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RESUMEN. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de los aceites esenciales de Citrus sinensis, Citrus limonum
y Citrus bergamia y de los monoterpenos a-pineno, B-pineno, canfeno, limoneno y d-limoneno sobre el desarrollo y
la reproduccion de Tribolium castaneum. Para evaluar el efecto sobre el desarrollo, larvas de T. castaneum fueron
topicadas y ubicadas en el fondo de cajas compartimentadas. Se registrd el porcentaje de pupas muertas, de adultos
normales y de adultos deformes emergidos. Para evaluar los efectos sobre la reproduccion las larvas fueron topicadas
y ubicadas en el fondo de cajas compartimentadas. Pares de adultos sobrevivientes fueron colocados en frascos durante
5 semanas. Se registrd el nimero de adultos emergidos cada siete dias. Los datos fueron analizados mediante ANOVA
y DMS. Todos los aceites esenciales y monoterpenos exhibieron una fuerte accion tdxica. El aceite de C. sinensis y
todos los monoterpenos revelaron poseer propiedades similares a los productos reguladores de crecimiento de los
insectos. El aceite de C. sinensis, el limoneno y el d-limoneno fueron los que produjeron un mayor efecto negativo
sobre la reproduccion de T. castaneum. En conclusién los aceites esenciales y monoterpenos evaluados podrian ser
efectivos para el control de T. castaneum.

Palabras clave: Tribolio castaneo, toxicidad, reguladores de crecimiento.

Effectiveness of essentials oils and monoterpenes against Tribolium castaneum (Herbst,
1797) (Coleoptera: Tenebrionidae)

ABSTRACT. The objective of this work was to evaluate the effects of the essential oils from C. sinensis, C. limonum
and C. bergamia and monoterpenes a-pinene, 3-pinene, camphene, limonene and d-limonene on the development and
fertility of Tribolium castaneum. Essential oils and monoterpenes were applied topically to 25 day old larvae. To
evaluate development effects, after topical application, larvae were placed singly inside glass. Mortality of pupae,
percentage of both adults and abnormal adults were recorded. In order to evaluate the effects on reproduction, after
topical application, larvae were placed singly inside glass. Emerging adults from each treatment were paired for 5
weeks and the number of F1 adults was counted every 7 days. Data were analysed by ANOVA and Fisher’s PLSD
test. All the essential oils and monoterpenes had a toxic effect against T. castaneum. C. sinensis essential oil and the
monoterpenes evaluated have similar propierties on insect growth regulators. C. sinensis essential oil, limonene and d-
limonene had a negatively strong effect on T. castaneum fertility. The results of the present study indicate that essential
oils from C. sinensis, C. limonum and C. bergamia and monoterpenes a-pinene, B-pinene, camphene, limonene and d-
limonene could be effective against T. castaneum.
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INTRODUCCION

Tribolium castaneum es una de las principales plagas de productos almacenados. En regiones
de climas célidos, larvas y adultos, se alimentan y reproducen activamente durante todo el afio,
causando cuantiosas pérdidas en granos, harinas, fideos, galletitas, chocolates y frutas secas. A lo
largo de los afios el control de esta plaga se ha realizado empleando insecticidas de sintesis. Esta
practica recurrente ha generado contaminacion ambiental y humana, el desarrollo de resistencia de
los insectos a los diferentes grupos organicos de insecticidas ademas de la acumulacién de residuos
toxicos en los granos tratados (Isikber et al., 2009).
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El uso de sustancias derivadas del metabolismo secundario de las plantas surge como una
alternativa dentro del Manejo Integrado de Plagas. Las moléculas de origen vegetal presentan una
enorme diversidad estructural lo que les confiere nuevos sitios de accion, diferentes de los
insecticidas sintéticos (Isman, 2000). Pueden actuar como fumigantes, insecticidas de contacto,
repelentes, antialimentarios o afectando parametros como la tasa de crecimiento, la longevidad y
la reproduccion (Nerio et al., 2010; Regnault-Roger et al., 2012). Las rutaceas son una familia de
plantas que agrupa alrededor de 160 géneros. Dentro de ellos el género Citrus estd compuesto por
plantas con glandulas productoras de aceites aromaticos con actividad insecticida. Muchos de estos
aceites han sido probados en plagas de granos almacenados tratando de implementar tacticas de
control menos toxicas para mamiferos, con alta volatilidad y baja persistencia ambiental. Se ha
demostrado que los aceites esenciales de C. sinensis, C. limonum y C. bergamia generan toxicidad,
repelencia y efectos sobre la reproduccion en distintas plagas de productos almacenados (Morajev
et al., 2010; Franca et al., 2012).

