del ciclo de
vida es muy variable. Dependiendo de la tem-
peratura, oscila entre 13 y 52 dias y durante
el invierno, con el descenso de la temperatu-
ra, la duracion del ciclo puede prolongarse
hasta 98 dias (Garijo y Garcia, 1994; Sanchez
etal., 2002; Goane, 2009).

Teniendo en cuenta la importancia econé-
mica que tiene la actividad citricola en la
provincia de Tucuman y los dafios ocasiona-
dos por esta importante plaga del cultivo de
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citrus en la region, el presente trabajo tiene
como objetivo realizar un estudio histomor-
fologico del desarrollo larval de Phyllocnistis
citrella y su efecto en el cultivo, con el fin de
aportar datos para la aplicacion de métodos
de control de la especie que se enmarquen
dentro de un programa de Manejo Integrado
del Cultivo dirigido a mejorar la capacidad
competitiva del sector.

MATERIAL Y METODOS

El material de estudio se obtuvo a partir
de hojas colectadas de una quinta de limone-
ro, Citrus limdn (L), ubicada en calle Cons-
titucidén 1625 (26°44'39.2"S, 65°14'17.5"W),
Departamento Tafi Viejo, Provincia de Tucu-
man, Argentina, durante los meses de marzo
y mayo del 2014; periodo en el cual se regis-
traron valores de temperaturas favorables
para el desarrollo de huevos y larvas. Dicha
quinta se mantuvo siempre solo bajo condi-
ciones de poda y limpieza de senderos, sin
aplicaciones de insecticidas para control del
minador (Fig. 1).

Los muestreos se realizaron cada diez
dias y la toma de muestras se hizo de la si-
guiente manera: se seleccionaron 10 arboles
al azar en distintos puntos del area de
muestreo, ubicados tanto en el centro como
en los bordes de la quinta; de cada arbol se
tom6 un brote tierno, extraido del dosel me-
dio de la copa. Las muestras se colocaron en
bolsa plasticas y se trasladaron al laborato-
rio para la identificacién y separaciéon de
ejemplares de diferentes estadios para el pro-
cesamiento con técnicas histologica de rutina
(Figs. 2y 3).

Para la diferenciacién y separacion de
los estadios larvales se analiz6 bajo lupa
tanto el haz como el envés de cada hoja. De
las hojas observadas se colecté un total de 87
ejemplares en los diferentes estadios de desa-
rrollo larval (Figs. 4, 5y 6). Para el estudio
histomorfolégico se tomaron 23 muestras de
tres ejemplares cada una.

Las larvas se fijaron en Boiiin (solucién
acuosa saturada de acido picrico, formol
puro y acido acético 70:25:5) durante 24
horas. Se deshidrataron en una bateria as-
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Estadio larval | Estadio larval Il Estadio larval lll

LAMINA 1. Fig. 1. Zona de muestreo, quinta de limoneros, Constitucién 1625, Tafi Viejo,
Tucuman, Argentina (26244'39.2"S, 65214'17.5"W). Fig. 2. Brotes tiernos de Citrus limén
(L) con galerias y larvas en estadio LI y LIl de Phyllocnistis citrella. Fig. 3. Larva LIl de Phy-
llocnistis citrella extraida de galeria. Figs. 4, 5 y 6. Vista dorsal de larvas en estadio LI, LIl
y LIl de Phyllocnistis citrella.
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cendente de etanol y se conservaron en alco-
hol 70° las destinadas para el estudio de la
morfologia externa y en alcohol n-butilico
las destinadas para el estudio histomorfolo-
gico. Para dicho estudio, debido al tamafio
reducido de las muestras, se realizé un méto-
do de doble inclusion en agar-paraplast y se
realizaron cortes seriados de 6 um de espe-
sor con orientacién sagital y frontal. Los
cortes se colorearon con Hematoxilina de
Erlich-Eosina.

Las observaciones de morfologia externa
se realizaron bajo microscopia esteroscopica
simple marca Leica EZ4. Las observaciones
celulo-tisulares se realizaron en un microsco-
pio foténico trinocular de alta resolucion
marca Leica DM2000 y los resultados obteni-
dos se ilustraron con microfotografias toma-
das con una camara digital incorporada al
microscopio marca Leica ICC 5 HD, y las
imagenes analizadas con el programa Leica
V 4,7. Las medidas promedio de longitud
total y del ancho de la regién cefalica y to-
racica de larvas como asi también de las
gonadas de ambos sexos en los diferentes
estadios se determinaron por la observacion
de cinco (5) ejemplares para cada estadio
realizadas con un microscopio ZEIZZ Lab.
A1 utilizando el programa ZEIZZ 2012 (blue
edition) con medidas estandarizadas para
diferentes aumentos 5x y 40x (optover 1.0X,
camara Adapter 1.0X). Los preparados histo-
légicos se incorporaron a la Coleccion de
Preparados Histoldgicos del Instituto de
Morfologia Animal (FML).

RESULTADOS

En base a observaciones realizadas sobre
el comportamiento alimenticio y los cam-
bios en la morfologia cefalica y longitud del
cuerpo durante el desarrollo postembriona-
rio de Phyllocnistis citrella en campo se esta-
blecen tres estadios larvales. Mediante el es-
tudio histomorfoldgico se analizaron los
procesos de morfogénesis y las variaciones
anatomo-histoldgicas de érganos y sistemas
durante el desarrollo larval de la especie.
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ESTADIO LARVAL I (LI)

Durante el primer estadio las larvas LI
de P, citrella se ubican cercanas a la nerva-
dura central de las hojas, en galerias rectili-
neas que corren paralelas a la misma. La
larva del primer estadio es transparente de
color verde claro, aplanada dorso-ventral-
mente y mide en promedio 0,72 = 0,02 mm
de longitud. En estas larvas se identifican
claramente tres regiones: la region cefali-
ca de forma globosa es mas ancha que el
resto del cuerpo, siendo el ancho de la cabe-
za de 0,16 = 0,04 mm y del protdrax 0,12
+ 0,02 mm. La regidn toracica constitui-
da por tres segmentos y la regién abdomi-
nal con diez segmentos claramente diferen-
ciados. Durante este estadio en la regién ce-
falica se observan estructuras larvales como
el labro de aspecto lobular y un par de ante-
nas cortas (Fig. 4).

Las larvas del primer estadio presentan
un tegumento constituido por una cuticula
elastica, flexible y translucida, en la cual se
diferencia una delgada epicuticula color
ambar y una gruesa procuticula fuertemente
aciddfila; la cuticula se apoya sobre una
delgada epidermis constituida por células
cubicas bajas fuertemente basofilas.

En la region cefalica se observa un
importante desarrollo de las fibras muscula-
res estriadas intensamente aciddfilia asocia-
das a las piezas bucales y las antenas (Fig.
7). El limite entre la regién cefalica y toraci-
ca esta marcado por un delgado surco tegu-
mentario de aspecto granular y color ambar.
En la regidn del térax se observan dorsal-
mente los discos imaginales de las alas ante-
riores y posteriores, mientras que en posicion
ventral en los segmentos pro, meso y meta-
toracicos se observan los discos imaginales
de las patas. Estos discos se presentan como
un leve engrosamiento epitelial de células
cilindricas con citoplasma baséfilo y un nu-
cleo en posicion central con cromatina con-
densada intensamente basofilo (Fig. 8).

