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Toxicidad de terpenoides de Cyrtocymura cincta (Asteraceae)
sobre el ciclo de vida de Spodoptera latifascia (Lepidoptera:

Noctuidae)

S. B. PoricH, D. ALVAREZ VALDES, A. BARDON

INTRODUCCION

En la presente contribucién se describen los efectos producidos por los sesquiterpe-
noides de Cyrtocymura cincta (Griseb.) H. Robinson (Asteraceae) sobre la duracién del
ciclo de vida, oviposicién y viabilidad de los huevos de Spodoptera latifascia (Lepidop-
tera: Noctuidae). Adicionalmente, se presentan los resultados de la evaluacién de dos
indices fisiolégicos: RGR y CI. El primero es la tasa de crecimiento relativo mientras
que el segundo indica el consumo de alimento ingerido durante el estado larval. Estos
indices han sido ocasionalmente utilizados para determinar el rol de los productos natu-
rales en la resistencia de plantas a la herbivoria. Se incorporaron tres concentraciones
(150, 300 y 600 ppm) de la fraccién sesquiterpénica del extracto cloroférmico de la plan-
ta, a la dieta artificial del insecto. A 600 ppm se observé una mortalidad total en larvas
y pupas. A 300 y 150 ppm se observé un alargamiento de los estados larval y pupal con
relacién al control. A 300 ppm la oviposicién disminuy6 un 40% y la viabilidad de los
huevos de este experimento fue nula. Los indices fisiol6gicos indicaron que una dieta
tratada con 600 ppm afecta significativamente el crecimiento durante el perfodo larval
comprendido entre los dias 7 al 21 del experimento, sin embargo la ingesta no acusa
diferencias.
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de la familia Asteraceae (EMERENCIANO et
al., 1985). En estudios de zoofarmacognosia

Cyrtocymura cincta (Tribu Vernonieae,
Familia Asteraceae) es una hierba de flores
rosadas ampliamente distribuida por las
regiones tropicales y subtropicales de Amé-
rica del Sur. El extracto cloroférmico extrai-
do de las partes aéreas de esta especie con-
tiene mayoritariamente lactonas sesquiterpé-
nicas (LS) con esqueleto germacrandlido
(BORKOSKY et al., 1996). Las LS son sustan-
cias biolégicamente activas (FELLOWS et al.,
1992) frecuentemente aisladas de especies

se ha comprobado que estas sustancias ejer-
cen efectos cardiotdnicos y neurotéxicos
sobre chimpancés (JiISAKA et al., 1992;
ROBLES et al., 1995), como asi también efec-
tos antinflamatorios en tejidos peritoneales €
intestinales de roedores (SILVAN et al.,
1998).

Varios elemanélidos y eudesmandlidos
(LS) han mostrado citotoxicidad sobre las
lineas celulares cancerigenas humanas HCT-
15, HT-29, SiHa y T47-D (KouL et al., 2003)
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y SMMC-7721 y HO-8910 (YANG et al.,
2003). También manifiestan efectos antipa-
rasitarios sobre Plasmodium falciparum,
protozoo causante de la malaria (MUHAM-
MAD et al., 2001) y larvicida sobre Culex
pipiens (ALY & BADRAN, 1995).

Las LS obtenidas de varias especies de la
tribu Vernonieae mostraron ser disuasorios
alimentarios de larvas de lepidépteros de
importancia agronémica, (BURNETT et al.,
1974, MABRY & GILL, 1977, YAsUI et al.,
1998, KouL, et al., 2000, CESPEDES et al.
2001, BRUNO et al., 2002). Muchas de ellas
inhibieron el crecimiento larval de varias
especies de lepidéteros provocando intoxica-
ciéon y muerte (RODRIGUEZ et al., 1976,
MULLIN et al., 1991, CESPEDES et al., 2001,
DATTA & SAXENA, 2001, SUDARARAIAM &
KuMuTHAKALAVALLL, 2001, KouL et al.,
2003). Particularmente las lactonas sesqui-
terpénicas de C. cincta ocasionaron defor-
maciones en abdomen, patas y alas de la
polilla de los granos almacenados Sitotroga
cerealella (Olivier) (Lepidoptera: Gelechii-
dae) e inhibieron el crecimiento en el disco
germinal de huevos de la misma especie
(BARDON et al., 1999).

