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SalusBioactividad de extractos foliares y de callo no embriogénico de 
Moringa oleífera (Moringaceae) en Aedes (Stegomyia) aegypti 
(Diptera: Culicidae)

RESUMEN

Introducción: La producción de compuestos fitoquímicos en 
plantas ha sido reconocida mundialmente por su amplia variedad 
de aplicaciones, entre ellas, como biopesticida para el control 
de mosquitos vectores de enfermedades. Objetivo: Evaluar el 
efecto insecticida de extractos etanólicos producidos a base del 
árbol Moringa oleifera, sobre larvas del tercer y cuarto instar, 
así como en pupas del mosquito Aedes aegypti. Métodos: Los 
extractos etanólicos se obtuvieron a partir de las hojas y de callos 
no embriogénicos (NE) cultivados in vitro de semillas inmaduras, 
suplementados con dos reguladores de crecimiento: Ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y Ácido indolbutírico (IBA), cada 
uno en combinación con Bencilaminopurina (BAP). Los extractos 
etanólicos de hojas y de callos inducidos con las combinaciones 
de 2,4-D+BAP y de IBA+BAP fueron aplicados en larvas III y IV 
instar y en pupas de Ae. aegypti para registrar la mortalidad y 
la concentración letal CL50 y CL90. Resultados: Se obtuvieron 
respuestas en la mortalidad de las larvas del III y IV con todos 
los extractos, la mayor mortalidad se observó con los extractos 
de callos inducidos con 1 mg/L y 2 mg/L de IBA+BAP y 1,5 mg/L 
de 2,4-D+BAP. Mientras que, en pupas, no se obtuvo mortalidad 
con el extracto foliar. Finalmente, se determinó la concentración 
letal CL50 y CL90 en larvas III con 1,5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L 
y 1,5 mg/L de IBA. En las larvas IV las mejores CL50 y CL90 se 
obtuvieron con 1 mg/L y 1,5 mg/L de 2,4-D y 2 mg/L de IBA. 
Conclusión: Los resultados de este estudio sugieren abordar el 
potencial insecticida de la Moringa y su capacidad para deteriorar 
la alimentación y el desarrollo de las larvas de Ae. aegypti.

Palabras clave: Aedes, extracto etanólico, biopesticida, 
metabolitos secundarios, moringa.

ABSTRACT

Introduction: The production of phytochemical compounds in plants 
has been recognized worldwide for its wide variety of applications, 
among them, as a biopesticide for the control of mosquito vectors of 
diseases. Objective: To evaluate the insecticidal effect of ethanolic 
extracts produced from the Moringa oleifera on third and fourth-instar 
larvae, as well as pupae of the Aedes aegypti mosquito. Methods: 
Ethanolic extracts were obtained from leaves and in vitro cultured 
non-embryogenic callus from immature seeds, supplemented with 
two growth regulators: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 
indolbutyric acid (IBA), each in combination with benzylaminopurine 
(BAP). Ethanolic extracts of leaves and callus induced with the 
combinations of 2,4-D+BAP and IBA+BAP was applied on III and IV 
instar larvae and pupae of Ae. aegypti to record mortality and lethal 
concentration LC50 and LC90. Results: Mortality responses were 
obtained in III and IV larvae with all extracts, the highest mortality 
was observed with callus extracts induced with 1 mg/L and 2 mg/L of 
IBA+BAP and 1.5 mg/L of 2,4-D+BAP. While in pupae, no mortality 
was obtained with the foliar extract. Finally, the lethal concentration 
LC50 and LC90 were determined in larvae III with 1.5 mg/L of 2,4-
D and 1 mg/L and 1.5 mg/L of IBA. In IV larvae, the best LC50 and 
LC90 were obtained with 1 mg/L and 1.5 mg/L of 2,4-D and 2 mg/L of 
IBA. Conclusion: The results of this study suggest addressing the 
insecticidal potential of Moringa and its ability to impair the feeding 
and development of Ae. aegypti larvae.

Key words:  Aedes, ethanolic extract, biopesticide, secondary 
metabolites, Moringa.

INTRODUCCIÓN

El mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera: 
Culicidae) es el principal vector de enfermedades 
provocadas por arbovirus como el dengue, zika, chikungunya 
y la fiebre amarilla, los cuales tienen un gran impacto en 
la salud humana principalmente en zonas con climas 
tropicales y subtropicales1,2,3,4. En las últimas décadas, 
los casos de enfermedades provocadas por arbovirus han 
incrementado en países de América Latina, África y Asia 
siendo un problema de salud pública5,6. La incidencia de 
estas arbovirosis está asociada con el papel vectorial del 
mosquito Ae. aegypti.
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Para el control poblacional de Ae. aegypti se han 
implementado varias estrategias, entre las cuales se 
incluye la aplicación de compuestos químicos denominados 
plaguicidas, estas sustancias pueden producir la muerte 
del insecto en cualquiera de sus etapas de desarrollo 
(huevo, larva, pupa, o adulto) mediante el contacto, 
ingestión y/o inhalación7. Sin embargo, el uso intensivo de 
estas sustancias sintéticas ha provocado el desarrollo de 
resistencia en las poblaciones de Ae. Aegypti 8,9,10. Al mismo 
tiempo, la composición química de los plaguicidas puede 
generar efectos nocivos sobre la salud de los organismos 
y la contaminación del ambiente11. Por este motivo se ha 
incentivado la búsqueda de productos alternativos para el 
manejo integral de los mosquitos, entre estos, están los 
bioplaguicidas obtenidos de las plantas.