Tanto en la regién toracica como abdo-
minal de estas larvas se observa cuerpo
graso parietal con una marcada disposicion
segmentaria y organizado en capas bien de-
limitadas (Fig. 9). El mismo esta constituido
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LAMINA 2. Fig. 7. Corte frontal de ejemplar en estadio LI. En la regién cefalica (RC) se des-
taca el desarrollo de los ganglios cefalicos (GC) en posicién media dorsal, grandes fibras mus-
culares (M) en la zona anterior y posterior de la misma y la regién media de la glandula
sericigena (GSM) préxima a su desembocadura en la hipofaringe. En los ganglios cefalicos se
diferencian la zona de cuerpos neuronales (cn) y del neuropilo (n). Entre regién cefalica y
toracica (RT) se observa el surco tegumentario (ST) que separa ambas regiones. En la regién
abdominal (RA) se observa el intestino medio (IM) y la regién distal de la glandula sericigena
(GSD). Coloracién: H-E. Escala: 1 cm = 39 pm. Fig. 8. Corte sagital de ejemplar en estadio
LI. En la regién cefélica (RC) se observa la desembocadura del intestino anterior a través de
la faringe (F) rodeado de grandes haces musculares (M). En la regién toracica (RT) se obser-
van tres pares de ganglios toracicos (GT) y los discos imaginales de las patas (DIP). Colora-
cién: H-E. Escala: 1 cm = 79 pm. Fig. 9. Corte sagital de la region abdominal de una larva



154

por trofocitos con citoplasmas levemente
basdfilo y nucleos redondeados, en posicion
central. Asimismo, en estas regiones se ob-
servan delgadas fibras musculares esque-
léticas de estriacion oblicua que corren pa-
ralelas al tubo digestivo (Fig. 11).

En el primer estadio larval de P, citrella el
sistema traqueal se encuentra en una eta-
painicial de su diferenciacion, observandose
solamente con gran aumento en la regién to-
racica pequefias traqueolas que rodean los
discos imaginales de alas y patas, y pequenos
espiraculos en la membrana intersegmenta-
ria de algunos segmentos abdominales.

En estas larvas el sistema nervioso
esta constituido por un par de ganglios cere-
brales y tres pares de ganglios toracicos fu-
sionados en la linea media, en los cuales se
visualizan claramente la capa de cuerpos
neuronales en la periferia y el neuropilo en
posicion central constituido por una masa de
fibras nerviosas levemente acidoéfilas (Figs. 7
v 8). En larvas que se encuentran al final del
primer estadio se puede observar en la re-
gion abdominal la presencia de pequeias
masas ganglionares que formaran la cadena
ganglionar ventral.

A partir del primer estadio y durante
todo el desarrollo larval el tubo digestivo
es recto y largo, con la abertura bucal y
anal claramente visibles y constituido por
tres regiones: el intestino anterior es un
tubo corto, visible a la altura del ganglio del
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mesotorax, formado por un epitelio simple
de células aplanadas, recubierto por una in-
tina cuticular delgada; el intestino medio
es largo y de paredes plegadas, abarca desde
el primer al octavo segmento abdominal,
constituido por un epitelio simple donde se
observan varios tipos celulares: a) células
columnares con microvellosidades apical
largas que forman un borde estriado, cito-
plasma granular levemente baséfilo y nucleo
esférico de posicion central, estas células es-
tarian implicadas en la secrecién de enzimas
y en la absorcién de nutrientes, b) células
en copa cuya membrana apical con microve-
llosidades se invagina formando una cama-
ra, poseen escaso citoplasma y nucleo en po-
sicion basal, tendrian funcién secretora y de
transporte de iones a través de la pared intes-
tinal y ¢) células regenerativas o de reempla-
20, son pequeiias y se las observan en grupo
pocos numerosos ubicadas en la base del
epitelio, serian las responsables de reempla-
zar las células que se pierden durante la di-
gestion (Fig. 9); el intestino posterior
cuyo comienzo esta marcado por la insercién
de los tubos de Malpighi, presenta diferentes
regiones, el piloro revestido por un epitelio
simple de células aplanadas, el ilion y el co-
lon que forman una camara revestida de epi-
telio simple con células de nucleos grandes y
poco citoplasma plegado en la regién del
colon vy, el recto también revestido por un
epitelio simple de células aplanadas, con un

en estadio LI. Se observa el cuerpo graso parietal (CGP) con disposicién segmentaria. En el
epitelio que constituye la pared del intestino medio (IM) se destacan células columnares (ccl),
células en copa (cco) y células regenerativas (cr). En posicion latero-ventral paralelo al tubo
digestivo se observan las regiones secretoras media (GSM) y distal (GSD) de las glandulas
sericigena. Coloracién: H-E. Escala: 1 cm = 20 pm. Fig. 10. Corte frontal de la region ab-
dominal de una larval en estadio LI. Se observa regién secretora distal (GSD) de la glandula
sericigena a ambos lados del intestino medio (IM). Coloracién: H-E. Escala 1 cm = 20 pm.
Fig. 11. Corte sagital de la region posterior del abdomen de una larval en estadio LI. Se
destaca zona de insercion (%) de los tubulos de Malpighi (TM) entre el intestino medio (IM) y
posterior (IP). Entre el tubo digestivo y el cuerpo graso parietal se observan grandes fibras
musculares abdominales (M) y la regién distal de la glandula sericigena (GSD). Coloracién: H-
E. Escala: 1 cm = 20 pm. Fig. 12. Corte sagital region abdominal entre el quinto y séptimo
segmento de una larva en estadio LI. En posicién dorsal a ambos lados del intestino medio
(IM) se observan los esbozos gonadales indiferenciados (EGI) y la regién distal de los tubulos
de Malpighi (TM). En el intestino medio (IM) se destaca la luz (L) con escaso contenido leve-
mente acidéfilo y bacterias simbiontes (BS). Coloracion: H-E. Escala: 1 cm = 20 pm.
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delgado recubrimiento cuticular sobre la
membrana apical del epitelio (Fig. 11). En
la luz del intestino medio se observa escaso
contenido levemente aciddfilo y bacterias
simbiontes (Fig. 12).

A partir del primer estadio larval de P, ci-
trella, se identifican seis tubulos de Mal-
pighi, los cuales estan organizados en tres
ramas a cada lado del tubo digestivo, cuyo
extremo proximal parte de un tallo comun
que nace entre la unién del intestino medioy
posterior (Fig. 11). Dichos tubulos se identifi-
can como tubos largos y delgados que alcan-
zan la regién toracica y cuyo extremo distal
desemboca en la ultima region del intestino
posterior el recto, formando el sistema cripto-
nefridial. Cada tubulo esta formado por una
capa de células epiteliales gruesas. Estas cé-
lulas presentan un citoplasma levemente ba-
séfilo, una membrana apical con borde es-
triado levemente acidéfilo y un nucleo esférico
de posicién central (Figs. 12y 16).

La glandula sericigena presente des-
de el primer estadio larval, glandula serosa
de secrecién continua, esta constituida por
un par de tubos glandulares largos y sinuo-
sos, que corren latero-ventralmente a lo lar-
go del tubo digestivo (Fig. 10). El extremo
proximal de los tubos glandulares se une for-
mando un conducto comun cuyas paredes
estan constituidas por un epitelio cubico con
un delgado recubrimiento cuticular sobre la
membrana apical de sus células epiteliales;
dicho conducto abre al exterior a través de
un pequeiio conducto cilindrico llamado es-
pinerete que desemboca ventralmente en la
hipofaringe (Fig. 7).