Los monoterpenos son las moléculas mas representativas de los aceites esenciales y constituyen
alrededor del 90 % de todos los componentes de la mezcla (Koul et al., 2008). Poseen actividad
insecticida por contacto y fumigante (Samarasekera et al., 2008), actividad repelente,
antialimentaria (Argadofia et al., 2002) asi como inhibitoria del crecimiento. Estas actividades
bioldgicas son atribuidas a sus propiedades fisico quimicas que incluyen lipofilicidad, baja presion
de vapor, baja toxicidad a los mamiferos y novedosos modos de accion (Isman, 2000). El objetivo
del trabajo fue evaluar el efecto de los aceites esenciales de C. sinensis, C. limonum y C. bergamia
y de los monoterpenos a-pineno, 3-pineno, canfeno, limoneno y d-limoneno sobre el desarrollo y
la reproduccion de T. castaneum.

MATERIALES Y METODO

Los insectos provinieron de una colonia susceptible CIPEIN (Centro de Investigaciones de
Plagas e Insecticidas). Todos los bioensayos se realizaron con larvas de 25 dias de edad de T.
castaneum, en condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (25 + 1° C, 60-70 %
HR) y fotoperiodo 12:12 (L:O). Se evaluaron aceites comerciales de C. limonum, C. bergamia y
C. sinensis (Ulrich Jiistrich, Suiza) y monoterpenos: a-pineno, f-pineno, canfeno, limoneno y d-
limoneno (Sigma-Aldrich).

Para evaluar la toxicidad e inhibicion del desarrollo grupos de 10 larvas de T. castaneum fueron
topicadas en el abdomen con 0.2 ul de las soluciones hexanicas de los aceites o de los monoterpenos
utilizando una microjeringa Hamilton de 10 pl provista de pulsador (50 pulsos). Como control los
insectos se topicaron con hexano solo. Las dosis utilizadas fueron de 2 pg/insecto, 4 pg/insecto y
6 pg/insecto. Luego del tratamiento, los insectos se ubicaron en el fondo de cajas compartimentadas
durante 14 dias. Al finalizar el ensayo se registro el nimero de pupas muertas, el nimero de adultos
normales emergidos y el nimero de adultos deformes emergidos. Se realizaron tres réplicas por
concentracion y cada experimento se repitio tres veces en forma independiente. Los datos se
analizaron mediante la prueba de la varianza ANOVA y las medias fueron separadas utilizando el
test de diferencias minimas significativas (DMS, p > 0.05).

Para evaluar los efectos sobre la reproduccion grupos de 20 larvas de T. castaneum fueron
topicadas en el abdomen utilizando la misma metodologia descripta anteriormente. La dosis
utilizada fue de 2 pg/insecto. Luego del tratamiento, los insectos se ubicaron en el fondo de cajas
compartimentadas. Pares (una hembra y un macho) de adultos sobrevivientes fueron colocados en
frascos con harina durante cinco semanas. Después de transcurridas las semanas las muestras se
tamizaron cada siete dias y se contd el nimero de adultos emergidos. Se realizaron tres réplicas
por concentracion y cada experimento se repitio tres veces en forma independiente. Los datos se
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analizaron mediante la prueba de la varianza ANOVA y las medias fueron separadas utilizando el
test de diferencias minimas significativas (DMS, p >0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El aceite esencial de C. sinensis generd un porcentaje de mortalidad de entre un 20 % a un 50
% siendo el mismo, concentracion dependiente. A las menores dosis evaluadas el porcentaje de
adultos deformes emergidos fue significativamente mayor (p < 0.05) que en el control, mientras
que el porcentaje de adultos normales emergidos fue menor (p < 0.05). El aceite esencial de C.
limonum produjo a la maxima dosis empleada un porcentaje de mortalidad del 44 % siendo
significativamente mayor que el producido a las menores dosis. Por otra parte, el porcentaje de
adultos normales emergidos fue significativamente menor que en el control a todas las dosis
evaluadas. El aceite esencial de C. bergamia produjo diferencias significativas en el porcentaje de
adultos normales emergidos y en el porcentaje de mortalidad (p < 0.05). A todas las dosis
empleadas el nimero de adultos emergidos fue significativamente menor que en el control, sin
embargo, el porcentaje de mortalidad fue significativamente mayor (p < 0.05) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Toxicidad e Inhibicion del desarrollo de T. castaneum frente a aceites esenciales de C. sinensis, C. bergamia

y C. limonum.
Tratamiento  Concentracién % de Mortalidad % de Adultos % de Adultos
(ug/ins) (xE.S) normales (+ E.S.) deformes (+ E.S.)