Desde la antigüedad, las plantas han sido utilizadas con fines 
medicinales lo cual ha llamado la atención en las últimas 
décadas como una opción a los pesticidas sintéticos, debido 
a que son capaces de producir metabolitos secundarios 
para defenderse del ataque de patógenos, predadores 
y herbívoros como los insectos. Estos compuestos 
fitoquímicos son saponinas, taninos, alcaloides, di terpenos, 
entre otros, los cuales presentan actividad insecticida 
que se manifiesta generando la mortalidad, inhibiendo el 
crecimiento, la supresión del comportamiento reproductivo 
y reducción de la fertilidad.12,13,14 

Entre las plantas con actividad insecticida podemos 
mencionar a Moringa oleifera Lam., un árbol que ha sido 
utilizado como alimento por su alto valor nutricional, también 
como planta medicinal y farmacéutica15,16,17,18, así como en 
aplicaciones agroindustriales, forrajeos, tratamiento de 
agua y en la producción de biocombustibles19. Además 
de los beneficios medicinales farmacéuticos, la actividad 
insecticida de M. oleifera también ha sido estudiada y se 
comprobó su efecto en insectos plaga pertenecientes 
a diferentes órdenes como lepidópteros, coleópteros y 
dípteros, además de plagas de arácnidos como los ácaros.20

La producción de proteínas y metabolitos secundarios en 
plantas puede ser potenciada a gran escala empleando 
técnicas de cultivos de tejidos in vitro. Estas técnicas son 
herramientas que permiten cultivar y manipular el crecimiento 
de las células en condiciones controladas y de asepsia21. Los 
tejidos de plantas y cultivos celulares son una herramienta 
importante para la producción de metabolitos secundarios 
mediante la regeneración de estructuras morfogénicas 
(Organogénesis) o la producción de callos (Callogénesis). 
Los callos son masas de tejido indiferenciado con células 
meristemáticas crecidas en medios de cultivos que son 
suplementados con un correcto balance de reguladores de 
crecimiento vegetal.21.22, 23

Por este motivo, el potencial insecticida de M. oleifera puede 
ser una importante alternativa a los plaguicidas sintéticos 
para el control de mosquitos vectores de enfermedades. 
Mientras que, con los cultivos de callos no embriogénicos 
producidos a partir de cualquier tejido de la planta, es posible 
obtener una gran concentración de metabolitos secundarios. 
En este sentido, en el presente estudio se evaluó el efecto 
insecticida de extractos etanólicos de hojas y de callos no 
embriogénicos (NE) cultivados in vitro e inducidos a partir de 

semillas jóvenes de M. oleífera sobre las etapas inmaduras 
de Ae. aegypti. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal: Para la preparación de los extractos se 
utilizaron dos diferentes explantes, hojas verdes y callos 
NE inducidos a partir de semillas inmaduras de M. oleífera. 
Las hojas y las semillas inmaduras fueron colectadas de un 
ejemplar joven crecido en ambiente natural, ubicado en la 
zona urbana de El Encanto (10°14’53.8”N 68°00’55.4”W) en 
el Municipio Naguanagua, Edo. Carabobo, Venezuela. Las 
semillas se desinfectaron el mismo día de la colecta con 
agitación constante (100 rpm) en una plancha de agitación 
magnética, dentro de una campana de flujo laminar vertical 
para mantener las condiciones de esterilidad adecuadas. Se 
realizaron dos lavados con una mezcla de agua destilada 
previamente esterilizada y jabón líquido comercial Ariel® 
por 2 min cada lavado. Después se realizó un lavado con 
alcohol etílico al 70% por 30 seg seguido de un lavado con 
agua destilada por 1 min.  Luego se realizó un lavado con 
cloro comercial Nevex® (3,5% v/v de hipoclorito de sodio) 
y Tween 20 (10 gotas/100 ml) por 5 min y para retirar 
cualquier rastro de detergentes se realizaron tres lavados 
con agua corriente esterilizada por 1 min cada uno. Por 
último, el exocarpio y mesocarpio de las semillas fueron 
retirados para utilizar el endocarpio en la inducción de los 
callos NE. 20,24