Morfolégica y fisiolégicamente en estas
glandulas se pueden distinguir tres regiones:
la region distal y media de funcion secretora
y la region proximal que corresponde al con-
ducto secretor. La region distal de mayor lon-
gitud y diametro, esta constituida por un
epitelio simple ligeramente plegado con cé-
lulas cilindricas bajas, citoplasma granular
intensamente basofilo y grandes nticleos pur-
puras de forma ramificada ubicado en posi-
cién basal; las caracteristicas citologicas del
epitelio en esta regién de la glandula indica-
rian activa sintesis proteica y seria la res-
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ponsable de la sintesis de fibrina (Fig. 9 y
10). La region media es de menor diametro
y esta formada por un epitelio cilindrico sim-
ple cuyas células secretoras presentan cito-
plasma granular levemente baséfilo con un
nucleo grande basofilo; esta regién seria la
responsable de la sintesis y almacenamiento
de sericina, ademas de acumular en su luz
la fibrina producida por la regién distal
(Figs. 7 v 9). El paso de la regién media a la
distal esta marcado por un pequefio grupo
celular con caracteristicas citoldgicas distin-
tas a los epitelios que forman dichas regio-
nes. Este complejo celular se compone de
células cubicas con citoplasma baséfilo y
ntcleo de posicion central. La regidn proxi-
mal de la glandula es un conducto de peque-
fio calibre, formado por un epitelio de célu-
las aplanadas en cuya membrana apical se
observa un delgado recubrimiento cuticular
(Fig. 7). En la luz de la regién distal y me-
dia se observa escaso contenido secretorio
levemente aciddfilo (Figs. 9 y 10).

En el primer estadio larval de P citrella
se observa un par de esbozos gonadales
indiferenciados, ubicados entre el quinto y
séptimo segmento abdominal, en posicion
dorsal al tubo digestivo. El esbozo gonadal
tiene forma de huso con el extremo distal de
mayor diametro y esta constituido por una
masa de células germinales dispuestas en
forma irregular rodeado externamente por
una delgada capa de células mesodérmicas
que se prolonga en el extremo proximal en
un delgado corddn celular. En este estadio
el esbozo gonadal mide en promedio 25,18
pm de longitud (Fig. 12).

ESTADIO LARVAL II (LII)

Durante el segundo estadio larval de P
citrella se observa un cambio en la direccién
de las galerias generadas por las larvas LII,
las cuales se alejan de la nervadura principal
de la hoja y son de mayor longitud y profun-
didad, aumentando la superficie expuesta y
los dafios causados por las mismas.

La larva LII es de color amarillo claro y
aplanada dorso-ventralmente, mide en pro-
medio 1,27+ 0,01 mm de longitud. El an-
cho de la region cefalica es similar al del
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torax (en promedio ancho de la cabeza
0,15+ 0,01 mm y del protérax 0,16 = 0,02
mm). En la base de las antenas y de las pie-
zas bucales larvales se observa un engrosa-
miento epidérmico a partir del cual se for-
maran los discos imaginales que daran ori-
gen a las antenas y las piezas bucales del
adulto.

Asimismo, en la regidén toracica se ob-
serva una intensa actividad mitética en los
discos imaginales de las alas y patas, que ha
producido un importante engrosamiento de
los cordones epiteliales y el consecuente ini-
cio de los procesos de invaginacién y forma-
cion de la cavidad peripodial en los mismos
(Fig. 13).

En larvas del segundo estadio se observa
un aumento del cuerpo graso en la region
abdominal, en el cual los trofocitos adoptan
forma irregular, con numerosas vacuolas
citoplasmaticas y nucleo de forma irregular,
otorgando al mismo un aspecto esponjoso.
Estos cambios en la morfologia del cuerpo
graso indicarian una activa sintesis y alma-
cenamiento de lipidos en el citoplasma de
las células (Fig. 16).

En relacién al sistema traqueal, en
larvas del segundo estadio se identifican ex-
ternamente desde el primer al noveno seg-
mento abdominal un par de espiraculos por
segmento, constituidos por un epitelio de cé-
lulas bajas levemente baséfilas con una del-
gada epicuticula sobre la membrana apical
del mismo y externamente en contacto con
la membrana basal una delgada capa de fi-
bras musculares. Los espiraculos se conti-
nuan internamente con traqueas de gran dia-
metro vy a nivel de los segmentos meso y me-
tatoracicos, asociadas a los discos imagina-
les de las alas, se observan traqueas de pe-
queno calibre.

Asimismo, en los segmentos abdominales
de estas larvas se observa claramente la ca-
dena ganglionar ventral con un par de gan-
glios en cada segmento fusionados en la li-
nea media y unidos entre si por delgados
cordones nerviosos. Por otra parte, en la re-
gién abdominal de larvas del segundo esta-
dio se observa un importante desarrollo de
las fibras musculares esqueléticas de es-
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triacion oblicua fuertemente aciddfilas, dis-
puestas entre el intestino medio y el cuerpo
graso parietal, y apodemas interseg-
mentarios como puntos de insercion de
estas fibras.

A nivel del tubo digestivo se observan
cambios en las células columnares del in-
testino medio, las cuales muestran un
citoplasma basal granular baséfilo que indi-
ca un gran desarrollo del reticulo endoplas-
matico rugoso, el citoplasma apical cargado
de grandes vesiculas levemente basdfilas y
alrededor del nucleo se observa un halo
blanco que representa la imagen negativa
del Golgi; estos cambios probablemente indi-
carian activa sintesis y almacenamiento de
enzimas digestivas. Asimismo, en esta re-
gién del intestino se observa un incremento
en el numero y tamafo relativo de las célu-
las en copa. Por otra parte, estas larvas pre-
sentan un incremento en el contenido acidé-
filo y de la flora bacteriana en la luz del in-
testino medio y por primera vez se observan
bacterias simbiontes en la luz del intestino
posterior (Fig. 14).

En el segundo estadio larval se observa
un aumento del diametro de la glandula
sericigena. La region distal secretora es de
mayor longitud y ocupa gran parte de la ca-
vidad abdominal, con un diametro mayor
que el resto de la glandula. Durante este es-
tadio adquiere importancia, por su marcada
acidofilia, la intima cuticular que recubre el
epitelio de la regién media. En esta region
las células secretoras presentan un citoplas-
ma granular levemente basdfilo y un ntcleo
intensamente basdéfilo en posicion central,
mientras que en las células epiteliales secre-
toras de la region distal que presentan igua-
les caracteristicas citoplasmaticas, el nticleo
se vuelve ramificado presentando un halo
blanco alrededor del mismo, lo que pondria
en evidencia un importante desarrollo del
reticulo endoplasmatico rugoso y del com-
plejo de Golgi. El lumen de la regién distal
presenta escaso material secretorio levemen-
te acidofilo. Estas caracteristicas citoldgicas
indicarian una activa sintesis proteica en la
region distal de las glandulas sericigenas
(Figs. 14y 15).
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LAMINA 3. Fig. 13. Corte sagital de regién toracica de una larva en estadio LIl. Se desta-
can ventralmente los discos imaginales de las patas (DIP) y dorsalmente los discos imaginales
de las alas [DIA). En las Fig. A y B se observa con mayor aumento las figuras mitoticas
(mi) en las células epiteliales de discos imaginales de alas y patas. Coloraciéon: H-E. Escalas
Fig. 13: 1cm = 39 pm y Figs. Ay B 1 cm = 12 pm. Fig. 14. Corte sagital de regién ab-
dominal de larva en estadio LIl. Se destaca en el intestino medio (IM) las células columnares
(ccl) con citoplasma vacuolar baséfilo y largas microvellosidades acidéfilas y las células en
copa (cco) con un depdsito de secrecion intensamente acidéfilo. Se observan las diferentes
regiones secretoras de la glandula sericigena (GS), destacandose el complejo celular (COT)
ubicado entre las regiones secretoras media (GSM) y distal (GSD) de la glandula. En la region
distal de la glandula sericigena se destaca ademas el ndcleo ramificado (n). Coloracién: H-E.
Escala: 1 cm = 20 pm. Fig. 15. Corte sagital de regién abdominal de larva macho en esta-
dio LIl. Se observa un testiculo (T) dorsal al intestino medio (IM) que se prolonga en su ex-
tremo proximal en el esbozo del conducto eferente (CE). En el foliculo testicular se identifica
en el extremo distal el Germario (G) con espermatogonias primarias (ep) y la Zona de Creci-
miento con espermatogonias secundarias (es) agrupadas en cistos por células capsulares
(cc). En las células epiteliales de la regién secretora distal (GSD) de la glandula sericigena se
destacan los nucleos ramificados (n). Coloraciéon: H-E. Escala: 1 cm = 20 pm. Fig. 16.
Corte sagital del extremo posterior de la region abdominal de larva macho en estadio LIl. Se
observa placa genital (PG), el esbozo del conducto eyaculador comun (CY) y su bifurcacién en
los conductos eyaculadores pares (CYP). Limitado por cuerpo graso parietal se observa el
extremo distal de un tubulo de Malpighi (TM), la regién distal de la glandula sericigena (GSD)
y la hemolinfa (H). Coloracién: H-E. Escala: 1 cm = 39 pm.
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En las larvas LII se observan importantes
cambios en el desarrollo del aparato re-
productor, ya que se produce la diferencia-
cién sexual de la génada y se diferencian es-
tructuras del aparato reproductor que permi-
ten identificar el sexo en la larva. En larvas
machos se identifican los testiculos, los es-
bozos de los conductos eferentes, la porcion
gonadica de los conductos deferentes y los
esbozos de las glandulas accesorias y de las
diferentes estructuras que formaran la geni-
talia externa del macho (Figs. 15 y 16).

