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Se investigó en laboratorio el efecto de cuatro aceites esenciales (Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake;
Citrus sinensis (L.) Osbeck; Piper aduncum subsp. ossanum (C. DC.) Saralegui y Piper auritum Kunth) y 11 componentes
seleccionados sobre los juveniles infectivos (JI) Heterorhabditis amazonensis Andaló et al. cepa HC1. Se determinó la
susceptibilidad de esta cepa a siete disolventes orgánicos y tensoactivos por inmersión. Los efectos tóxicos letales de los
aceites y componentes sobre los JI se evaluaron por exposición directa en placas de 24 pocillos (24 h). El bioensayo de
infectividad Uno-Uno se utilizó para evaluar el efecto tóxico subletal de los aceites esenciales sobre los JI. Los datos de los
ensayos del efecto tóxico letal de disolventes orgánicos /tensoactivos y de componentes de aceites esenciales se sometieron a
ANOVA y las medias se compararon (Duncan; 0, 05 %); mientras que, los del ensayo del efecto tóxico subletal, se analizaron
mediante comparación múltiple de proporciones (Método de Wald, nivel de confianza de 0,05). El Tritón X-100 al 0,5 %
evidenció baja toxicidad sobre los JI y se puede utilizar en ensayos de compatibilidad de productos químicos con esta cepa.
Los aceites esenciales de M. quinquenervia y C. sinensis no provocaron un efecto tóxico letal significativo sobre los JI de
H. amazonensis cepa HC1; los aceites de P. aduncum subsp. ossanum y P. auritum produjeron moderada mortalidad. Estos
cuatro aceites esenciales no causaron efectos subletales sobre la infectividad de los JI de H. amazonensis cepa HC1. Los
componentes de aceites esenciales canfeno, p-cimeno y piperitona no afectaron a los JI de H. amazonensis cepa HC1; 1,8-
cineol, limoneno, alcanfor y metil chavicol mostraron toxicidad moderada y carvacrol, eugenol, linalol y timol fueron
altamente tóxicos a los JI. De acuerdo con los parámetros evaluados, los aceites esenciales de M. quinquenervia y C. sinensis
y los componentes canfeno, p-cimeno y piperitona son compatibles con H. amazonensis cepa HC1.

aceites esenciales, control biológico, nematodos entomopatógenos.

The effect of four essential oils and eleven selected components on the infective juveniles (IJ) of the
entomopathogenic nematode Heterorhabditis amazonensis Andaló et al. strain HC1 was studied under laboratory conditions.
Susceptibility of this strain to seven organic solvents and surfactants was determined. The lethal and sublethal toxic effects on
IJ exposed directly to the essential oils and components were evaluated in 24 well plates for 24 h. Data of lethal toxic effects
were subjected to ANOVA and the means compared by Duncan´s multirange test at 0,05 %, whereas data of sublethal toxic
effects were analyzed by the multiple comparison of proportions (Wald´s Method, confidence level of 0,05). Toxicity of
Triton X-100 at 0,5 % on H. amazonensis strain HC1 was low and could be used in bioassays of chemical product
compatibility with this nematode strain. The essential oils of Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake and Citrus sinensis
(L.) Osbeck caused no significant lethal toxic effect on IJ of H. amazonensis (strain HC1), while those of Piper aduncum
subsp. ossanum (C. DC.) Saralegui and Piper auritum Kunth produced moderate mortality. No sublethal effects were caused
by these four oils on the infectivity of IJ of H. amazonensis strain HC1. The essential oil components camphene, p-cymene
and piperitone did not affect IJ of H. amazonensis strain HC1; 1,8-cineole, limonene, camphor, and methyl chavicol showed
moderate toxicity, and carvacrol, eugenol, linalool, and thymol were highly toxic. According to the parameters evaluated, the
essential oils from M. quinquenervia and C. sinensis and the components camphene, p-cymene, and piperitone were
compatible with H. amazonensis strain HC1.

essential oils, biological control, entomopathogenic nematode.
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INTRODUCCIÓN

Los aceites esenciales son mezclas de componentes
volátiles, producto del metabolismo secundario de las
plantas constituidos, generalmente, por monoterpenos,
sesquiterpenos, sus derivados oxigenados (tales como
aldehídos, cetonas alcoholes) y fenilpropanoides (1).
Estas sustancias se destacan como productos con un
rápido desarrollo y múltiples posibilidades de aplica-
ción en la agricultura, por su toxicidad frente a un
amplio espectro de microorganismos, insectos y áca-
ros plagas (2). Además, estas mezclas multicompo-
nentes pueden combinar diferentes modos de acción y
ser valiosas en la protección de cultivos, al mitigar el
desarrollo de resistencia (3).

El uso de plaguicidas basados en los aceites esen-
ciales y sus componentes resulta especialmente ven-
tajoso pues pueden conjugar buena eficacia, amplio
espectro de acción, toxicidad mínima en mamíferos,
elevada disponibilidad general y los métodos de ob-
tención son relativamente simples (2, 3, 4). Estos com-
puestos naturales no contaminan el medio ambiente y
por ser sustancias volátiles, cuya aplicación provoca
bajos niveles de residuos, se permite el reingreso rápi-
do de los agricultores al campo y su aplicación en los
productos de las cosechas (4).