Inducción de callos no embriogénicos: El endocarpio 
de las semillas fue sembrado en medios de cultivo sólidos 
con las sales de Murashige & Skoog25 suplementado con 
tiamina-HCL (1 mg/L) y piridoxina, (0,5 mg/L), glicina (2 
mg/L), sacarosa al 3% p/v como fuente de carbono y agar 
al 0,8% como agente solidificador. Se ajustaron los medios 
hasta llegar a un intervalo de pH 5,85-5,87 y se autoclavaron 
a 121 ºC, 15 Lb. Se utilizó como referencia los protocolos 
de Khalafalla et al.26 y Pérez27 para las combinaciones de 
reguladores de crecimiento empleados en la inducción 
de callos NE. Los medios se suplementaron con Ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (0,5; 1,0; 1,5 y 2 mg/L) 
en combinación con 0,5 mg/L de 6-N-bencil-aminopurina 
(BAP), siendo identificados los medios cómo D1, D2, D3 
y D4 respectivamente. Mientras que otros medios, fueron 
suplementados Acido 3-índol butílico (AIB) (0,5; 1,0; 1,5 y 
2 mg/L) en combinación con 0,5 mg/L de BAP, identificados 
como I1, I2, I3, e I4. 

Preparación de los extractos etanólicos: Se siguieron los 
protocolos de Fernández et al.20 y Kala et al.28 con ciertas 
modificaciones para la obtención de los extractos. Las hojas 
fueron lavadas con jabón líquido comercial y secadas en 
una estufa a 60 ºC durante 24 h, seguidamente se molieron 
en una licuadora hasta obtener un polvo fino. Por otra parte, 
los callos NE se dividieron en grupos según la combinación 
de reguladores de crecimiento utilizada en la inducción y 
se llevaron a secar en la estufa a 55 ºC por 24 h. Después 
del secado, los callos fueron molidos en un mortero estéril 
obteniendo un polvo fino. 

El polvo de cada grupo de callos y de las hojas, fueron 
disueltos por separado con etanol al 75% en fiolas de 100 
ml (5 mL de etanol por cada 0,5 g de cada pulverizado 
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para una concentración final de 10% p/v), seguidamente 
se mantuvieron en agitación continua a 70-90 rpm en un 
agitador basculante por 48 h. La fase liquida se separó del 
sedimento mediante filtración con una gasa y centrifugación 
a 10.000 rpm por 10 min, para subsecuentemente evaporar 
el solvente a baño maría a una temperatura de 90 ºC por 
4 h. Luego de obtener los extractos concentrados se les 
añadió DMSO 0,25%, el extracto final obtenido fue tomado 
como la solución madre. A partir de la solución madre, se 
realizaron diluciones con agua destilada de los extractos 
para la evaluación de la actividad insecticida.

Captura de ejemplares de Ae. aegypti y evaluación 
de la mortalidad con los extractos etanólicos foliar y 
de callos NE: Para la recolección de los huevos de Ae. 
aegypti se colocaron ovitrampas en una zona residencial 
de Paramacay (10°14’49.4”N 68°01’02.1”W) Municipio 
Naguanagua, Edo. Carabobo-Venezuela, siguiendo a 
Hernández et al.29. Posteriormente, los ejemplares fueron 
trasladados al Animalario del Departamento de Biología, 
Facultad Experimental de Ciencias y Tecnología (FACYT), 
Universidad de Carabobo (UC), donde fueron desarrollados 
hasta adultos mediante cría asociada, estos adultos fueron 
identificados utilizando la clave taxonómica pictórica de 
Rueda30, donde Aedes aegypti es diferenciado de otras 
especies de Stegomyia en su fase adulta, mediante la 
siguiente combinación de caracteres: Escuto negro o marrón 
con un par de franjas blancas submedianas-longitudinales, 
pero sin franja blanca media-longitudinal, con marcas 
blancas en forma de lira; porción anterior del  fémur medio 
con franja  blanca longitudinal; clípeo con escamas blancas. 
Una vez obtenidos los adultos se estableció la colonia de 
Ae. aegypti bajo condiciones controladas de laboratorio 
(Proyecto ZIKA et al 31 y Martiradonna et al.32). Los ensayos 
de mortalidad con los extractos de M. oleifera se realizaron 
utilizando individuos a partir de la primera generación filial 
(F1).

Para la evaluación de la actividad insecticida de los 
extractos de callos y del extracto foliar se realizaron 
ensayos con las concentraciones: 1,0 %, 1,5%, 2,0%, 2,5% 
y 3,0%. Se utilizaron 30 individuos de Ae. aegypti de cada 
fase a evaluar: III instar, IV instar y pupas.  Los ejemplares 
de cada fase se colocaron en frascos de vidrio con 40 mL 
de agua potable y 3 mL de la concentración del extracto a 
evaluar y se cubrieron con tela de Doppio velo para permitir 
la circulación de aire. Se realizaron 4 réplicas para cada 
tratamiento y un control para cada tratamiento conformado 
por 40 mL de etanol al 75%. 