En estas larvas el testiculo esta consti-
tuido por un solo foliculo que en promedio
mide 73,79 + 0,02 um de longitud y en él
se identifica claramente en la region distal
el Germario con espermatogonias primarias
dispuestas irregularmente en activa division
v en la region media y proximal la Zona de
Crecimiento con espermatogonias secunda-
rias agrupadas en cistos limitados por célu-
las capsulares (Fig. 15). Externamente el tes-
ticulo esta recubierto por una delgada vaina
de células mesodérmicas que se prolonga en
el extremo proximal formando un corto cor-
don que corresponde al esbozo del conduc-
to eferente y la porcién extragonadica del
conducto deferente. Asimismo, en la re-
gidén posterior del abdomen, ventralmente en
el noveno segmento abdominal, se observa
una invaginacién ectodérmica media ventral
que corresponde a la cavidad genital del
macho revestida por una gruesa epidermis en
activa divisién. La cavidad genital se prolon-
ga interiormente en un corto conducto que
corresponde al esbozo del conducto eya-
culador comun, el cual en su extremo dis-
tal se bifurca en dos cortas ramas que corres-
ponden a los conductos eyaculadores
pares (Fig. 16).

ESTADIO LARVAL III (LIII)

Durante el tercer estadio las larvas de P
citrella generan galerias excavadas en las
hojas de los citrus, de recorrido sinuoso y
dirigido hacia el borde de la hoja, lo que
permite un facil reconocimiento de las mis-
mas. Las larvas LIII son de coloracién ama-
rillo verdoso y el cuerpo comienza a adquirir
una ligera forma cilindrica, alcanzando una
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longitud promedio de 3,89+ 0,01 mm. Du-
rante este estadio se observa una notable re-
duccion de la regién cefalica en relacion al
resto del cuerpo, siendo el ancho de la cabe-
za en promedio de 0,08 + 0,01 mm y del
protérax de 0,14+ 0,04 mm.

En estas larvas la region cefalica ad-
quiere forma aguzada y se observa una im-
portante actividad mitdtica en las células
epiteliales de los discos imaginales de las
antenas y del aparato bucal, las cuales pro-
liferan e invaden el interior de dichas es-
tructuras (Fig. 17).

En la region toracica los cordones epi-
teliales de los discos imaginales de las patas,
cuyas células se observan también en activa
divisién mitética, se disponen formando cir-
culos concéntricos que daran origen a los
segmentos de dicho apéndice. Mientras que
los cordones epiteliales que forman los esbo-
zos alares, ubicados dorsalmente y en activa
proliferacion celular, adquieren forma alar-
gada (Fig. 17). Por otra parte, en la region
abdominal de larvas del tercer estadio se
observa un incremento de grandes haces de
fibras musculares esqueléticas de estria-
cion oblicua intensamente acidofilas que se
insertan en grandes apodemas interseg-
mentarios (Figs. 17 y 22).

En estas larvas se observa un importante
desarrollo del cuerpo graso parietal y
en los trofocitos, de gran tamafo, se observa
un incremento en numero y tamaio de las
vacuolas citoplasmaticas que le dan un as-
pecto esponjoso, lo que indicaria una activa
sintesis y almacenamiento de lipidos. El nu-
cleo de estas células, de forma irregular y
tamaiio reducido, presenta un macronucléolo
purpura en posicion central. Asimismo, en
larvas del tercer estadio se diferencia el
cuerpo graso visceral constituido por
pequenas masas de trofocitos, con citoplas-
ma basofilo cargado de vacuolas, que se
distribuyen en forma irregular en la cavidad
abdominal, principalmente alrededor de las
génadas y el tubo digestivo (Fig. 18).

Por otra parte, es importante desatacar
que en larvas del tercer estadio la hemol-
infa de la cavidad abdominal, en intimo
contacto con el cuerpo graso visceral que
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LAMINA 4. Fig. 17. Corte frontal de la regién anterior de una larva en estadio Llll. En la re-
gion cefalica (RC) se observan discos imaginales de las piezas bucales (DIB) y el extremo
proximal de los tubos glandulares de la glandula sericigena (GSP) que se unen al conducto
secretor (CS) que abre ventralmente en esta region. En la region toracica (RT) se observan
los discos imaginales de las patas (DIP) y los ganglios toracicos ventrales (GT). Coloracién: H-
E. Escala: 1 cm = 39 pm. Fig. 18. Corte sagital de la regién abdominal de una larva estadio
estadio LIll. Se destaca el cuerpo graso visceral (CGV) proximo al intestino medio (IM) cons-
tituido por trofocitos de citoplasma vacuolar (tf). En esta region la hemolinfa (H) se observa
cargada de grandes vesiculas acidofilas. Coloracién: H-E. Escala: 1 cm = 20 pm. Fig. 19.
Corte sagital de la regién abdominal de larva en estadio Llll. Se observa el cuerpo graso pa-
rietal (CGP) en contacto con la epidermis, constituido por trofocitos (tf) con citoplasma car-
gado de grandes vacuolas lipidias que forman una masa de contorno irregular. Se destaca
ademas la presencia de grandes enocitos (en) préoximos al cuerpo graso con citoplasma va-
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rodea a las gonadas y la porcién secretora
de las glandulas sericigenas, esta cargada
de pequenas vesiculas intensamente acidofi-
las; lo que indicaria un elevado contenido
de sustancias proteicas en la composicién de
la misma (Fig. 18). Asimismo, inmersos en
la hemolinfa y proximos al cuerpo graso pa-
rietal se observan numerosos enocitos soli-
tarios de gran tamafio, cuyo citoplasma pe-
rinuclear es granular basdfilo y el resto aci-
dofilo con grandes vacuolas. El nucleo de es-
tas células es esférico purpura en posicion
central y en algunos casos rodeado de un
halo blanco en la zona perinuclear (Fig.
19).

A partir de este estadio en el sistema
traqueal se identifican, tanto a nivel del t6-
rax como del abdomen, traqueolas que se
presentan como finas ramificaciones tubula-
res constituidas por un delgado epitelio de
células basofilas. Estas ramificaciones se ob-
servan préximas a las fibras musculares, al
intestino medio y a las regiones secretoras
de las glandulas sericigenas (Fig. 20).