C. sinensis 6 53,3343,33d 43,33+6,66 a 3,33+3,33 a
4 405,77 ¢ 46,66+3,33 a 13,33+£3,33 b
2 16,66+3,33 b 7010 b 13,33+3,33 b
0 3,33%£3,33 a 96,66+3,33 C 00 a

C. limonum 6 43,3348,81 ¢ 33,33+8,81a 23,33%3,33a
4 23,33+3,33 b 63,3348,81 b 13,33+8,81a
2 16,66+6,66 ab 605,77 b 16,66+8,81a
0 3,33+3,33 a 96,66+3,33 ¢ 0+0a

C. bergamia 6 26,66+3,33 b 60+10 a 13,33+8,81 a
4 200 b 50+11,54 a 30+11,54 a
2 20+5,77 b 60+5,77 a 20+5,77 a
0 3,33+3,33 a 96,66+3,33 b 0+0a

E.S.: Error estandar. Todos los valores seguidos por la misma letra para el mismo aceite esencial no difieren
significativamente (DMS, p > 0.05).

Todos los monoterpenos evaluados produjeron un porcentaje de emergencia de adultos normales
significativamente menor que el control (p < 0.05) y un porcentaje de adultos deformes
significativamente mayor que el control (p < 0.05). A todas las dosis evaluadas, la mayoria de los
monoterpenos generaron porcentajes de mortalidad significativamente mayores que el control (p <
0.05). A la maxima concentracién todos los monoterpenos produjeron altos porcentajes de
mortalidad con valores del 50 % al 65 % (Cuadro 2).

Todos los aceites esenciales y monoterpenos analizados exhibieron una fuerte accion toxica
sobre T. castaneum. El aceite esencial de C. sinensis y todos los monoterpenos revelaron poseer
propiedades similares a los productos reguladores de crecimiento de los insectos. Segun varios
autores la alteracién de la morfogénesis en la fase de pupa y la aparicién de adultos deformes podria
deberse a un efecto directo sobre el sistema hormonal del insecto (Stamopoulos et al., 2007). Otros
autores sugieren que la generacién de adultos deformes luego de la aplicacion de productos
naturales podria deberse a la presencia de anti-hormonas juveniles que inducirian una metamorfosis
precoz originando pupas inviables o adultos con malformaciones (Addor, 1995). Efectos similares
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a los encontrados en este trabajo fueron observados por Stamopoulos et al. (2007) al utilizar
monoterpenos Yy por otros autores al evaluar hidropreno (Arthur y Dowdy, 2003).

Cuadro 2. Toxicidad e Inhibicidn del desarrollo del desarrollo de T. castaneum frente a diferentes monoterpenaos.
Tratamiento ~ Concentracién % de Mortalidad % de Adultos % de Adultos

(ug/ins) (xE.S) normales (+ E.S.) deformes (+ E.S.)
a-pineno 6 505,77 ¢ 10+0 a 40+5,77 b
4 405,77 be 16,66+3,33 a 43,33£8,81 b
2 26,66+3,33 b 40+5,77 b 33,33£8,81 b
0 3,33+3,33a 96,66+3,33 C 0+0 a
B-pineno 6 56,66+3,33 C 6,66+3,33 a 36,66+3,33 ¢
4 5010 c 33,33£3,33b 16,66+3,33 b
2 33,33£3,33Db 40+5,77 b 26,66+6,66 bc
0 3,33+3,33a 96,66+3,33 C 0+0a
canfeno 6 63,33+3,33 d 200 a 16,66+3,33 b
4 50+0c 23,33+£3,33a 20+5,77 bc
2 33,33£3,33Db 36,66+3,33 b 300 ¢c
0 3,33+3,33a 96,66+3,33 C 0+0a
d-limoneno 6 56,66+3,33 C 13,33+3,33 a 26,66+3,33 b
4 3045,77 b 400 b 30+5,77 b
2 23,3316,66 a 50+5,77 b 26,66+3,33 b
0 3,33+3,33a 96,66+3,33 C 0+0a
limoneno 6 63,33+6,66 C 10+0 a 26,66+6,66 b
4 33,33£3,33Db 305,77 b 36,66+8,81 b
2 16,66+3,33 b 56,66+3,33 C 26,66+3,33 b
0 3,33+3,33a 96,66+3,33 d 0+0 a

E.S.: Error estandar. Todos los valores seguidos por la misma letra para el mismo monoterpeno no difieren
significativamente (DMS, p > 0.05).