Evaluación de la mortalidad de las larvas y pupas: Para 
la evaluación de la mortalidad de las larvas del III instar, IV 
instar y pupas, se calculó el porcentaje de mortalidad a las 
3, 24, 48 y 72 horas de haber comenzado el experimento 
para cada tratamiento y etapa de desarrollo, utilizando la 
siguiente ecuación según Camacho et al.33: % mortalidad= 
(Nº de muertes/ N° total de individuos) *100.

Concentración letal al 50% (CL50) y 90% (CL90): Se evaluó 
la concentración letal de ambos extractos para el 50% y 90% 
de mortalidad (CL50 y CL90) de cada estadío, con la aplicación 
del modelo Probit34 con un nivel de confianza de 95%, 
utilizando el programa IBM SPSS Statistic 25.020 35. Con 

este modelo, se realizó una estimación de la concentración 
del extracto en la que se obtendrá una mortalidad del 50% y 
90% de los organismos.

Análisis estadístico: Los resultados de la mortalidad del 
extracto foliar y del extracto de callos fueron evaluados en 
el programa estadístico PAST versión 3.22 36. Se comparó 
la mortalidad en las larvas con los extractos foliares y los 
extractos de callos no embriogénicos aplicando la prueba no 
paramétrica de Kruskal-Wallis con corrección de Bonferroni 
(p<0,05) para corroborar las diferencias que existen entre 
los tratamientos.20,34

RESULTADOS

Evaluación de la mortalidad de las larvas III instar: La 
actividad larvicida de Moringa se evidenció en larvas del III 
y IV instar de Ae. aegypti al mostrar susceptibilidad a los 
extractos de hojas y de callos inducidos con 2,4-D e IBA en 
cada una de sus concentraciones y con variaciones entre 
los extractos. Para las larvas del III instar, la mortalidad 
alcanzó entre 7% y 14% con las concentraciones más 
bajas de los extractos de callos inducidos con 2,4-D: 1% 
(1 mg/mL), 1,5% (1,5 mg/mL) y 2% (2 mg/mL), a las 72 h 
de exposición (Figura 1.A, 1.C y 1.E). Mientras que con el 
extracto de callos inducidos con 2 mg/L de IBA al 1,5%, se 
obtuvo una mortalidad del 7%, entre las concentraciones de 
los extractos más bajas (Figura 1.B, 1.D y 1.F). Por parte 
del extracto de hojas y el control con etanol no se observó 
mortalidad hasta las 24 h. A medida que se aumentaron las 
concentraciones de los extractos, se registraron mayores 
porcentajes de mortalidad en menos tiempo de exposición.

Figura 1. Porcentaje de mortalidad de las larvas del III instar de Ae. Aegypti 
con los extractos de hojas, callos de 2,4-D (A, C y E), callos de AIB (B, D y F) 
y el control con etanol al 70%, al 1% (1 mg/mL), 1,5% (1,5 mg/mL) y 2% (2 
mg/mL) por horas de exposición a los extractos.

Cabe destacar que, con la concentración de 2% se obtuvo 
una mortalidad del 1% en las larvas III instar durante las 
primeras 3 h de haber comenzado los ensayos, con el 
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extracto 1 mg/L de 2,4-D. Para este mismo tiempo de 
exposición, los extractos de callos de 2 mg/L de IBA 
mostraron una mortalidad del 1% en las larvas a partir de 
la concentración 1,5%, manteniendo este comportamiento 
en la concentración del 2%. Para las concentraciones de 
extractos más altas de 2,5% y 3%, se observó una mortalidad 
mayor al 1% a las 3 h con los extractos de 1,5 mg/L de 2,4-
D, 1 mg/L y 1,5 mg/L de IBA y de hojas, el control con etanol 
no mostró una mortalidad en este tiempo. Luego de haber 
transcurrido 24 h, los extractos de 2,4-D al 2.5% y 3% de 
concentración superaron el 10% de mortalidad por encima 
del extracto de hojas a excepción del extracto de 0,5 mg/L 
2.4-D (Figuras 2.G y 2.I). Por su parte, el extracto de 1,5 
mg/L de IBA alcanzó el 9% de mortalidad por encima del 
extracto de hojas que llegó a un 6% con la concentración 
de 2,5 mg/L, mientras que los demás extractos de IBA se 
mantuvieron por debajo del 7% a las 72 h (Figuras 2.H y 
2.J).

Figura 2. Porcentaje de mortalidad de las larvas del III instar de Ae. 
Aegypti con los extractos de hojas, callos de 2,4-D (G e I), callos de 
AIB (H y J) y el control con etanol, al 2,5% (2,5 mg/mL) y 3% (3 mg/
mL) por horas de exposición a los extractos.

Evaluación de la mortalidad de las larvas IV instar: En 
el caso de las larvas de IV instar, se observó una mayor 
susceptibilidad a los extractos de callos de 2,4-D, IBA y de 
hojas en comparación con las larvas del III instar, a excepción 
del control con etanol el cual mostró 1% de mortalidad a 
las 72 h de exposición. No obstante, el incremento de la 
mortalidad fue seguido por una disminución a medida que 
aumentaron las concentraciones de los extractos.