En larvas del tercer estadio, a nivel del
sistema nervioso se observa un aumento
de tamafio de las masas ganglionares y li-
gera separacién de los 16bulos ganglionares
de la region cefalica y toracica (Fig. 17).

En larvas LIII se observan cambios a ni-
vel del tubo digestivo, ya que el intestino
medio presenta un epitelio de menor espesor
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que en los estadios anteriores y su luz esta
cargada de un contenido aciddfilo de mayor
intensidad que en estadios anteriores. Asi-
mismo, se observan variaciones en las carac-
teristicas citoldgicas de las células que lo
componen: las células columnares presentan
un aumento en el numero y longitud de las
microvellosidades, las cuales estan recubier-
tas por un grueso glucocalix que le confiere
una intensa acidofilia a la membrana apical
del epitelio en esta region, el citoplasma
basdfilo esta cargado de vacuolas y el nticleo
se ubica en posicion basal; mientras que en
las celulas en copa se observa un importante
depdsito de material de secrecién acidofilo
en el citoplasma apical y el nticleo de menor
tamafio en posicion basal (Fig. 22).

En el tercer estadio larval se observa un
importante aumento de espesor de las pare-
des de los tiibulos de Malpighi, las célu-
las epiteliales son cilindricas, con citoplas-
ma vacuolado levemente basodfilo, un n-
cleo grande y esférico de posicién central y
largas microvellosidades en la membrana
apical del epitelio que forman un ribete en
cepillo intensamente aciddfilo (Fig. 21).

En larvas fijadas al comienzo de este es-
tadio las gldandulas sericigenas conser-
van las caracteristicas histoldgicas presentes
en el estadio anterior. Mientras que en una
etapa mas avanzada del tercer estadio larval
de P citrella el epitelio de la region distal de

cuolar intensamente basofilo y la abertura de una traquea (TR) a través del espiraculos (E).
Coloracion: H-E. Escala: 1 cm = 20 pm. Fig. 20. Corte sagital de la region media abdominal
de una larva en estadio LIlll. Se observa el extremo secretor distal de la glandula sericigena
(GSD) cuya luz estéd cargada de secrecién con dos componentes intensamente acidofilos, se
destaca ademas la hemolinfa (H) cargada de vesiculas acidéfilas y segmentos de finas tra-
quedlas (TRQ). Coloracion: H-E. Escala: 1 cm = 39 pm. Fig. 21. Corte sagital de la regién
abdominal de una larva macho en estadio LIll. Se observa un par de testiculos (T) a ambos
lados del intestino medio (IM). En el foliculo testicular se identifica el Germario (G) y la Zona
de Crecimiento (ZC) y en su extremo distal los esbozos de los conductos eferentes (CE). Se
observa ademas el extremo distal de los tubulos de Malpighi (TM) préximos al intestino medio
(IM). Coloracion: H-E. Escala: 1 cm = 39 pm. Fig. 22. Corte frontal de regién abdominal de
una larva hembra en estadio LIlIl. Dorsalmente a ambos lados del intestino medio (IM) se des-
taca un par de ovarios (0) en los que se observan los esbozos de ovariolas (EOV) y externa-
mente al ovario una delgada capa de células mesodérmicas que se prolongan en el extremo
proximal formando el esbozo del oviducto lateral (EOL). Rodeando al tubo digestivo se obser-
van haces de fibras musculares (M) y grandes traqueas (TR). Coloracién: H-E. Escala 1 cm
= 39 pm.
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la glandula es intensamente basdfilo, con li-
mites celulares poco claros y presenta nume-
rosas vacuolas ubicadas en la region apical
de las células, observandose abundante se-
crecién acidoéfila acumulada en la luz de
esta region. En larvas fijadas al final del ter-
cer estadio se observa un importante adelga-
zamiento del epitelio glandular de la region
distal de la glandula y abundante secrecion
acidofila acumulada en la luz de la misma.
La secrecién acumulada en la luz de la re-
gidén distal presenta dos componentes: a) un
componente periférico, en contacto directo
con la membrana apical del epitelio, consti-
tuido por una secrecion homogénea intensa-
mente acidéfila; b) un componente central
de secrecion levemente acidéfila. Mientras
que en la region proximal y media de la
glandula solo se observa un notable incre-
mento en el didmetro y en la luz de ambas
regiones escasa secrecion levemente acidofi-
la. En larvas del tercer estadio se observa un
delgado revestimiento cuticular por encima
de la membrana apical del epitelio que re-
viste la luz de la regién proximal o conducto
secretor y la region media secretora de la
glandula sericigena (Figs. 17 y 20).

En relacion al aparato reproductor,
durante el tercer estadio en larvas macho
no se observan cambios significativos en el
desarrollo de la espermatogénesis, ya que la
génada masculina conserva las caracteristi-
cas citologicas observadas en el segundo es-
tadio larval; sin embargo, en los testiculos
de estas larvas se observa una activa divisién
de las espermatogonias secundarias y como
consecuencia de esto un crecimiento en lon-
gitud del foliculo que alcanza en promedio
los 117,96 = 0,02 um de longitud (Fig. 21).
Por otra parte, en este estadio en larvas
hembras se observa un par de ovarios de
forma alargada que miden en promedio
32,67 + 0,02 um de longitud; estos se ubi-
can en posiciéon dorsal al intestino medio,
entre el quinto y sexto segmento abdominal.
Cada ovario esta constituido por un grupo
de pequenas ovogonias, de citoplasma claro
y nucleo grande con cromatina condensada,
rodeadas por una delgada capa de células
mesodérmicas que se prolonga en el extremo
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proximal de cada ovario en un largo cordén
de tejido conectivo que corresponde a la por-
cion extragonadica de los oviductos late-
rales. En larvas fijadas en una etapa mas
avanzada del tercer estadio se observa que
los ovarios estan compartimentalizados en
pequenas ovariolas en formacién, limita-
das por una delgada capa de células
mesodérmicas; identificAndose claramente
cuatro ovariolas en diferente grado de desa-
rrollo constituidas por ovogonias, la mayo-
ria de las cuales se encuentran en interfase y
profase mitética y un numero reducido de
las mismas en metafase y anafase (Fig. 22).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se aportan datos para un
mejor conocimiento del desarrollo larval de
Phyllocnistis citrella en campo sin aplicacion
de métodos de control para la especie. Los
resultados obtenidos permitiran evaluar en
posteriores investigaciones el efecto produci-
do por los métodos utilizados para el con-
trol del minador sobre el desarrollo normal
de la especie.

En referencia al numero de estadios lar-
vales de P, citrella, en base a las observacio-
nes realizadas sobre el comportamiento ali-
menticio de las larvas visible a través de la
epidermis de las hojas y en particular sobre
los cambios en la morfologia externa e inter-
na de la regién cefalica como asi también de
los procesos de morfogénesis y las variacio-
nes anatomo-histolégicas de 6rganos y siste-
mas observadas durante el desarrollo larval,
coincidimos con Sanchez et al. (2002) en
que P citrella durante el desarrollo postem-
brionario pasa por tres estadios larvales. La
relacién existente entre el ancho de las regio-
nes cefalica y toracica en los diferentes esta-
dios larvales y los cambios histomorfolgi-
cos observados en la region cefalica durante
los mismos permiten diferenciar y separar
claramente para esta especie la etapa larval
en tres estadios.

Sin embargo, Garijo y Garcia (1994) y
Vargas et al. (1998) mencionan para esta
especie cuatro estadios larvales, incluyendo
la prepupa. Teniendo en cuenta que segin
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Chapman (1969), Leftwich (1976), Gillot
(1980), Wigglesworth (1984), Monteresino y
Manfrini de Brewer (2001) la prepupa es un
estadio de quietud entre el final del periodo
larval y la pupa propiamente dicha durante
el cual el insecto no se alimenta, en base a
nuestras observaciones consideramos que en
P citrella 1a prepupa es la etapa inicial del
estadio de pupa, estadio en el cual como en
otros insectos holometabolos se dan los pro-
cesos de la metamorfosis.