Los aceites esenciales (uno o la mezcla de varios),
sus componentes y combinaciones de estos últimos,
obtenidos sintéticamente, constituyen ingredientes ac-
tivos de insecticidas comerciales (3). Su uso es autori-
zado en agricultura y apicultura orgánicas; en países
como Canadá y Estados Unidos, los productos basa-
dos en aceites esenciales o algunos de sus componen-
tes (alcanfor, timol) están exentos de registro (4). En
Cuba, diferentes aceites esenciales evidenciaron una
actividad biológica promisoria sobre diversas plagas
agrícolas; resultados que constituyen la base para su
desarrollo como productos fitosanitarios y su inserción
en los programas de manejo de diferentes cultivos
claves para la seguridad alimentaria y nutricional en el
país (5, 6, 7).

Los nematodos entomopatógenos (NEP) de los gé-
neros Heterorhabditis y Steinernema desarrollaron una
relación simbiótica-mutualista con bacterias entomo-
patógenas de los géneros Photorhabdus y Xenorhab-
dus, respectivamente (8). La aplicación de estos nema-
todos como agentes de control biológico progresó rá-
pidamente por su eficacia, amplio espectro de acción,
factibilidad de su reproducción masiva y la seguridad
para mamíferos y el medio ambiente (9, 10, 11). La
especie Heterorhabditis amazonensis Andaló et al. se
describió en Brasil y en Cuba, la cepa HC1 se produce
masivamente en más de dos decenas de laboratorios y
se utiliza para el manejo de diversas plagas en cultivos
como col de repollo (Brassica oleracea capitata B.),
tabaco (Nicotiana tabacum L.) y boniato (Ipomoea
batatas Lam.) y, en menor medida, en cafeto (Coffea

spp.), cítricos (Citrus spp.) y maíz (Zea mays L.),
entre otros (12,13).

Los fertilizantes y plaguicidas químicos pueden te-
ner efectos positivos, neutros o negativos sobre los
nematodos entomopatógenos (14). La toxicidad puede
variar en dependencia de los compuestos, la concen-
tración, la especie y estado de los nematodos (15, 16,
17, 18), lo que hace que la extrapolación de resultados
sea poco confiable; por lo tanto, cada producto candi-
dato para un sistema de manejo integrado de plagas
(MIP) debe ser evaluado individualmente. Algunos
plaguicidas químicos (metomilo, paratión) son tóxicos
a estos agentes de control biológico, otros (clorpirifos,
endosulfan) son compatibles y algunos (teflutrin, imi-
dacloprid) actúan sinérgicamente en el MIP (15).

La utilización, cada vez mayor, de aceites esencia-
les en el manejo de plagas hace muy probable que se
combinen con los NEP ya disponibles con este propó-
sito en diferentes cultivos, incluso en algunos casos
será ventajoso para el agricultor la mezcla y aplicación
simultánea de estos agentes bioactivos. Sin embargo,
la información disponible sobre acción de los aceites
esenciales y sus componentes sobre estos agentes de
control biológico es escasa (14).

El uso conjunto de NEP y otros productos como
aceites esenciales y sus componentes debe estar pre-
cedido de estudios de compatibilidad (18,19). Estos
estudios comprenden la determinación de la toxicidad
letal de los productos sobre cada especie y cepa en
particular, así como la evaluación de efectos subleta-
les relacionados con la infectividad y movilidad de
los juveniles infectivos(18, 19). Por ello, el objetivo
de este estudio fue determinar el efecto de aceites
esenciales procedentes de cuatro especies de plantas
que crecen en Cuba (una cultivada y tres silvestres)
y de algunos componentes de aceites bioactivos sobre
H. amazonensis cepa HC1 en condiciones de laborato-
rio.

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolecta del material vegetal y obtención de los
aceites esenciales

Se estudiaron cuatro aceites esenciales obtenidos
a partir de Citrus sinensis (L.) Osbeck (naranjo dul-
ce, Rutaceae), Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T.
Blake (Melaleuca, Myrtaceae), Piper aduncum subsp.
ossanum (C. DC.) Saralegui (Platanillo de Cuba,
Piperaceae) y Piper auritum Kunth (Caisimón de
anís, Piperaceae). Las especies se identificaron por
comparación con las descripciones botánicas en la lite-
ratura y las colecciones del Herbario Johannes Bisse,
del Jardín Botánico Nacional de Cuba.

El material vegetal de las cuatro especies vegeta-
les se recolectó en localizaciones geográficas de la
región occidental de Cuba, de tres de ellas se proce-
saron sus hojas y de una los frutos. Las hojas de
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M. quinquenervia provinieron de la Ciénaga de Za-
pata, Provincia Matanzas y las de las dos especies
del género Piper del Parque “Escaleras de Jaruco”,
Provincia Mayabeque; mientras que, los frutos de
C. sinensis se cosecharon en Jagüey Grande, Provincia
Matanzas.

Para la obtención de los aceites esenciales de
M. quinquenervia, P. aduncum subsp. ossanum y
P. auritum se seleccionaron las hojas no dañadas. El
material vegetal se procesó fresco, excepto el de mela-
leuca que se secó a temperatura ambiente en la sombra
durante ocho días.

Los aceites esenciales de estas tres especies se ex-
trajeron por hidrodestilación con equipo Clevenger
durante tres horas, según lo establecido en la norma
ISO 65-71:84 (20). Cada aceite se secó sobre sulfato
de sodio y se almacenó a 4°C. El aceite de C. sinensis
se obtuvo por expresión en el Combinado Citrícola
Victoria de Girón, Jagüey Grande, Provincia Matan-
zas, Cuba, luego del procesamiento industrial de los
frutos para la obtención de jugos.