Para la concentración de 1%, se observó el incremento 
de la mortalidad superando el 4% con los extractos de 1 
mg/L y 2 mg/L de 2,4-D y con el extracto de hojas (Figura 
3.A), mientras que con los extractos de 0,5 mg/L y 1 mg/L 
de IBA se alcanzó el 7% y 16% de mortalidad (Figura 3.B). 
Sin embargo, después de aumentar la concentración de los 
extractos a 1,5% y 2%, se observó una disminución de la 
mortalidad a 5.5% con el extracto de 1 mg/L de IBA y un 
aumento que supera el 10% con el extracto de 0,5 mg/L de 
IBA (Figuras 3.D y 3.F). 

Por otra parte, al aumentar la concentración de los extractos 
de 2,4-D a 1.5% se obtuvo un incremento de la mortalidad 
que supera el 5% con todas las concentraciones de esta 
hormona, seguido por una disminución de la mortalidad por 
parte de 1 mg/L y 2 mg/L de 2,4-D al 2% de concentración 
(Figuras 3.C y 3.E).

Figura 3. Porcentaje de mortalidad de las larvas del IV instar de Ae. 
Aegypti con los extractos de hojas, callos de 2,4-D (A, C y E), callos 
de IBA (B, D y F) y el control con etanol, al 1% (1 mg/mL), 1,5% (1,5 
mg/mL) y 2% (2 mg/mL), por horas de exposición a los extractos.

Con las concentraciones más altas de los extractos (2,5% y 
3%), los porcentajes de mortalidad para las larvas IV instar 
fueron mayores que en las larvas III instar y a su vez, fueron 
más altos en comparación con las concentraciones más 
bajas durante las primeras 3 h de exposición. Se observó 
una mortalidad mayor al 1% con los extractos de 1,5 mg/L 
de IBA y extracto de hojas al 2.5% de concentración (Figura 
4.G y 4.H) y con los extractos de 1,5 mg/L de 2,4-D, 1 mg/L 
de IBA y extracto de hojas al 3% de concentración (Figura 
4.I y 4.J). 

Finalmente, para los tiempos de 48 h y 72 h de exposición, 
la mortalidad incrementó de manera exponencial hasta 
alcanzar el 13% con el extracto de 1,5 mg/L de 2,4-D al 2,5% 
de concentración (Figura 4.G y 4.H) y los extractos de hojas, 
0,5 y 1 mg/L de 2,4-D al 3% (Figura 4.I y 4.J). Sin embargo, 
los extractos de 0,5 mg/L y 1 mg/L de IBA provocaron 
una mortalidad mayor al 14% a las 72 h superando a los 
extractos de hojas y de 2,4-D.
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de las larvas del IV instar de Ae. 
Aegypti con los extractos de hojas, callos de 2,4-D (G e I), callos de 
AIB (H y J) y el control con etanol, al 2,5% (2,5 mg/mL) y 3% (3 mg/
mL), por horas de exposición a los extractos.

Al comparar la mortalidad en larvas del III instar entre los 
extractos de hojas y de callos de 2,4-D, no se detectaron 
diferencias significativas entre los extractos a las 24 h 
(H=0,8252, p>0,05), a las 48 h (H= 5,426 p>0,05) y a las 
72 h (H= 0,7994, p>0,9364) de exposición. En cuanto a 
los extractos de hojas y de callos de AIB, no se detectaron 
diferencias significativas a las 24 h (H= 5,361, p>0,05), a 
las 48 h (H= 6,88, p>0,05) y a las 72 h (H= 3,006, p>0,05) 
de exposición. De modo que se puede afirmar que el efecto 
de los extractos de callos fue similar al del extracto foliar 
durante los periodos de exposición de las larvas 3er estadio. 
En cuanto a la comparación entre los extractos de callos de 
2,4-D e AIB, no se detectaron diferencias significativas a las 
24 h (H= 5,750, p>0,05), a las 48 h (H=11,610, p>0,05) y a 
las 72 h (H=9,309, p>0,05) de exposición.

Para la mortalidad de las larvas del IV instar con los extractos 
foliares y de callos de 2,4-D, el estadístico no detectó 
diferencias significativas a las 24 h (H= 0,8215, p>0,05), a 
las 48 h (H=1,854, p>0,05) y a las 72 h (H= 2,889, p>0,05). 
Tampoco se detectaron diferencias significativas entre la 
mortalidad provocada por el extracto de hojas y los extractos 
de callos de AIB en larvas 4to estadio obteniendo a las 24 
h (H= 2,775, p= 0,505) y a las 48 h (H=7,183, p>0,05). No 
obstante, se obtuvo una diferencia significativa al comparar 
la mortalidad a las 72 h (H= 12,2, p<0,05) entre los extractos 
de 1,5 mg/L de AIB + 0,5 mg/L de BAP, 2 mg/L de AIB + 0,5 
mg/L de BAP, 0,5 mg/L de AIB + 0,5 mg/L de BAP y 1,0 mg/L 
de AIB + 0,5 mg/L de BAP.