En relacién al desarrollo del sistema
muscular, en P citrella las fibras musculares
esqueléticas abdominales se desarrollan gra-
dualmente durante los diferentes estadios
larvales, lo cual se ve reforzado a partir del
segundo estadio larval por el desarrollo de
apodemas intersegmentarios que fortalecen
la unién de los misculos con la cuticula;
permitiéndole a la larva mayor agilidad y
desplazamiento en el interior de la mina.

En cuanto al desarrollo del tubo digesti-
vo, a partir del primer estadio larval presen-
ta abertura bucal y anal claramente visibles
y esta constituido por un intestino anterior,
medio y posterior bien diferenciados, con
un contenido acidéfilo en la luz de estas re-
giones que aumenta progresivamente a lo
largo del desarrollo larval.

Aligual que en otras larvas de lepiddpte-
ros como lo mencionan Srivastava (1959)
para Leucinodes orbonalis y Correia et al.
(2009) para Spodoptera frugiperda, el epite-
lio del intestino medio de Phyllocnistis citrella
esta constituido por tres tipos de células: co-
lumnares, en copa y regenerativas. En refe-
rencia al tipo de secrecién de las células co-
lumnares, Santos (1984 citado por Cavalcan-
te y Cruz-Landim, 1999) menciona para la
especie de Lepidoptera Cassava hornworm,
secrecion de tipo apocrina para estas células.
Las caracteristicas morfoldgicas observadas
en las células columnares del intestino medio
de P, citrella durante el desarrollo larval su-
gieren secrecion de tipo merocrina.

Teniendo en cuenta que segun Cavalcante
y Cruz-Landim (1999) y Correia et al.
(2009) el epitelio del intestino medio tiene
como funcién primordial la digestion y ab-
sorcion de nutrientes como asi también la
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produccion y secrecion de enzimas digesti-
vas, los cambios en la morfologia de las cé-
lulas epiteliales del intestino medio y el au-
mento en numero de las mismas observados
durante el desarrollo larval de P citrella en
el campo, indicarian que el aparato digesti-
vo de esta especie alcanza su maxima fun-
cionalidad durante el segundo estadio lar-
val; ya que las caracteristicas citoldgicas del
epitelio del intestino medio observadas a
partir del segundo estadio sugieren actividad
de absorcién de nutrientes por parte de las
células columnares y de secrecién de mucus
para la proteccién epitelial y enzimas para el
mantenimiento del equilibrio quimico del
proceso digestivo por las células en copa.
Asimismo, las bacterias simbiontes observa-
das tanto en la luz del intestino medio como
del posterior contribuirian a una mayor efi-
ciencia de las enzimas digestivas segregadas
por las células epiteliales responsables de la
degradacion de proteinas y polisacaridos y
por ende de los procesos digestivos antes
mencionados; lo cual se ve corroborado por
el aumento en la cantidad y acidofilia del
contenido de la luz del mismo. Este aumento
de eficiencia de los procesos digestivos por
accion de bacterias simbiontes en el intestino
observado durante el desarrollo larval de P
citrella también fue mencionado por Pilon et
al. (2013) en sus estudios realizados sobre la
actividad proteolitica de las bacterias intes-
tinales de Anticarsia gemmatalis.

Estas modificaciones en el tubo digestivo
sumado a una mayor capacidad de desplaza-
miento de las larvas en el interior de las
minas indicado por el desarrollo de las fi-
bras musculares esqueléticas abdominales le
permitiria a la larva de P, citrella alimentar-
se vorazmente del mesofilo de las hojas a
partir del segundo estadio larval, lo que se
evidencia por un aumento en la longitud de
la galeria excavada; lo cual produce reduc-
cion en la superficie foliar y por ende oca-
siona disminucién de la capacidad fotosinté-
tica de la hoja y en la productividad de la
planta. Estos resultados coincidirian con las
observaciones de Asplanato (2009) para esta
especie, quien sostiene que la larva de P, ci-
trella se alimenta de las células epidérmicas
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desplazandose por movimientos laterales y
hacia delante de la region cefalica y el con-
tenido de las células destruidas es consumi-
do por la larva a través de una activa suc-
cién. Los excrementos del insecto se acumu-
lan en forma de una linea visible en el cen-
tro de la mina, primero son blanquecinos y
luego se oscurecen. A partir del segundo es-
tadio larvario la mina se ensancha, adquiere
la forma sinuosa caracteristica y puede lle-
gar a ocupar gran parte del limbo.

Durante el desarrollo larval de P citrella
se pueden diferenciar dos tipos de cuerpo
graso: 1) un cuerpo graso parietal claramen-
te visible a partir del primer estadio larval
con una ubicacién bien definida entre la
epidermis y las fibras musculares abdomina-
les, 2) un cuerpo graso visceral que se dife-
rencia a partir del tercer estadio larval en
forma de pequefias masas que rodean en for-
ma aislada al tubo digestivo. Ambos tipos de
cuerpo graso incrementan gradualmente du-
rante el desarrollo larval y este aumento va
acompanado de un aumento de tamaiio de
los trofocitos y de una progresiva vacuoliza-
cién del citoplasma que indicaria una activa
sintesis y almacenamiento de lipidos, como
lo demuestran las variaciones celulo-tisula-
res observadas a lo largo de los diferentes
estadios larvales de la especie.

Esta clara identificacion de dos tipos de
cuerpo graso y la variacion en la diferencia-
cién de los mismos durante el desarrollo lar-
val de P, citrella, coinciden con lo observado
para otras especies de Lepidéptera como lo
mencionan Haunerland y Shirk (1995) al
analizar el desarrollo del cuerpo graso de
Helicoverpa zea y Carvalho et al. (2013) en
el analisis realizado sobre la histologia y
ultraestructura del cuerpo graso en el cuarto
estadio larval de Anticarsia gemmatalis. Asi-
mismo, el incremento gradual de ambos ti-
pos de cuerpo graso acompanado de una
activa sintesis y almacenamiento de lipidos
también fue observado por Marques-Silva et
al. (2003) para la especie Thyrinteina arno-
bia arnobia y por Carvahlo et al. (2013)
para Anticarsia gemmatalis; mientras que
Snodgrass (1935) también menciona que en
algunos insectos en el periodo inicial del
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desarrollo postembrionario los trofocitos al-
macenan material graso en su citoplasma en
forma de glébulos de grasa y en células ma-
duras los globulos de grasa se vuelven mas
grandes y ocupan la mayor parte de la célu-
la y los nucleos a menudo se deforman por
la presion de los mismos. Estos resultados
nos permiten concluir que durante la fase
larval, periodo de intenso crecimiento, en P
citrella al igual que otros insectos holometa-
bolos, el cuerpo graso sintetiza y almacena
reservas, en preparacion para la fase de
pupa, periodo en la cual el insecto no se ali-
menta y donde ocurre un gran consumo de
energia. Sin embargo, aunque coincidimos
con Cruz-Landim (1983) en que el aumento
del cuerpo graso durante el desarrollo larval
es debido a un aumento en tamafo de los
trofocitos, nuestras observaciones indicarian
que durante el desarrollo larval de P, citrella
en el cuerpo graso se sintetizan y almacenan
solo lipidos. Asimismo, considerando que en
larvas del tercer estadio de esta especie la
hemolinfa esta cargada de vesiculas con un
alto contenido de sustancias proteicas, pode-
mos inferir que en P, citrella la sintesis y al-
macenamiento de proteinas y glucégeno en
el cuerpo graso se produce posteriormente
en el estadio de prepupa y no durante el de-
sarrollo larval como lo menciona dicha au-
tora para el himendptero Melipona quadri-
fasciata anthidioides.