Los experimentos se desarrollaron en el Laborato-
rio de Nematología Agrícola del Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria (CENSA). Los nematodos
entomopatógenos empleados pertenecen a la cepa
HC1 de H. amazonensis (GenBank: BankIt1899363
Hamaz_HC1 KU870321), seleccionada por Sánchez
(21) por su patogenicidad sobre diversas plagas .

Los juveniles infectivos (JI) se obtuvieron en ese
laboratorio mediante reproducción masiva in vivo, uti-
lizando como biorreactor larvas del último instar de
Galleria mellonella (Fabricius), siguiendo el procedi-
miento establecido por Sánchez et al. (22) y los sustra-
tos sugeridos por Enrique et al. (23). Las colectas de
nematodos se efectuaron a los 12 días. Estos se preser-
varon a una temperatura de 23±1°C en solución acuo-
sa y posteriormente se utilizaron en los experimentos
in vitro.

Determinación de efecto tóxico letal de disolventes
orgánicos y tensoactivos sobre H. amazonensis cepa
HC1

En este bioensayo se utilizaron placas plásticas de
24 pocillos; en cada uno de ellos se añadieron conse-
cutivamente 100 µl de agua destilada conteniendo los
JI (al menos 20), 200 µl de agua destilada y 300 µl
de solución del tratamiento correspondiente (19). Las
placas se colocaron a temperatura ambiente y transcu-
rridas 24 horas se contabilizó el número de nematodos
vivos y muertos en cada pocillo (19, 24). Los nemato-
dos se consideraron muertos si su cuerpo estaba recto
y no se movían aún después del estímulo mecánico
(16, 19).

Soluciones de cuatro disolventes orgánicos y tres
tensoactivos, utilizados comúnmente para disolver los
aceites esenciales y sus componentes, se prepararon
a dos concentraciones, por dilución seriada, con agua
destilada (Tabla 1) (9, 25). En el control se adicionó
agua destilada.

Se utilizó un diseño completamente al azar y ocho
réplicas por tratamiento. Los datos de mortalidad se
transformaron en arcoseno(√p) y se realizó análisis de
varianza simple, las medias se contrastaron por medio
de la prueba de rangos múltiples de Duncan con nivel
de significación de 0,05.

Determinación de efecto tóxico letal de los aceites
esenciales sobre H. amazonensis cepa HC1

Para la evaluación del efecto tóxico letal se siguió
el procedimiento descrito anteriormente. Los aceites
esenciales de platanillo de Cuba, caisimón de anís,
melaleuca y naranjo dulce, se mezclaron con la solu-
ción acuosa de la sustancia disolvente seleccionada y
se evaluaron a una concentración final, en el pocillo,
de 0,5 %.

 
Tabla 1. Disolventes orgánicos y tensoactivos utilizados para solubilizar los aceites esenciales y sus

componentes /Organic solvents and surfactants used to dissolve the essential oils and their components

Tratamiento Concentración final/pocillo (%) Proveedor
H2O

Acetona 2
LPV 13-03-2013 (99,5 %)

Acetona 1
Etanol 2

Merck (absoluto para análisis)
Etanol 1

Metanol 2
Burdick Jackson (HPLC)

Metanol 1
DMSO 2

Merck
DMSO 1

Tween 80 0,5
Riedel de Haën

Tween 80 0,25
Tween 20 0,5

Riedel de Haën
Tween 20 0,25

Triton X-100 0,5
Scharlau (98 %)

Triton X-100 0,25
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Se utilizó un control con agua destilada y otro con
la sustancia disolvente seleccionada a la concentración
que no afectó significativamente a los JI de H. amazo-
nensis cepa HC1. Se utilizó un diseño completamente
al azar y se realizaron 12 réplicas por tratamiento. Los
datos de mortalidad se transformaron en arcoseno (√p)
y se realizó análisis de varianza simple, las medias se
contrastaron por medio de la prueba de rangos múlti-
ples de Duncan con nivel de significación de 0,05.

Determinación de efecto tóxico subletal de los
aceites esenciales sobre H. amazonensis cepa HC1

El bioensayo de infectividad Uno-Uno se utilizó
para evaluar el efecto tóxico subletal de los aceites
esenciales sobre H. amazonensis cepa HC1. Este ensa-
yo se basa en la capacidad de un juvenil infectivo de
nematodo entomopatógeno de infectar y provocar la
muerte a una larva del insecto diana y es recomendado
como bioensayo para el control de calidad de lotes de
estos agentes de control biológico (26).

Larvas del último instar de G. mellonella de 0,2 g
de peso se utilizaron como insecto diana. Los nema-
todos utilizados en este bioensayo fueron los JI sobre-
vivientes del ensayo de evaluación del efecto tóxico
letal de los aceites esenciales.

Se colocó una larva de G. mellonella sobre un dis-
co de papel de filtro (Whatman 1), humedecido con
agua destilada, ubicado en el fondo de un pocillo; se
utilizaron placas de 24 pocillos. Un nematodo indivi-
dual, proveniente de la suspensión de los diferentes
tratamientos, se transfirió en 100 µl de agua destilada
que se aplicaron sobre cada larva, bajo un microscopio
STEMI DV4®. En cada pocillo se colocó un disco de
malla, para evitar que la larva del insecto se moviera
hacia la superficie superior, la placa se cubrió con su
tapa plástica y se selló con papel Parafilm. Las placas
se mantuvieron a temperatura ambiente.