Finalmente, no se detectaron diferencias significativas en la 
mortalidad en larvas 4to estadio provocada por los extractos 
de callos de 2,4-D y de callos de AIB, a las 24 h (H=3,833, 
p>0,05) y a las 48 h (H=9,128, p>0,05). Mientras que a las 
72 h de exposición se encontraron diferencias significativas 
en la mortalidad de las larvas (H=15,1, p<0,05).

Evaluación de la mortalidad de las pupas. En el caso de 
las pupas de Ae. Aegypti, solo se evaluó la mortalidad con 
la concentración del 3% debido a que su corto tiempo de 
desarrollo dificultó la obtención de individuos necesarios 
para los ensayos (Figura 5). Se obtuvo mortalidad en las 
pupas con los extractos de callos de 0,5 mg/L, 1 mg/L y 
1,5 mg/L de 2,4-D y los extractos de 0,5 mg/L, 1 mg/L y 2 
mg/L de AIB, por lo tanto, se evidenció que M. oleifera puede 
tener un efecto insecticida en pupas de Ae. aegypti, a su 
vez no se detectó mortalidad en las pupas con el extracto 
de hojas y el control. El primer registro de mortalidad ocurrió 
a las 3h de exposición con un 1% para los extractos de 0,5 
mg/L y 1 mg/L de 2,4-D y 0,5 mg/L de AIB, la mortalidad 
aumentó después de las 24h con el extracto de 1 mg/L de 
AIB alcanzando el porcentaje más alto de 5,5%, seguido por 
los extractos de 1,5 mg/L de 2,4-D (3,3%) y 0,5 mg/L (3,3%) 
de AIB. 

Figura 5. Porcentaje de mortalidad de pupas de Ae. Aegypti con los 
extractos de hojas, callos de 2,4-D (A), callos de AIB (B) y el control 
con etanol al 3% (3 mg/mL) por horas de exposición a los extractos 

Concentración letal del extracto al 50 % y 90% de 
mortalidad (CL50 y CL90) en las fases inmaduras: Las 
larvas del III instar mostraron una mayor sensibilidad al 
extracto de callos I2 (1,0 mg/L de AIB +0,5 mg/L de BAP), 
seguido por el extracto de callos D3 (1,5 mg/L de 2,4-D+0,5 
mg/L de BAP) y el extracto I3 (1,5 mg/L de AIB +0,5 mg/L 
de BAP) (Tabla 1). Los demás extractos de callos de 2,4-
D (D1, D2 y D4), callos de AIB (I1 e I4) y el extracto de 
hojas obtuvieron una CL50 y CL90>10 mg/mL, indicando que 
se requiere de una concentración mayor a este valor para 
provocar una mortalidad del 50% y 90%.

En cuanto a las larvas IV instar, se obtuvieron valores 
más bajos de CL50 y CL90 indicando que tuvieron una 
mayor sensibilidad a los extractos que las larvas III instar. 
Los valores más bajos para obtener el 50% y 90% de 
mortalidad de las larvas IV se obtuvieron con el extracto D3, 
seguido por el extracto I4 (2 mg/L AIB+0,5 mg/L AIB) y el 
extracto D1 (0,5 mg/L 2,4-D+0,5 mg/L AIB) (Tabla 1).  No 
obstante, la concentración letal para el 90% de mortalidad 
de los extractos mencionados anteriormente obtuvieron una 
CL90>10 mg/mL. En el caso del extracto I2, no se obtuvo 
valores CL50 y CL90 debido a que la mortalidad de las larvas 
no incrementó de manera proporcional con la concentración 
de este extracto. 

Efecto insecticida de callos y hojas de Moringa sobre Aedes aegypti
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Tabla 1. Valores de concentración letal al 50% y 90% en mg/
mL de larvas del III y larvas IV

Extracto
III instar IV instar

CL50 CL90 CL50 CL90

Hojas 10,922 18,133 7,457 12,297
D1 10,520 16,785 5,703 8,617
D2 19,906 33,551 9,888 16,250
D3 6,108 8,677 5,115 7,710
D4 14,853 25,913 16,757 27,355
I1 23,563 36,997 8,535 15,602
I2 6,214 9,067 - -
I3 5,595 7,894 9,684 15,561
I4 21,458 34,802 5,679 8,128

DISCUSIÓN 

Una amplia variedad de especies vegetales produce 
metabolitos secundarios como compuestos activos que 
desempeñan un papel importante en el mecanismo de 
defensa contra los insectos como los mosquitos. Se ha 
comprobado que los compuestos fitoquímicos producidos 
por M. oleifera tienen actividad larvicida, repelente, 
controladores del crecimiento en artrópodos y poseen un 
comportamiento disuasorio35. La actividad larvicida de 
Moringa se evidenció en larvas del III y IV instar de Ae. 
aegypti al mostrar susceptibilidad a los extractos de hojas 
y de callos inducidos con 2,4-D e AIB en cada una de sus 
concentraciones y con variaciones entre los extractos. 