Las diferencias observadas en la compo-
sicién de los productos que se sintetizan y
almacenan en el cuerpo graso de Phyllocnis-
tis citrella con especies de otros grupos de
insectos, nos sugiere la necesidad de realizar
posteriores estudios con técnicas histoquimi-
cas para determinar la composicién quimica
de las reservas almacenadas en el cuerpo
graso durante el desarrollo postembrionario
del minador, porque el mismo tiene influen-
cia directa en el desarrollo de la especie en
el cultivo.

En Phyllocnistis citrella durante el tercer
estadio larval, etapa final del desarrollo en
la cual la larva atin se alimenta vorazmente
de la hoja, se observa un importante aumen-
to de componentes proteico en la hemolinfa.
Estas observaciones coincidirian con los con-
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ceptos establecidos por Chapman (1969),
quien sostiene que en Lepidoptera e Hyme-
noptera al final del desarrollo larval la con-
centracion de proteinas y aminoacidos en la
hemolinfa es mayor que en otros grupos de
insectos. Asimismo, considerando las carac-
teristicas celulo-tisulares observadas en el
cuerpo graso en los diferentes estadios larva-
les de P citrella, coincidimos con Locke y
Collins (1968), Chapman (1969), Cruz-Lan-
dim (1983) y Lakshmi Devi y Yellamma
(2013) en que las proteinas y aminoacidos
almacenados en la hemolinfa al final del
desarrollo larval podrian ser utilizadas por
los trofocitos del cuerpo graso para la sinte-
sis de nuevas proteinas en respuesta a los
requerimientos metabdlicos del insecto para
la metamorfosis.

Numerosos autores han estudiado en in-
sectos el origen, funcion y relacion de los
enocitos con otros tejidos principalmente la
epidermis y el cuerpo graso, entre estos po-
demos citar a Chapman (1969) quien sostie-
ne que los «oenocitos» son células que per-
manecen cercanas a su punto de origen cer-
ca de la epidermis y Snodgrass (1935) y
Roma et al. (2010) quienes mencionan que
estas células se ubican debajo de la epider-
mis aisladas o en pequefios grupos cercanos
a espiraculos y traqueas; Martins y Ramalho-
Ortigao (2012) al igual que los anteriores
autores sostienen que los enocitos son célu-
las de origen ectodérmico y que usualmente
se las encuentra asociadas a la epidermis o
al cuerpo graso o a ambos tejidos depen-
diendo de la especie y del estado de desarro-
llo de la misma. En relacién a la funcién de
los enocitos, los autores antes mencionados
concuerdan en que no esta bien definida su
funcién pero todos sugieren que estas célu-
las en insectos inmaduros estan asociadas
con los ciclos de muda y probablemente re-
lacionadas con la secreciéon de lipidos o li-
poproteinas de la epicuticula y en la sintesis
de precursores de la cera.

Durante el desarrollo larval de Phylloc-
nistis citrella, los enocitos de esta especie se
ubican proximos a la epidermis y en intima
relacion con el cuerpo graso parietal, pre-
sentando en el tercer estadio larval caracte-
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risticas citoldgicas que indicarian que la fun-
cién de los mismos durante el desarrollo lar-
val estaria relacionada con la secrecion de
lipidos o lipoproteinas que participarian en
la formacién de la epicuticula y en la sinte-
sis de precursores de la cera en estadios pos-
teriores de su desarrollo. Teniendo en cuenta
que la funcion de estas células atin no ha
sido claramente definida, se cree que es ne-
cesario realizar en el futuro estudios con téc-
nicas histoquimicas que permitan determi-
nar claramente la funcién de los enocitos
durante el desarrollo postembrionario en P
citrella.

En relacién al numero, estructura y dis-
posicion de los tubulos de Malpighi y su re-
lacion con la formacion del sistema criptone-
fridial observados a partir del primer estadio
larval de P, citrella, nuestros resultados coin-
ciden con lo mencionado por Snodgrass
(1935) y Chapman (1969) quienes mencio-
nan igual caracteristicas para esta condicién
del sistema criptonefridial en larvas de Lepi-
doptera y Coledptera, como asi también lo
menciona Srivastava (1959) en su estudio
sobre la morfologia del canal alimenticio de
larva de Leucinodes orbonalis (Lepidoptera,
Pyraustidae) y Srivastava y Khare (1966) al
estudiar el desarrollo de los tibulos de Mal-
pighi y estructuras asociadas en Philosamia
ricini (Lepidoptera, Saturnidae).

Las caracteristicas histomorfoldgicas de-
terminadas para las diferentes regiones de
las glandulas sericigenas a partir del primer
estadio larval de P, citrella coinciden con las
observadas por Tanaka (1911), Takahashi et
al. (1990), Barsagade y Tembhare (2000) y
Marchi et al. (2009) para otras especies de
Lepidoptera. Sin embargo, el estudio histol6-
gico de la glandula sericigena de P, citrella
realizado en el presente trabajo revela que el
paso de la regién secretora media a la distal
de la glandula en esta especie esta marcado
por la presencia de un pequeio grupo celu-
lar con caracteristicas citologicas distintas a
los epitelios que conforman dichas regiones.
Estos resultados no fueron mencionados con
anterioridad por otros autores ni para Lepi-
doptera ni para otros grupos de insectos.

Asimismo, durante los diferentes estadios
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larvales de P, citrella los epitelios de la regiéon
secretora de las glandulas sericigenas mani-
fiestan cambios morfoldgicos que sugieren
sintesis proteicas, alcanzando la glandula su
mayor desarrollo durante el tercer estadio
larval. Estos resultados coinciden con los de
Tanaka (1911), Tashiro et al. (1968) y Bar-
sagade y Tembhare (2000) quienes analiza-
ron la estructura, el desarrollo, la actividad
secretora de la glandula y la naturaleza qui-
mica de la seda producida por Bombyx mori
y Antheraea mylitta. Por otra parte, coincidi-
mos con Lakshmi Devi y Yellamma (2013) en
que el aumento de componentes proteicos en
la hemolinfa observados en el tercer estadio
larval de P citrella estaria relacionado con
las necesidad de proteinas y aminoacidos del
cuerpo graso para la sintesis de nuevas pro-
teinas en respuesta a los requerimientos meta-
bolicos del insecto para la metamorfosis y
por las glandulas sericigenas para la sintesis
del material proteico que compone el hilo de
seda que formara el capullo durante los esta-
dios de prepupay pupa.

En referencia al tipo de secrecién que
producen las regiones secretoras de la glan-
dula sericigena, coincidimos con Tanaka
(1911), Tashiro et al. (1968), Barsagade y
Tembhare (2000) y Valantina Sangamithirai
et al. (2014) en que dicha secrecion es prin-
cipalmente proteica; sin embargo, los dife-
rentes grados de acidofilia observados en la
secrecion acumulada en la luz de region dis-
tal de la glandula en el tercer estadio larval
P citrella, nos sugiere que la composicién
quimica de la misma varia durante el desa-
rrollo larval de la especie por lo que consi-
deramos es necesario realizar en el futuro
estudios histoquimicos que permitan deter-
minar la composiciéon quimica del material
secretado por la misma en los diferentes es-
tadios larvales de la especie.