El número de insectos vivos y muertos se contabi-
lizó a las 48 horas de realizada la aplicación y se
calculó la mortalidad correspondiente. Los insectos se
consideraron muertos si se mantuvieron inmóviles y
adquirieron la coloración rojiza característica (12).

Se utilizó un control con los nematodos tratados
con agua destilada y otro con la sustancia disolvente
seleccionada, a la concentración que no afectó signifi-
cativamente a los JI de H. amazonensis cepa HC1. Se
utilizó un diseño completamente al azar y se realiza-
ron 24 réplicas por tratamiento.

Los resultados se analizaron estadísticamente me-
diante una comparación múltiple de proporciones, por
el método de Wald para un nivel de confianza de 0,05.
Se utilizó el Software estadístico CompaProWin_2.0.1
desarrollado en el CENSA (28).

Determinación de efecto tóxico letal de
componentes de aceites esenciales sobre
H. amazonensis cepa HC1

Se estudió el efecto de 11 componentes de aceites
esenciales. Estos compuestos se seleccionaron por su
presencia en ingredientes activos de productos comer-
ciales basados en aceites esenciales y/o sus componen-
tes (2, 3) y/o por encontrarse en la composición de
aceites esenciales identificados como promisorios pa-
ra el desarrollo de nuevos plaguicidas (5, 6, 7, 27).
(Tabla 2)

Los componentes se mezclaron con la solución
acuosa de la sustancia disolvente seleccionada y se
evaluaron a una concentración final, en el pocillo, de
0,5 %. Se utilizaron dos controles, uno con agua desti-
lada y otro con la sustancia disolvente seleccionada a
la concentración que no afectó significativamente a los
JI de H. amazonensis cepa HC1.

Se utilizó un diseño completamente al azar y se rea-
lizaron 12 réplicas por tratamiento. Los datos de mor-
talidad se transformaron en arcoseno(√p) y se realizó
análisis de varianza simple, las medias se contrastaron
por medio de la prueba de rangos múltiples de Duncan
con nivel de significación de 0,05.

Los nematodos muertos por la exposición a los
tratamientos con componentes de aceites esenciales
que provocaron una mortalidad superior al 50 % se
observaron con Microscopio Leica (60 y 100 X). Para
la observación de los daños se utilizó un sistema de
fotodocumentación y el Software Leica Application
Suite V3.

Tabla 2. Componentes seleccionados de aceites esenciales que se utilizaron en el ensayo con
H. amazonensis cepa HC1 / Selected components of essential oils used in H. amazonensis strain HC1 bioassay

Componentes seleccionados Grupo químico
Canfeno hidrocarburo monoterpénico
p-cimeno hidrocarburo monoterpénico
Piperitona monoterpenoide, cetona
1,8-cineol monoterpenoide, éter
Limoneno hidrocarburo monoterpénico
Alcanfor monoterpenoide, cetona

Metil chavicol monoterpenoide, éter
Carvacrol monoterpenoide, fenol
Eugenol Fenil propanoide
Linalol monoterpenoide, alcohol
Timol monoterpenoide, fenol
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto tóxico letal de disolventes orgánicos y
tensoactivos sobre H. amazonensis cepa HC1

Los JI de H. amazonensis cepa HC1 evidenciaron la
tendencia a una mayor susceptibilidad a los disolven-
tes orgánicos (Tabla 3). Los tratamientos con Etanol
(1 %), Tween 20 (0,25 y 0,5 %) y Tritón X-100 (0,25
y 0,5 %) no provocaron una mortalidad significativa
de los JI. El Tritón X-100 al 0,5 % causó el menor
número de muertes en los nematodos tratados.

La evaluación biológica de sustancias poco solu-
bles en agua, tales como los aceites esenciales y sus
componentes, requiere la modificación de métodos de
ensayos tradicionales desarrollados para sustancias hi-
drofílicas (29). El aumento de la biodisponibilidad, en
el medio de ensayo, de metabolitos secundarios poco
solubles en agua se logra mediante la utilización de
disolventes orgánicos y tensoactivos en bajas concen-
traciones. Sin embargo, la susceptibilidad de los orga-
nismos diana puede variar en dependencia del género,
la especie e incluso la cepa; es por ello que resulta de
gran importancia la adecuación de los ensayos a cada
organismo específico (29).

El Tritón X-100 se utilizó con anterioridad en en-
sayos de determinación del efecto de terpenos, ter-
penoides y aceites esenciales sobre Bursaphelenchus
xylophilus (Steiner et Buhrer) Nickle, sin provocar to-
xicidad sobre este nematodo fitoparásito (13, 24). Los
resultados obtenidos en el presente estudio coinciden
con los emanados de esa investigación precedente y
amplían el espectro de utilización de este tensoactivo
en ensayos biológicos.

El Tritón X-100 al 0,5 % posee baja toxicidad sobre
H. amazonensis cepa HC1 y se puede utilizar en ensa-
yos de compatibilidad de productos químicos con esta
cepa de nematodos entomopatógenos. Este tensoactivo
se seleccionó para la solubilización de las muestras en
los bioensayos de compatibilidad de aceites esenciales
y sus componentes con la cepa de nematodos entomo-
patógenos estudiada.