Los resultados de este estudio coinciden con lo observado 
por otros investigadores en Ae. aegypti y otras especies 
de insectos. En sus resultados, Alves et al.37 evaluaron la 
actividad insecticida entre extractos de flores, hojas, ramas, 
raíces y semillas de M. oleifera a 50 mL L-1 (concentración 
de 10%), logrando evidenciar una mortalidad del 30% a las 
24h de exposición y una LC50= 28 mL L-1 en larvas III de 
Ae aegypti. Mientras que Afolabi & Olonisakin38, obtuvieron 
una mortalidad del 83% en mosquitos Culex sp. con una 
concentración baja de 5% del extracto foliar a las 4 h de 
exposición.

En cuanto a la diferencia de mortalidades entre los estadios 
de las larvas, la mayor mortalidad observada en larvas IV 
puede estar relacionada con una mayor filtración por parte 
de los individuos más grandes, de esta manera ingieren 
más partículas de alimento y de extracto que los individuos 
más pequeños. Durante los instares III y IV, aumentan las 
necesidades metabólicas de las larvas por lo que requieren 
de una mayor cantidad de alimento.39

La actividad insecticida de M. oleifera observada en las larvas 
del presente estudio puede estar asociada a los metabolitos 
secundarios producidos en las hojas y las semillas. En el 
caso de las hojas, se ha reportado que contienen compuestos 
bioactivos como flavonoides, saponinas, taninos, catecol 
taninos, antraquinonas y alcaloides, que pueden tener valor 
antinutricional para los insectos.40

En cuanto a la actividad insecticida de M. oleífera observada 
en las pupas, Ati et al.41, afirman que los flavonoides actúan 
como toxinas respiratorias al ingresar al sistema respiratorio 
de las pupas de Ae. aegypti afectándolo de manera negativa, 
también pueden llegar al sistema nervioso dañándolo lo que 
aumenta la mortalidad en estas etapas de desarrollo. 

Por otra parte, Pereira et al.42 reportaron una mayor 
eficacia bioinsecticida en la fase pupal en comparación 
con la fase larval de Ae. aegypti al emplear extractos de 
Cnidoscolus phyllacanthus, Ricinus communis y Coutarea 
hexandra. Los autores atribuyeron esta selectividad a las 
diferencias morfológicas entre ambos estadios, sugiriendo 
que el mecanismo de acción es por contacto o asfixia y no 
por ingestión, dado que el estadio de pupa es una fase no 
alimentaria. En este contexto, otros estudios corroboran la 
susceptibilidad pupal en culícidos; por ejemplo, Nathan43 

determinó una mortalidad del 92,3% en Anopheles 
stephensi utilizando extractos de hojas y semillas de Melia 
azedarach (20.000 ppm), Nathan44 evidenció una mortalidad 
del 88% en pupas de Anopheles stephensi a partir de un 
extracto foliar extracto de Eucalyptus tereticornis (160ppm) 
y atribuyó estos resultados al posible ingreso del extracto al 
sistema traqueal generando a la vez toxicidad química.

Cabe destacar que la mortalidad observada en las larvas 
y pupas con el extracto etanólico de hojas dependió de la 
concentración aplicada. Esta relación entre mortalidad y 
concentración coinciden con lo reportado por Ogbonna 
et al.45, quienes demostraron que al aumentar la dosis de 
un extracto foliar de M. oleifera, la mortalidad en insectos 
también aumenta de manera proporcional a medida que 
transcurre el tiempo de exposición al extracto.

Por otro lado, el efecto larvicida observado con los 
extractos de callos pudo ser provocado por las lectinas y 
hemaglutininas, unas proteínas bioactivas que contienen las 
semillas de moringa 46,47. Al ser ingeridas por los mosquitos, 
las lectinas actúan en el epitelio intestinal medio, a través 
de diferentes mecanismos de acción: con la inhibición de 
enzimas digestivas glicolisadas, la unión de las lectinas a 
los receptores glicolisados de las membranas de células 
epiteliales que regulan las vías relacionadas con la 
proliferación celular y/o la apoptosis y la unión de las lectinas 
a la quitina que constituye a la membrana peritrófica, la cual 
protege a las células epiteliales digestivas del contenido del 
lumen, lo que conlleva a una disminución en la eficiencia 
de digestión del alimento y susceptibilidad a infecciones por 
microorganismos.48,49

Mientras que las hemaglutininas, son lectinas que tienen la 
capacidad de aglutinar células como los eritrocitos, linfocitos, 
fibroblastos, bacterias y glucoconjugados50. La toxicidad de 
las lectinas y hemaglutininas de las semillas de moringa fue 
reportada por Agra-Neto et al.10 con extractos de lectinas 
solubles en agua y lectinas coagulantes demostrando su 
capacidad para alterar la actividad enzimática en el intestino 
de larvas de Ae. aegypti. Otros investigadores como Silva 
et al.14 comprobaron la actividad insecticida del 50% de un 
extracto rico en lectinas a la concentración de 0,6 mg/mL, 
además observaron una notable alteración el tejido epitelial 
y en las enzimas digestivas de larvas.