Al evaluar los aceites esenciales a la dosis de 2 pg/ins se observd que todos los aceites
produjeron un porcentaje menor de adultos normales emergidos con respecto al control (p < 0.05)
y un mayor porcentaje de adultos deformes (p < 0.05) (Fig. 1).
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Figura 1. Toxicidad e Inhibicion del desarrollo ocasionado por los aceites esenciales de C. sinensis, C. bergamia y C.
limonum a la dosis de 2 pg/ins. Todos los valores seguidos por la misma letra para cada grupo no difieren
significativamente (DMS, p > 0.05).
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Los monoterpenos p-pineno y canfeno generaron un porcentaje de mortalidad
significativamente mayor que el limoneno (p < 0.05) con la menor dosis evaluada. El d-limoneno
produjo un mayor porcentaje de adultos normales emergidos que el canfeno, a-pineno y 3-pineno
(p < 0,05) no diferencidndose significativamente del limoneno (p > 0.05). Todos los monoterpenos
evaluados produjeron porcentajes de adultos deformes emergidos significativamente mayores que
el control (p <0.05) (Fig. 2).

100 B
90
80 -
70 -
ab
g 601 2 i
=
§ 50 1 a a l‘
s 11 a il
40 c c 1
o O b
be s b b b
be
30 b o
20 A
10 4
a a
0 T T |
Mortalidad Adultos emergidos Adultos deformes

| DOa-pineno OB-pineno Ocanfeno Olimoneno Od-limoneno DControli

Figura 2. Toxicidad e Inhibicién del desarrollo de Tribolium castaneum frente a los
monoterpenos a la dosis de 2 pg/ins. Todos los valores seguidos por la misma letra para cada
grupo no difieren significativamente (DMS, p > 0.05).

Al evaluar los efectos de los aceites esenciales sobre la reproduccion de T. castaneum se
observaron diferencias significativas con respecto al control (p < 0,05). El aceite esencial de C.
sinensis fue el que produjo un mayor efecto negativo sobre la reproduccion de T. castaneum
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de los aceites esenciales de C. sinensis, C.
bergamia y C. limonum sobre la reproduccion de T. castaneum.

Tratamiento Numero total de adultos emergidos (F1)
C. sinensis 307,25+ 24,74 a

C. limonum 448+1534 b

C. bergamia 499+17.67 b

Control 573+£29,31 ¢

Todos los wvalores seguidos por la misma letra no difieren
significativamente (DMS, p > 0.05).

Al evaluar los efectos de los monoterpenos sobre la reproduccion de T. castaneum se observaron
diferencias significativas con respecto al control (p < 0.05). Los monoterpenos limoneno y d-
limoneno fueron los que mas redujeron la reproduccion en adultos de T. castaneum, seguidos por
el B-pineno, y por ultimo el a-pineno y el canfeno (Cuadro 4).

Se ha demostrado que ciertos monoterpenos asi como aceites esenciales de diversas plantas
reducen de manera significativa la fecundidad de T. castaneum (Papachristos y Stamopoulos, 2002;
Jbilou et al., 2006). La reduccion en la reproduccion podria deberse a la retencion de los huevos en
los oviductos laterales del sistema reproductor de la hembra (Papachristos y Stamopoulos, 2002),
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ala inhibicion de diferentes procesos de biosintesis del metabolismo del insecto (Don Pedro, 1989),
a lesiones sobre los ovarios o a la reduccion del nimero de ovocitos en las ovariolas como ocurre
al utilizar insecticidas analogos a la hormona juvenil (Kellouche y Soltani, 2006). Ademas, es
probable, que los aceites esenciales y monoterpenos utilizados en este trabajo originen diferentes
alteraciones fisioldgicas sobre cada uno de los sexos de T. castaneum. En el macho, su potencial
reproductor estaria afectado por alteraciones en los procesos de espermatogénesis y en la hembra
podrian existir alteraciones en la vitelogénesis o en alguna otra fase de la oogénesis (Lyra et al.,
1998).

Cuadro 4. Efecto de los diferentes monoterpenos sobre la reproduccion de T. castaneum.
Tratamiento | Namero total de adultos emergidos (F1)

a-pineno 237,25+ 116¢C
B-pineno 182,25+ 2,65b
canfeno 24325+ 16,75 ¢
limoneno 98,75+ 2,17 a
d-limoneno 83,75+ 6,57 a
Control 573+29,31d

Todos los valores seguidos por la misma letra no difieren
significativamente (DMS, p > 0.05).

CONCLUSION

Los aceites esenciales de C. sinensis, C. limonum y C. bergamia y de los monoterpenos o-
pineno, B-pineno, canfeno, limoneno y d-limoneno podrian ser efectivos en el control de T.
castaneum dentro de un Manejo Integrado de Plagas.
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