Efecto tóxico letal de aceites esenciales sobre
H. amazonensis cepa HC1

Los porcentajes de mortalidad de H. amazonensis
provocados por los aceites aplicados fueron, en todos
los casos, inferiores al 15 % (Tabla 4). Los aceites de
M. quinquenervia y C. sinensis no produjeron efecto
tóxico significativo sobre los juveniles; mientras que,
los de P. auritum y P. aduncum subsp. ossanum cau-
saron mortalidades que difirieron estadísticamente de
las obtenidas para el control con Tritón X-100. Este
último aceite fue mejor tolerado por los nematodos,
pues la mortalidad fue menor de 10 % (18).

En la literatura consultada no se encontró in-
formación sobre el efecto de estos aceites sobre
H. amazonensis. La cepa HC1, utilizada en el presen-
te estudio, fue aislada a partir de suelos cubanos y
por tanto su sensibilidad a los diferentes tratamientos
puede estar influenciada por su posible adaptación ge-
nética a diferentes factores bióticos y abióticos presen-
tes en el ecosistema (31). Los resultados indican que
los aceites de M. quinquenervia y C. sinensis pueden
mezclarse con estos nematodos entomopatógenos y
realizar aplicaciones simultáneas, sin que se afecte la
sobrevivencia de los juveniles infectivos.

 
Tabla 3. Efecto tóxico letal de disolventes orgánicos y tensoactivos sobre Heterorhabditis amazonensis

cepa HC1 / Lethal toxic effect of organic solvents and surfactants on Heterorhabditis amazonensis strain HC1

Tratamiento (Concentración final pocillo) Mortalidad JI (Media ± EE, %)1

Control Agua 6,32 ± 2,95 d
Acetona (1 %) 18,10 ± 2,78 bc
Acetona (2 %) 23,74 ± 3,44 abc
Metanol (1 %) 24,16 ± 3,86 abc
Metanol (2 %) 24,23 ± 3,79 abc
Etanol (1 %) 15,65 ± 5,43 cd
Etanol (2 %) 24,59 ± 5,52 abc
DMSO (1 %) 35,91 ± 7,31 ab
DMSO (2 %) 40,83 ± 6,24 a

Tween 20 (0,25 %) 12,09 ± 3,98 cd
Tween 20 (0,50 %) 18,10 ± 5,52 cd
Tween 80 (0,25 %) 26,65 ± 5,50 abc
Tween 80 (0,50 %) 22,18 ± 3,53 abc

Tritón X-100 (0,25 %) 11,16 ± 2,41 cd
Tritón X-100 (0,50 %) 6,70 ± 2,81 d

1Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p>0,05; Prueba de Duncan)
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En condiciones de laboratorio, estudios precedentes
de compatibilidad de nematodos entomopatógenos con
diferentes tipos de agroquímicos comerciales utilizan
tiempos de evaluación entre 3 y 120 horas (12, 14, 25,
26). La determinación de la mortalidad transcurridas
24 horas de exposición permite valorar el efecto que,
sobre el agente de control biológico, tendría la mezcla
directa con las sustancias evaluadas (34); sin embargo,
si esta mezcla se realizara solo en el momento de la
aplicación a los cultivos, el tiempo de contacto en
estas condiciones sería menor. Por ello, sería conve-
niente valorar la realización de nuevos bioensayos con
menores tiempos de exposición para los aceites del
género Piper que no afecten a los nematodos entomo-
patógenos, lo que permitiría emitir recomendaciones a
los productores para su uso seguro.

Efecto tóxico subletal de aceites esenciales sobre
H. amazonensis cepa HC1

Los JI, sobrevivientes del ensayo de evaluación
del efecto tóxico letal de los cuatro aceites esencia-
les, produjeron porcentajes de mortalidad, en larvas
de G. mellonella, superiores al 60 % en el ensayo
uno-uno (Tabla 5.). No se evidenciaron diferencias
significativas de los tratamientos con el control ni
entre ellos, lo que indica que no se afectó la infec-
tividad de los JI por la exposición de éstos, duran-
te 24 horas, a los aceites esenciales de C. sinensis,
M. quinquenervia, P. aduncum subsp. ossanum y
P. auritum.

Los valores de mortalidad de G. mellonela se en-
cuentran dentro del rango esperado en el ensayo, se-
gún resultados obtenidos en evaluaciones de calidad
de agentes de control biológico comerciales basados
en diferentes cepas de nematodos entomopatógenos
(26). Las larvas, al morir, adquirieron la coloración
marrón oscuro o rojizo que provoca esta cepa, de
acuerdo a la escala emitida para la cepa (12) para
evaluar la mortalidad por nematodos entomopatógenos
en G. mellonella; lo que indicó que las larvas, emplea-
das en el ensayo, murieron por el efecto de nematodos
entomopatógenos y no por otras causas.

En la literatura consultada se encontró un estudio
que refiere la aplicación conjunta de aceites esencia-
les y nematodos entomopatógenos sobre Heteracrir
littoralis Rambur. Los ensayos realizados se focaliza-
ron en determinar el efecto insecticida sobre este sal-
tahojas de combinaciones de aceites esenciales con
H. bacteriophora y Heterorhabditis indica Poinar et
al., se observó que el número de JI que emergían
de los cadáveres de los insectos tratados con estas
mezclas fue menor en comparación con los controles
en todas las variantes experimentales (9) aunque no se
aclara la causa de esta reducción asociada a los acei-
tes. Es significativo resaltar que los mayores valores
se obtuvieron para el aceite de Eucalyptus globulus
Labill, especie perteneciente a la familia de las Mirtá-
ceas al igual que M. quinquenervia, que en el presente
estudio también provocó una toxicidad baja sobre los
JI.