En relacion al desarrollo del aparato re-
productor, los estudios realizados hasta el
momento en diferentes especies de Lepidop-
tera, muestran considerables variaciones en
relacion a la ubicacion, morfologia y tiem-
pos de desarrollo de los diferentes 6rganos
que forman el sistema reproductor del ma-
cho y de la hembra en estos insectos.
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Segun las observaciones realizadas por
Drecktrah (1966) y Jones (1973) en Ostrinia
nubilalis, y las de Beckemeyer y Shirk
(2004) en Plodia interpunctella, las caracte-
risticas morfoldgicas observadas en el esbo-
zo gonadal al comienzo del desarrollo lar-
val de estas especies no permiten diferenciar
estructuralmente la gonada masculina de la
femenina. En relacién a la diferenciacion
sexual de la génada en P, citrella, las obser-
vaciones realizadas durante el desarrollo
larval indicarian que en esta especie durante
el primer estadio larval los esbozos gonada-
les permanecen indiferenciados, son pares y
se ubican dorsal al intestino medio. Mientras
que a partir del segundo estadio larval se
produce la diferenciacién sexual de la gona-
da y se diferencian estructuras del aparato
reproductor masculino que permiten identifi-
car el sexo en la larva.

Por otra parte, Drecktrah (1966) sostiene
que en Ostrinia nubilalis los testiculos se
identifican a los dos dias de larva, ubicados
en el quinto segmento abdominal, compues-
tos por cuatro foliculos; mientras que Bilha
et al. (2012) en base solo al analisis anato-
mico realizado en larvas del primer estadio
de Diatraea saccharalis identifica testiculos
pares, con aspecto de rifiones, ubicados en el
quinto segmento abdominal. En P, citrella a
partir del segundo estadio se identifica el
sexo en la larva, ya que en larvas macho se
diferencian un par de testiculos unifolicula-
res que abarcan desde el quinto y al séptimo
segmento abdominal, los esbozos de los con-
ductos eferentes, la porcion gonadica de los
conductos deferentes y los esbozos de las
glandulas accesorias y de las diferentes es-
tructuras que formaran la genitalia externa
del macho.

Con respecto al proceso de espermatoge-
nesis, Numata y Hidaka (1980) en Papilio
xuthus y Chaudhury y Raun (1966) en Ostri-
nia nubilalis observaron testiculos con esper-
matogonias y espermatocitos primarios re-
cién a partir del tercer estadio larval y el
inicio de la espermiogenesis a partir del
cuarto estadio larval; mientras que Manogen
(2002) en su estudio sobre espermiogenesis
en Spodoptera muritia observé la presencia
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de espermatogonias recién a partir del quin-
to estadio larval, espermatocitos en el sexto
estadio larval y espermatidas a partir del
primer o tercer dia del estadio de prepupa.
Considerando que P, citrella tiene un desa-
rrollo larval mas corto que incluye solo tres
estadios, los resultados obtenidos muestran
que en esta especie a partir del segundo esta-
dio y hasta el final del desarrollo larval en el
foliculo testicular solo se encuentran células
de la linea germinal al comienzo del proce-
so de espermatogénesis; ya que en el foliculo
se identifican claramente las regiones del
Germario con espermatogonias primarias y
la Zona de Crecimiento con espermatogo-
nias secundarias.

En relacion al desarrollo de la gonada
femenina, los estudios realizados por Dreck-
trah (1966) en Ostrinia nubilalis demuestran
que en esta especie al tercer dia de larva se
observan pequenos ovarios, ubicados en el
quinto segmento abdominal, pero en ellos no
identifican ovariolas. Suludere (1986) en
cambio en Agrotis ipsilon observa ovarios
con cuatro ovariolas sin estructuras bien de-
finidas en el ultimo estadio larval de esta
especie. Sin embargo, Mandelbaum (1975
citado por Telfer, 2009) menciona cuatro
pequenos brotes precursores de las ovariolas
en ovarios del primer estadio larval de Hya-
lophora cecropia y Beckemeyer y Shirk
(2004) sefialan en Plodia interpunctella la
presencia de ovariolas con un elevado nivel
de organizacién estructural en el segundo
estadio larval. En P citrella la génada feme-
nina se identifica en el tercer estadio larval y
esta constituida por un par de ovarios de
igual ubicacién que los testiculos pero de un
tamafio considerablemente menor y en lar-
vas hembras de mayor tamafio que se en-
cuentran al final del tercer estadio se identi-
fican claramente cuatro pequefias ovariolas
en formacién.

En relacién al desarrollo de las restantes
estructuras del aparato reproductor y en par-
ticular aquellas que permiten identificar pre-
cozmente el sexo en la larva, autores como
Metha (1933) quién estudi6 el desarrollo de
la genitalia del macho y los conductos efe-
rentes en varias especies de Lepidoptera, ta-
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les como Pieris rapae, Hepialus lupulinus,
Earias fabia y Bombyx mori 'y Jones (1973)
que realiza estudios similares en Ostrinia
nubilalis, mencionan que la formacion de la
invaginacién ectodérmica o cavidad genital
que dara origen al esbozo del conducto eya-
culador comun, se diferencia en los primeros
estadios larvales en el noveno segmento ab-
dominal y que la diferenciacion de los con-
ductos eyaculadores pares y glandulas acce-
sorias del macho se produce durante el desa-
rrollo larval y se continua y completa duran-
te el periodo de pupa. Por otra parte, segun
Jones (1973) y Sendi et al. (1993) quienes
realizaron estudios postembrionarios sobre
el desarrollo del aparato reproductor de la
hembra en Ostrinia nubilalis y Papilio demo-
leus respectivamente, sostienen que la forma-
cién del oviducto comun se inicia durante el
estado de larva y se continua y completa
durante el estado de pupa. Sin embargo,
para Joubert (1978) quien realizé estudios
similares en Dalaca rufescens el desarrollo
de los 6rganos internos del aparato repro-
ductor de la hembra se diferencia en esta-
dios tempranos de la pupa.

Los resultados obtenidos en este trabajo
indican que en Phyllocnistis citrella la inva-
ginacion ectodérmica ventral que da origen
a la cavidad genital y el esbozo conducto
eyaculador comtun en larvas macho es visi-
ble a partir del segundo estadio larval y se
mantiene sin cambios morfoldgicos signifi-
cativos hasta el final del desarrollo larval de
la especie. Sin embargo, mediante el analisis
histolégico del aparato reproductor realiza-
do para los diferentes estadios durante el
desarrollo larval de esta especie no se identi-
ficaron estructuras morfoldgicas que indi-
quen el inicio de formacién del oviducto co-
mun y bursa copulatrix, las cuales permiti-
rian identificar el sexo en larvas hembras.

Con estos resultados podemos concluir
que durante el desarrollo larval de P, citrella
en campo, la génada permanece indiferen-
ciada durante el primer estadio larval y a
partir del segundo estadio se diferencia la
génada masculina y las estructuras asocia-
das al aparato reproductor del macho que
permiten la identificacién temprana del sexo
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en la larva. Asimismo, los resultados obte-
nidos indicarian que las etapas mas impor-
tantes en el proceso de diferenciacién del
aparato reproductor de la hembra se produ-
cen durante los estadios de prepupa y pupa,
por lo que teniendo en cuenta los anteceden-
tes sobre el tema y la gran variacion en di-
ferentes especies de Lepidoptera, considera-
mos importante continuar en el futuro con
estudios histoldgicos e histoquimicos durante
la metamorfosis de P citrella, con el fin de
aportar datos complementarios sobre el pro-
ceso de diferenciacion de los diferentes 6r-
ganos que intervienen en la génesis y trans-
ferencia de las gametas del macho y la hem-
bra de esta especie. Por otra parte, conside-
ramos es importante complementar los re-
sultados obtenidos en este trabajo con poste-
riores estudios histomorfolégicos durante los
estadios de prepupa y pupa en campo de la
especie, con el fin de analizar los procesos
de histolisis e histogénesis que se producen
en organos y sistemas durante la metamor-
fosis para formar las estructuras definitivas
del adulto en ambos sexo.
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