Stefany Arocha et al
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Otro componente bioactivo con actividad insecticida que está 
presente en las semillas de moringa son los inhibidores de 
la actividad de proteasas. Cuando los insectos las ingieren, 
estas moléculas se unen de manera competitiva al sitio 
activo de las tripsinas, unas enzimas proteolíticas digestivas, 
inhibiendo su actividad causando efectos nocivos en la 
digestión y absorción de nutrientes, así como en la reducción 
de la disponibilidad de aminoácidos esenciales. Al interferir 
con los procesos digestivos, los mosquitos pueden morir por 
inanición debido a la falta de nutrientes y aminoácidos 51,52. 
Se ha reportado que los inhibidores de proteasas también 
pueden perjudicar la fisiología y el crecimiento de las larvas 
de Ae. aegypti provocando un retraso en el desarrollo larval 
y el aumento de su mortalidad.53

Todos estos mecanismos conducen a un deterioro en el 
crecimiento, desarrollo y potencial reproductivo, así como la 
reducción de la metamorfosis y actividad alimentaria lo que 
conlleva a la disminución de la capacidad de supervivencia 
del insecto50. En este contexto, se puede inferir que los 
metabolitos secundarios de los extractos de callos no 
tuvieron un efecto letal directo en las larvas, sino que 
actuaron dificultando la absorción de nutrientes y el correcto 
funcionamiento del sistema digestivo, al mismo tiempo 
retrasaron la transición de un estadio a otro y disminuyendo 
su viabilidad, lo cual podría explicar la mortalidad después 
de transcurrir las 24 h y 48 h de exposición incluso en 
concentraciones bajas de los extractos. Según afirma 
Pavela54, una exposición breve de las larvas y adultos a 
aceites esenciales puede aumentar la mortalidad a lo largo 
del tiempo y causar una disminución de adultos viables, así 
como una reducción significativa de la fecundidad y fertilidad. 
Los nutrientes en la dieta de las larvas y mosquitos son 
esenciales para su comportamiento y desarrollo, de manera 
que un cambio en su nutrición puede afectar de manera 
significativa su supervivencia, comportamiento alimentario, 
ovoposición y tolerancia a condiciones adversas.55

Sin embargo, los análisis estadísticos indicaron que no 
hubo diferencias significativas entre los extractos de callos 
y de hojas, lo cual difiere con lo esperado en cuanto a una 
mayor mortalidad por parte de los extractos de callos. Esta 
baja mortalidad puede ser consecuencia de varios factores 
inherentes al método de extracción cómo el tipo de solvente 
utilizado y las altas temperaturas.56,57

De igual manera, se pudo evidenciar la producción de 
metabolitos secundarios con actividad insecticida en callos 
no embriogénicos inducidos con 2,4-D e AIB en combinación 
con BAP, lo cual puede significar una ventaja novedosa para 
la producción de un biopesticida sin requerir de una gran 
cantidad de biomasa vegetal. El cultivo de callos in vitro de 
moringa puede ser llevado a gran escala mediante cultivos 
de suspensiones celulares en agitación o biorreactores 
para incrementar la producción constante de metabolitos 
secundarios deseados y mejorar el rendimiento. De esta 
manera, se disminuye la exposición a factores ambientales 
como el clima, la variación estacional, plagas y limitaciones 
geográficas58. Al mismo tiempo, se reduce la obtención de 
semillas para la propagación y la extracción de metabolitos 
secundarios, y el espacio requerido para las siembras de 
árboles, además de evitar el tiempo de cosecha de semillas 
y disminuir el daño a la planta madre.59

Finalmente, el presente estudio demuestra la capacidad 
bioinsecticida de los extractos foliares y de callo no 
embriogénico de M. oleifera sobre los estadios inmaduros de 
Aedes aegypti. La principal novedad de esta investigación 
radica en la evaluación comparativa entre extractos de 
plantas silvestres y biomasa obtenida mediante cultivo 
de tejidos in vitro, destacando la inducción de efectos 
antinutricionales y una marcada disminución en la eficiencia 
digestiva de las larvas, así como la efectividad por contacto y 
asfixia en el estadio de pupa. Si bien las tasas de mortalidad 
registradas no fueron elevadas, estos hallazgos constituyen 
un antecedente relevante que valida la bioactividad 
de M. oleifera y abre nuevas vías de investigación. Se 
requieren estudios futuros para caracterizar los metabolitos 
secundarios específicos involucrados y optimizar los 
métodos de obtención de extractos, con el fin de mejorar 
la efectividad de las concentraciones para consolidar a M. 
oleifera como una alternativa sostenible y biotecnológica en 
los programas de control integrado de vectores.
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