Debido a que las LS son ripidamente
degradadas en el medio ambiente y por lo
expuesto, promisorias en su uso como contro-
ladores de insectos, hemos realizado una serie
de experimentos para investigar la influencia
de las LS de C. cincta incorporadas a la dieta,
sobre la’ duracién de los estados larval y
pupal, oviposicién y viabilidad de los huevos
de Spodoptera latifascia Walker (Noctuidae:
Anphipirinae). Adicionalmente se evalué la
mortalidad en dependencia con la concentra-
cién de LS agregadas a la dieta, como asi tam-
bién su accién sobre la nutricion del insecto,
estudiando dos indices fisiolégicos RGR (cre-
cimiento relativo del insecto en el estado lar-
val) y CI (consumo de alimento) (SHEA &
ROMEO, 1991, PARRA, 1994) .

S. latifascia, es una especie generalista,
plaga ocasional de algunos cultivos en
Argentina, tales como algodén, soja, tomate
y tabaco y puede ser ficilmente criada en
laboratorio con dieta artificial.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL. Las partes aére-
as de C. cincta se recolectaron en el Depar-
tamento Yerba Buena, provincia de Tucu-
mén, Argentina. Las flores y hojas, secadas
al aire, fueron extraidas con cloroformo y el
residuo posteriormente cromatografiado en
columna de silica-gel. De la fraccién croma-
tografica que contenia las lactonas sesquiter-
pénicas se evapord el solvente y el residuo
fue agregado en diferentes concentraciones a
la dieta artificial de S. latifascia.

INSECTOS. Para este estudio se seleccio-
naron larvas de segundo estadio de S. latifas-
cia que provenian de poblaciones manteni-
das en cria a través de varias generaciones y
sin exposicién a ningiin producto quimico.

BIOENSAYOS CON LARVAS. Fue
escogida como control una porcién de 300 g
de dieta a la que se adicion6 cloroformo que
luego fue evaporado a sequedad. A otras tres
porciones del mismo peso, se les adicionaron
respectivamente soluciones cloroférmicas de
la fraccién lacténica a concentraciones de
150, 300 y 600 ppm (peso de extracto/ peso
de dieta), y el solvente fue luego totalmente
evaporado. Porciones de dieta de peso cono-
cido se colocaron en diez tubos de ensayo
con una larva de 2° estadio en cada uno. Este
procedimiento se sigui6 para el experimento
control y para cada concentracién de trata-
miento. A fin de determinar los indices fisio-
16gicos (RGR y CI), cada larva sobrevivien-
te fue pesada al inicio y al final de la expe-
riencia como asi también la dieta y las meco-
nias producidas. Se determind la duracién de
los estados larval y pupal y los porcentajes
de mortalidad con respecto al control.

Toda la prueba se realizé en condiciones
controladas de humedad, temperatura y foto-
periodo (26 = 1°C, 60 + 5% HR y 10 HL).

INDICES FISIOLOGICOS. Se conside-
raron los indices RGR y CI
RGR = (A -B) /BT
CI=D/BT
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Donde:

B = Peso (mg) medio de las larvas al
comienzo del experimento.

A = Peso (mg) medio de las larvas al final.
T =Tiempo que dura el experimento.

D = Peso (mg) promedio de dieta ingerida
por insecto en todo el periodo evaluado.
RGR: Indica el crecimiento diario (pro-
medio) en peso ganado por los insectos
durante el tiempo en que durd el experi-
mento, en relacién al peso inicial.

CI: Se define como la relacién entre el
peso promedio de dieta ingerida por dia
en relacién al peso inicial de insectos.

BIOENSAYO DE CAPACIDAD DE
OVIPOSICION Y VIABILIDAD. Se selec-
cionaron tres parejas de adultos del testigo y
tres de las pruebas de 150 y 300 ppm para
evaluar la oviposicién y viabilidad de hue-
vos. Las parejas se introdujeron en bolsas de
papel de 50x35x10 c¢cm con alimento para
adultos. Diariamente las masas de huevos
fueron retiradas de las bolsas, lavadas con
una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5 %
y determinado el nimero de huevos. Los
huevos, separados por prueba, fueron colo-
cados en recipientes a temperatura y hume-
dad controladas (idénticas a las descritas
para larvas) a fin de evaluar la viabilidad de
los mismos. Las larvas emergidas fueron
contadas y luego eliminadas.

DIETAS. Se emplearon las dietas para
larvas y adultos descritas por KAS-TEN er al.,
1978, con algunas modificaciones, segin se
describe en Cuadros 1 y 2.

ANALISIS ESTADISTICO. Los resulta-
dos se expresan como media * Desvio
Estdndar. Las diferencias en las medias fue-
ron evaluadas por Andlisis de la Varianza
(ANOVA). Para comparacion de grupos se
utilizaron los tests de Tukey y de Minimas
Diferencias. En todos los andlisis estadisti-
cos los valores de p>0,05 fueron considera-
dos no significativos. Se utilizé el programa
2000 Analytical Software Statistix 7 para
Windows.