Tabla 4. Efecto tóxico letal de aceites esenciales de Citrus sinensis, Melaleuca quinquenervia, Piper aduncum subsp.
ossanum y Piper auritum sobre Heterorhabditis amazonensis cepa HC1 / Lethal toxic effect of essential oils from Citrus

sinensis, Melaleuca quinquenervia, Piper aduncum subsp. ossanum, and Piper auritum on Heterorhabditis amazonensis strain HC1

Tratamiento Mortalidad JI (Media ± EE, %)2

Agua 3,84 ± 1,54 bc

Tritón X-1001 2,96 ± 1,69 c

Citrus sinensis 1 2,48 ± 1,15 c
Melaleuca quinquenervia 1 7,62 ± 2,60 abc

Piper aduncum subsp. ossanum 1 8,54 ± 2,02 ab

Piper auritum 1 14,26 ± 4,31 a

1Concentración final en el pocillo de 0,5 %, 2Medias con una le-
tra común no son significativamente diferentes (p > 0,05; Prueba de Duncan)

Tabla 5. Efecto tóxico subletal de los aceites esenciales Piper aduncum subsp. ossanum, Piper auritum, Melaleuca
quinquenervia y Citrus sinensis sobre Heterorhabditis amazonensis cepa HC1 / Sublethal toxic effect of essential oils from Citrus
sinensis, Melaleuca quinquenervia, Piper aduncum subsp. ossanum and Piper auritum on Heterorhabditis amazonensis strain HC1

Tratamiento Mortalidad Galleria mellonela (%)2

Agua 63,64 a

Tritón X-1001 91,67 a

Citrus sinensis 1 91,67 a

Melaleuca quinquenervia 1 91,67 a

Piper aduncum subsp. ossanum 1 83,33 a

Piper auritum 1 63,64 a

1Concentración final en el pocillo de 0,5 %, 2Valores con letras iguales no difieren estadísticamente (p<0,05; método de Wald)
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Es importante complementar el análisis de los datos
obtenidos en el ensayo de toxicidad letal con el de
los resultados relacionados con efectos subletales que
afecten la capacidad de los nematodos de invadir y
matar al insecto. La inhibición de la atracción del
hospedante, reproducción y/o desarrollo puede incidir
en la infectividad y consecuentemente la eficacia de
los nematodos (17,18). Por otro lado, estos aceites
esenciales poseen actividad antimicrobiana establecida
y pudieran tener efectos negativos sobre la bacteria
simbionte y, consecuentemente, disminuir la infectivi-
dad de los JI (35).

Los aceites de melaleuca y naranjo dulce no provo-
caron niveles de mortalidad significativos o afectación
en la infectividad, lo que sugiere que podrán ser utili-
zados simultáneamente con los NEP en programas de
manejo integrado de plagas. Esto reviste importancia
práctica, pues los productores podrían hacer aplicacio-
nes donde mezclen los nematodos entomopatógenos
y los aceites de estas dos plantas, que se encuentran
disponibles en el país.

De manera general, los resultados obtenidos con-
tribuyen a aumentar el conocimiento existente sobre
ambos tipos de agentes bioactivos. Específicamente,
se aporta al estudio de la biodiversidad de nuestro
país pues la cepa de nematodos utilizada se aisló en
un ecosistema local y se evaluó el efecto de aceites
esenciales obtenidos a partir de especies vegetales de-
sarrolladas en las condiciones geoclimáticas de Cuba
y una de ellas (P. aduncum subsp. ossanum) es una
planta endémica.

Efecto tóxico letal de componentes de aceites
esenciales sobre H. amazonensis cepa HC1

Los componentes estudiados están presentes en el
ingrediente activo de productos comerciales, ya sea
como parte de aceites esenciales o en forma de mezc-
las artificiales (2,3); también se detectaron en la com-

posición de aceites que se identificaron como candida-
tos promisorios para el desarrollo de nuevos plaguici-
das en Cuba (5, 6, 7, 27). Se evidenció que el canfeno,
el p-cimeno, la piperitona y el 1,8-cineol no afectaron
significativamente (efecto tóxico letal) los JI de la
cepa HC1 de H. amazonensis. (Tabla 6)

La baja toxicidad evidenciada por el 1,8-cineol
se corresponde con la mostrada por el aceite de
M. quinquenervia; en cuya composición, este mono-
terpenoide representó el 25,4 % (5). El canfeno, la
piperitona y el alcanfor son componentes mayoritarios
del aceite de P. aduncum subsp. ossanum (6), la toxi-
cidad del aceite puede deberse a un efecto aditivo,
siendo el alcanfor el de mayor aporte de estos tres
componentes y/o a la contribución de otros componen-
tes.

El porcentaje de JI muertos por la exposición a li-
moneno fue inferior al 5 %, difirió significativamente
del control con Tritón X-100, pero no del valor de
mortalidad de los juveniles mantenidos en agua. Este
terpeno estuvo presente en el aceite de C. sinensis en
una abundancia relativa del 95 %, la menor toxicidad
provocada por el aceite pudiera atribuirse a que este
compuesto, como parte del aceite, se evaluó a una
concentración ligeramente menor o a que los compo-
nentes minoritarios ejercen un efecto antagónico.

Los componentes alcanfor y metilchavicol provoca-
ron mortalidades inferiores al 20 %, con valores que
difirieron estadísticamente de los controles. El primer
compuesto fue menos tóxico, pues más del 90 % de
los JI sobrevivieron transcurridas las 24 horas de ex-
posición (18). Aunque esta toxicidad es baja (18), se
recomienda evaluar el efecto de estos terpenoides a
menores tiempos de contacto directo.