Cuadro 1. Dieta para larvas

Componentes Cantidad (g)
Porotos blancos hervidos y licuados 250,00
Extracto de levadura de cerveza 3,00
Germen de trigo 12,50
Agar agar 12,50
Agua destilada 500,00
Acido ascérbico 1,50
p-hidroxibenzoato de metilo 1,50
Formaldehido (38 %) 4,00

Cuadro 2. Dieta para adultos

Componentes Cantidad (g)
Agua destilada 500,00
Sacarosa 6,00
p-hidroxibenzoato de metilo 1,00

RESULTADOS

La fraccion lacténica agregada a la dieta
contenia los germacrandlidos 1a, 1b, 2ay 2b
(Fig. 1) en proporcion relativa 1:6:4:5. Los
resultados de los bioensayos se presentan en
las Cuadros 3, 4 y 5.

La evaluacién de la mortalidad durante el
ciclo de vida mostré que la totalidad de las
larvas alimentadas con dieta adicionada con
600 ppm de tratamiento murieron intoxica-
das a partir del 4° estadio larval. Sin embar-
go, en los experimentos de 150 y 300 ppm,
no se observaron diferencias significativas
en la mortalidad con respecto al control.

OAc
R
\
Ac
1a R=COCH, 2a R =COCHs
1b R = COCH,CH, 2b R=COCH;CHs

Figura 1. Lactonas sesquiterpénicas de C. cincta
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Cuadro 3. Efecto de tres concentraciones de tratamiento sobre la duracién de los ciclos larval y pupal de S.

latifascia
Tratamiento Duracion ,est(é(ﬁ) larval Duracion d’el egtgdo pupal
(dias)“ (dias)®
Control 23,55+2,60a 8,22+1,20a
150 ppm 27,11+3,51b 8,87+1,55a
300 ppm 28,56+2,35b 11,42+2,37b
600 ppm No completa el estado larval No hay poblacién

€ Los resultados se informan como Medias + DE.

Las Medias dentro de una columna seguidas por la misma letra representan diferencias no significativas (p>0,05).

Cuadro 4. Efecto de tres concentraciones de
tratamiento sobre la duracién de los ciclos larval y
pupal de S. latifascia

Concentraciones Oviposicion©d
Control 105,70+80,04a
150 ppm 104,33+53,20a
300 ppm 59,83+52,32b

¢ Los resultados se informan como Medias + DE.

d Las Medias dentro de una columna seguidas por la
misma letra representan diferencias no significativas
(p>0,05).

La duracién total de los estados de larva y
pupa para los grupos prueba sobrevivientes
(150 y 300 ppm), mostré un incremento sig-
nificativo respecto del control. Como se des-
cribe en el cuadro 3, las medias de duracién
del periodo larval para el control y los expe-
rimentos de 150 y 300 ppm son 23,55 +
2,60; 27,11 + 3,51 y 28,56 + 2,35 dias, res-
pectivamente, representando incrementos de
19,36 y 21,27 % para las concentraciones de
150 y 300, respectivamente con respecto al
control. En el experimento de 300 ppm la
duracién del periodo pupal (media 11,42 +

2,37 dias) se increment6 un 28,02 % con res-
pecto al control (media 8,22 + 1,20 dias).

Por otra parte, la capacidad de oviposi-
cién se vio significativamente disminuida
(44% respecto del control) para hembras tra-
tadas con 300 ppm. Ninguno de los huevos
ovipuestos por ellas fue viable (Cuadro 4).

En un ensayo de eleccién alimentaria (choi-
ce test) no se notaron diferencias en la selec-
cién de dietas tratadas y de control a ninguna
de las dosis evaluadas por lo que los resultados
no se incluyen en el presente trabajo.

En el Cuadro 5 se presentan los valores de
los indices fisiolégicos RGR y CI. A 600
ppm se observaron diferencias significativas
en el crecimiento de las larvas, pues ocurre
una caida del 31,5% en los valores de RGR.
Por otra parte, aunque el promedio de peso
de ingesta disminuy tal como lo muestra el
CI, no se observaron diferencias significati-
vas en ningun caso.

DISCUSION

MaBRY & GILL, en 1977, informaron un
incremento de 30% y 20% en el nimero de

Cuadro 5. Indices fisiolégicos

Tratamiento RGR &4 cred

Control 2.92+1,27a 172,475+92,94a
150 ppm 3,09+1,65a 144,85+93,94a
300 ppm 3,21+1,65a 140,95+99,25a
600 ppm 0,97+0,78b 105,85+26,09a

¢ Los resultados se informan como Medias + DE.