Los componentes carvacrol, eugenol, linalol y timol
fueron altamente tóxicos a los JI de la cepa estudia-
da y produjeron mortalidades superiores al 50 %, en
orden ascendente hasta causar la muerte del 100 %

 
Tabla 6. Efecto tóxico letal de componentes de aceites esenciales sobre Heterorhabditis amazonensis

cepa HC1 / Toxic lethal effect of essential oils components on Heterorhabditis amazonensis strain HC1

Tratamiento Mortalidad JI (Media ± EE, %)2

Agua 0,80 ± 0,54 fg
Tritón X1001 0,36 ± 0,36 g

Canfeno 1 0,96 ± 0,96 fg
p-cimeno 1 1,78 ± 1,00 efg

Piperitona 1 2,14 ± 0,98 efg
1,8-cineol 1 3,69 ± 1,41 efg
Limoneno1 4,24 ± 1,35 ef
Alcanfor1 5,89 ± 1,69 e

Metilchavicol1 17,23 ± 4,25 d
Carvacrol1 53,83 ± 6,92 c
Eugenol1 67,60 ± 4,41 b
Linalol1 97,48 ± 0,76 a
Timol1 100,00 ± 0,00 a

1Concentración final en el pocillo de 0,5 %, 2Medias con una le-
tra común no son significativamente diferentes (p>0,05, Prueba de Duncan)
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de los juveniles tratados. En estudios previos, estos
compuestos manifestaron actividad nematicida sobre
especies perteneciente a los géneros Meloidogyne y
Bursaphelenchus, lo cual podría explicar la acción le-
tal observada (16, 36). El efecto sobre estos fitoparási-
tos se evidenció a concentraciones inferiores a la utili-
zada en la presente evaluación; por lo tanto, con fines
nematicidas podría considerarse la aplicación conjunta
de los nematodos entomopatógenos con estas sustan-
cias y/o aceites esenciales que las contengan a concen-
traciones intermedias entre la que produce el efecto
plaguicida sobre los nematodos fitoparásitos y la que
no sea tóxica a los entomopatógenos.

En cuanto a la relación estructura-actividad, dentro
del grupo de componentes evaluados el p-cimeno, la
piperitona, el carvacrol y el timol poseen en común
un anillo aromático sustituido en posición para por
un grupo metilo y uno isopropilo. El hidrocarburo
(p-cimeno) y la cetona (piperitona) no fueron tóxicos a
H. amazonensis; mientras que, los fenoles si lo fueron.

Los cuatro compuestos que provocaron los mayo-
res porcentajes de mortalidad, valores que difirieron
estadísticamente de los del resto de los hidrocarburos
monoterpénicos y monoterpenoides, poseen un grupo
hidroxilo en sus estructuras (Fig. 1); lo que indica que
la presencia de este grupo funcional podría estar aso-
ciada al efecto biológico observado. La posición del
grupo hidroxilo también influyó en la toxicidad, pues
la mortalidad en JI causada por el carvacrol (hidroxilo
en posición meta) fue inferior a la del timol (hidroxilo
en posición orto).
 

Fig. 1. Estructura de los componentes de aceites esenciales tóxicos a
Heterorhabditis amazonensis (cepa HC1) / Structure of the essential

oil components toxic to Heterorhabditis amazonensis strain HC1
 

Los resultados confirman los informados previa-
mente, al determinar la toxicidad de varios monoter-
penoides sobre el nematodo fitoparásito B. xylophilus,
en relación con las diferencias significativas en la ac-
tividad nematicida entre grupos funcionales. En esta
investigación precedente, alcoholes y fenoles fueron,
generalmente, más tóxicos a este nematodo fitopará-

sito, destacando la actividad nematicida potente del
carvacrol y el timol entre los compuestos evaluados
(16). Las evidencias obtenidas sobre la relación entre
la toxicidad de estos compuestos a los nematodos en-
tomopatógenos y los grupos funcionales presentes y
su posición, son novedosos; estos aspectos deben ser
objeto de investigaciones futuras que permitan profun-
dizar en el modo de acción.

La observación al microscopio de las larvas muer-
tas tras la exposición a los cuatro tratamientos que
causaron mayor toxicidad evidenció el desorden en la
disposición del contenido interno de los nematodos y
se apreció la formación de vacuolas o gránulos gran-
des en todos los casos (Fig. 2). En la región cefálica
fue evidente la contracción del cuerpo y el desprendi-
miento de la cutícula (Fig. 2B y C). El timol provocó
mayor vacuolización y desorden interno, así como el
colapso interior en algunas regiones (Fig. 2C).

Uno de los principales mecanismos de acción pro-
puestos para los terpenoides consiste en la disrupción
de la membrana celular mediante tres posibles vías:
aumentando la permeabilidad de la membrana a iones
pequeños, afectando la estabilidad estructural de la
membrana y desestabilizando el empaquetamiento de
la bicapa lipídica; cualquiera de estos tres efectos pro-
duce la muerte en la célula. El mecanismo de acción
implica la degradación de la pared celular, dañando
las proteínas de membrana citoplasmática, el enlace
de las proteínas, la pérdida del contenido celular y la
coagulación del citoplasma (29).