Las Medias dentro de una columna seguidas por la misma letra representan diferencias no significativas (p>0,05).
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dias de los estados larval y pupal, respectiva-
mente, tanto para S. eridania como para S.
frugiperda, cuando a la dieta artificial se
agreg6 un 5% de una mezcla de LS. En nues-
tros bioensayos se observaron efectos simi-
lares a concentraciones muy inferiores. Por
otra parte, ninguna de las LS evaluadas en el
presente trabajo mostré ser disuasoria ali-
mentaria, en oposicién a los resultados de
BURNETT et al., 1974, SIMMONDS et al., 1989,
YAsul et al., 1998, KouL et al., 2000 y Cgs-
PEDES et al., 2001.

En investigaciones de laboratorio relacio-
nadas con la evaluacién de téxicos contra
insectos, se emplean los indices fisiolégicos
mencionados en apartados anteriores. Nues-
tros resultados (Cuadro 5) muestran que los
valores de CI no se modifican significativa-
mente con nuestro tratamiento, pues las lar-
vas comen las dietas control y tratadas
durante el periodo del experimento. Sin
embargo, el tratamiento de 600 ppm provoca
una disminucién significativa en el peso de
las larvas, indicado por un valor de RGR de
0,97 = 0,78, lo que indicaria que a 600 ppm
el tratamiento produce una intoxicacién.
Finalmente, también a 600 ppm, nuestro tra-
tamiento produjo el 100% de mortalidad lar-
val. Es importante destacar que esta concen-
tracién es menor que la empleada por RODRI-
GUEZ et al., 1976, MULLIN et al., 1991, CEs-
PEDES et al., 2001, DATTA & SAXENA, 2001,
SUDARARAIAM & KUMUTHAKALAVALLI, 2001
y KouL et al., 2003, para conseguir los mis-
mos efectos.

Aparentemente, la incorporacién de 150 y
300 ppm de tratamiento no produce efectos
observables en el tiempo evaluado, por tra-
tarse de un lepidéptero generalista en el que
la capacidad de detoxificacién es mayor que
en un insecto especialista.

Adicionalmente, tal como se observara en
ensayos previos (BARDON et al., 1999) sobre
S. cerealella, nuestros presentes resultados
muestran una alteracién en la capacidad de
oviposicién de la filial 1 de S. latifascia y 1a
total inviabilidad de los huevos.

Los resultados aqui mencionados son
consistentes con la extensa bibliografia
sobre los efectos de terpenoides sobre dife-
rentes sistemas vivos. Particularmente la
actividad biolégica de las LS es atribuida a la
presencia en la molécula de un agrupamien-
to exo-metilén-g-lactona unida a otros gru-
pos funcionales oxigenados (RODRIGUEZ et
al., 1976) los cuales pueden reaccionan con
grupos sulfhidrilos de proteinas. Es de desta-
car que aunque las lactonas descriptas en el
presente trabajo carecen del mencionado
agrupamiento estructural, se producen efec-
tos similares a los descriptos por Rodriguez
et al., 1976.
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ABSTRACT

PopICH S. B., D. ALVAREZ VALDES, A. BARDON. 2005. Toxicity of terpenoids from Cyr-
tocymura cincta (Asteraceae) on the life cycle of Spodoptera latifascia (Lepidoptera:
Noctuidae). Bol. San. Veg. Plagas, 31: 179-185.

In the present work we described the effects produced by sesquiterpenoids isolated
from Cyrtocymura cincta (Griseb.) H. Robinson (Asteraceae), on the life cycle, oviposi-
tion, and egg viability of Spodoptera latifascia (Lepidoptera: Noctuidae). In addition, we
evaluated two physiological indices: RGR and CI. The first is the relative growth rate of
larvae, while the latter indicates the ingestion capacity during the larval stage. These indi-
ces have been occasionally used to determine the role of plant natural products in the
resistance to herbivory. Three concentrations (150, 300 and 600 ppm) of the sesquiterpe-
ne containing fraction from the chloroform plant extract were incorporated into the arti-
ficial diet of S._latifascia larvae. Larval mortality arose to 100% when 600 ppm of the
extract was added to the diet. Larval and pupal developmental period were significantly
longer for the 150 and 300 ppm bioassays, compared with control. A drastic effect was
observed in the oviposition capacity and viability of eggs laid by females who fed on tre-
ated diets as larvae. None of the eggs laid by females exposed to the 300 ppm concen-
tration produced viable offspring. The 600 ppm treatment produced significant differen-
ces in the RGR index, while the eating capacity (CI) was not significantly affected at the

tested doses.

Key words: Lepidoptera, Asteraceae, sesquiterpenoids, toxicity, oviposition, RGR, CL.
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