Se plantea que el carvacrol y el timol hacen más
permeable la membrana de la célula; el carvacrol for-
ma canales a través de la misma alterando la disposi-
ción de los fosfolípidos que la componen y el timol
se une hidrofóbicamente a las proteínas por medio de
enlaces por puente de hidrógeno, provocando cambios
en la permeabilidad (35). En el eugenol, el grupo hi-
droxilo se enlaza a proteínas, provoca el deterioro de
la pared celular y un alto grado de lisis (35). Aunque
estos estudios se ejecutaron en bacterias, los efectos
causados por los compuestos evaluados sobre los ne-
matodos podrían producirse por un modo de acción
similar a nivel celular.

La incompatibilidad de los compuestos timol, lina-
lol, eugenol y carvacrol con H. amazonensis cepa HC1
puede manejarse por la selección de un intervalo de
tiempo apropiado entre las aplicaciones, cuya exten-
sión dependerá de la persistencia de las sustancias
sobre la plaga diana y el cultivo. Aunque la informa-
ción específica sobre los intervalos de aplicación ade-
cuados es limitada, usualmente se recomienda esperar
de una a dos semanas después de la aplicación de
insecticidas y nematicidas químicos respectivamente,
antes de la aplicación de los nematodos (34). Los
aceites esenciales y sus componentes son sustancias
volátiles con un bajo efecto residual (4), por ello es
probable que no se requiera de un periodo de tiempo
muy prolongado y este deberá ser ajustado tomado en
cuenta las características de cada ecosistema, aspecto
que será objeto de una investigación posterior.
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Fig. 2. Alteraciones causadas por componentes de aceites esenciales en JI de Heterorhabditis amazonensis
cepa HC1 / Alterations caused by the essential oil components on Heterorhabditis amazonensis strain HC1 IJ
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La actividad biológica total de los aceites esenciales
naturales y las mezclas artificiales es el resultado de
efectos aditivos, sinérgicos y/o antagónicos de los di-
ferentes compuestos presentes en sus composiciones.
La acción evidenciada por cada uno de los componen-
tes evaluados aporta un valioso conocimiento en cuan-
to a las posibilidades prácticas de combinación de es-
tas sustancias con H. amazonensis cepa HC1.

Aunque los trabajos relacionados con la compatibi-
lidad de nematodos entomopatógenos y plaguicidas
botánicos son escasos, se reconoce la importancia de
abordar estos aspectos en el proceso de selección de
candidatos promisorios para el desarrollo de nuevos
productos destinados a la protección de plantas. Los
nematodos entomopatógenos no son adecuados para
actuar con rapidez y obtener resultados a corto plazo
(37) y los aceites esenciales tienen bajo efecto resi-
dual, por ello puede ser una alternativa ventajosa la
aplicación conjunta de estos tipos de bioproductos o
un plaguicida que combine a ambos.

Los aceites esenciales y componentes evaluados se-
rán aplicados en la práctica como formulaciones en
cuya composición, además del ingrediente activo, es-
tarán presentes diferentes excipientes y/o surfactantes
que podrán incidir en la compatibilidad del producto
con los nematodos. Aunque el (los) ingrediente(s) ac-
tivo(s) hayan demostrado ser compatibles con la cepa
de nematodos utilizada en el presente estudio, investi-
gaciones posteriores deberán corroborar este compor-
tamiento con el producto formulado para su utilización
en el marco de los diferentes programas de manejo.
Las variantes de uso combinado podrían abarcar la uti-
lización conjunta de diferentes productos comerciales
basados en nematodos entomopatógenos o en aceites
esenciales y/o sus componentes hasta el desarrollo de
nuevos formulados cuyo ingrediente activo contenga
ambos tipos de agente.

Los aceites esenciales de C. sinensis y
M. quinquenervia y los componentes canfeno, p-ci-
meno y piperitona, según los parámetros evaluados,
no causan efectos negativos sobre la sobrevivencia e
infectividad de H. amazonensis cepa HC1. Tomando
en cuenta, además, el espectro de acción evidencia-
do hasta el momento por los aceites esenciales y la
efectividad sobre diferentes plagas demostrada por el
agente de control biológico BionemC, basado en la
cepa HC1 de H. amazonensis, se podría proponer su
uso combinado en programas de manejo integrado de
plagas en diferentes cultivos. En hortalizas, caña de
azúcar, frijol común, arroz, banana - plátano, se apli-
carían estos productos para el manejo de diferentes
plagas o de estados de una plaga (5, 7, 12, 27, 38).
La implementación futura de la aplicación conjunta
de estos agentes bioactivos tiene que estar respaldada
por experimentos de campo en estos cultivos, porque
las observaciones realizadas a nivel de laboratorio no
pueden ser totalmente extrapoladas a las condiciones
ambientales.

La eficacia es una característica clave para llegar a
un producto comercialmente exitoso; sin embargo, no
es la única con la que debe cumplir un producto natu-
ral para lograr su inserción en programas de manejo
integrado de plagas. Los requisitos prácticos incluyen
la compatibilidad con otros agroquímicos pues ningún
producto por si solo logrará solucionar todos los pro-
blemas fitosanitarios de un cultivo. Adicionalmente
su combinación representa ventajas económicas por la
correspondiente reducción en los costos de aplicación.
Los elementos novedosos aportados sobre la compati-
bilidad de plaguicidas botánicos y nematodos entomo-
patógenos son la base para su uso combinado dentro
de los programas de manejo integrado de plagas y
contribuyen a potenciar el rol de estos agentes bioacti-
vos en el desarrollo de una producción sostenible de
alimentos que conjugue buenos rendimientos agrícolas
con un alto valor ecológico.
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