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Resumen

Se reportan los resul-
tados experimentales de la acti-
vidad . repelente del aceite y
algunas fracciones cromatografi-
cas del pasto Melinis minutiflora
frente a la Stomoxys calcitrans, a
las concentraciones de 10, 5, 2,5
y 1,25% para el aceite, y de 0,62
y 1,25% para las fracciones cro-
matograficas. Dicha actividad
biol6gica se valor6 mediante ex-
perimentos in vitro e in vivo,
utilizando como patrén la N-N
dietiltoluamida.

En el presente trabajo
se analizan y se discuten los re-
sultados de dicha investigacion.

Palabras claves

Actividad repelente, Me-
linis minutiflora, Stomoxys calcitrans.

Introduccion
La producciébn y Ila

productividad del agro colombia-
no se encuentran afectadas por

15



Flor Angela Tobén y otros

—
N

Revista Vitae

una serie de epizootias y enfer-
medades que atacan a la pobla-
cion pecuaria del pafs; entre éstas
las producidas por los dipteros
hematéfagos, como la Stomoxys
calcitrans, los tabanos y los mos-
quitos, los cuales no sélo perjudi-
can a los animales sino también
al hombre ya que son trasmisores
mecanicos de gérmenes como el
anaplasma, la Tripanosoma vivax,
la Salmonella spp., la Scherinia coli,
el Bacillus anthrasis, el Streptococ-
cus 4’12%‘, y el Staphylococcus
spp.

La Stomoxys calcitrans,
diptero hematéfago que se posa
principalmente sobre el lomo, la
parte inferior de los muslos, las
piernas, las fosas nasales, los ojos
y otras partes sensibles del cuer-
po de los bovinos, causa infesta-
ciones, malestar y desasosiego
que los irrita. Las enfermedades
parasitarias ocasionadas por ésta
y otras moscas afectan los anima-
les en morbilidad, mortalidad, pe-
so corporal, produccién de leche,
fertilidad y natalidad. Ademas,
les causan pérdidas en la eficien-
cia laboral, retardo en el creci-
miento, predisposicién para otras
enfermedades y disminucién del
valor comercial; por otra parte, el
suministro de medicamentos au-
menta y se requiere un incremen-
to de la mano de obra, mas
personal, veterinarios y obreros
que cuiden los animales.!”

En Colombia, la Sto-
moxys calcitrans, los tdbanos y los
mosquitos constituyen, sin duda,
un serio obstdculo al desarrollo

de la ganaderia; lo que incide so-
bre el potencial pecuario existente
y la creciente demanda de carne
por parte de los mercados inter-
nos grue%temos de los ultimos
afios.™™

Estas  consideraciones
muestran la importancia de la
buasqueda de nuevas alternativas
por medio de la investigacion de
sustancias, entre ellas las de ori-
gen natural, que ayuden a contro-
lar los ectopardsitos que afectan
al ganado y al hombre, que no
sean toxicas para el huésped y
que produzcan un minimo efecto
contaminante sobre el medio am-
biente>1%!

Las observaciones de
campo mostraron que los gana-
dos alimentados en praderas con
el pasto Melinis minutiflora presen-
tan niveles muy bajos de infesta-
cién por garrapatas —a diferencia
de los ganados de los potreros
vecinos, alimentados con otro tipo
de gramineas, donde se ha pre-
sentado una infestacién mayor—.
De ahi surgié la inquietud por
determinar si el Melinis minutiflora
tiene una accién biolégica sobre
la Stomoxys calcitrans semejante a
la observada sobre las garrapatas.

Las condiciones ecold-
gicas y atmosféricas de Colombia
determinan un hébitat propicio
para el desarrollo de gran canti-
dad de paréasitos; teniendo en
cuenta ademas que el pais, ubica-
do en la zona tropical, tiene defi-
nidos dos periodos climaticos: el
verano y el invierno.



Estas condiciones am-
bientales favorecen, principalmen-
te por la temperatura y la
humedad, la proliferacién de in-
sectos, entre los cuales se encuen-
tra la Stomoxys calcitrans, que
produce anemias de distintos gra-
dos; lo cual puede ocasionar una
disminucién en el mercado de la
carne, pues implica una baja en el
peso del animal. Ademds, el gana-
do puede ser trasmisor mecanico
de hemopardsitos y diseminador
de enfermedades tales como la sal-
monellosis, la pasteurellosis, la
mastitis bovina del verano, la fie-
bre aftosa, enfermedades aviares,
mixomatosis del conejo, peste por-
cina, infecciones y alergias en la
piel, nuches o dermatobiosis, gusa-
neras o miasis, e infecciones del
aparato digestivo por parasitos co-
mo Entamoeba histolytica, Giardia
spp, Taenia solium, T. hydantigena,
Dipilydium caninus. En los equinos
puede ser la causa de la anemia in-
fecciosa equina.l’3 &

La picadura de la Sto-
moxys calcitrans es muy dolorosa;
ocasiona en los bovinos irritacion,
inquietud y dificultad para su ali-
mentacién y rumia normal, Io que
los obliga a mover continuamente
la cabeza y la cola y a deambular
por el establo y los potreros; todo
esto repercute sobre su estado nu-
tricional y en la produccién de le-
che (Véase figura I).5’7'10

Huckett en 1950 clasifi-
cO taxondmicamente la mosca Sto-
moxys calcitrans, asi:

Philum: Artrépoda
Clase: Insecta
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Familia: Muscidae
Subfamilia: Stomoxy-

dinae.

Género: Stomoxys
Geoffrey.

Especie: Conop calcirans,
Linnaeus.

Numerosos  nombres

comunes se le han atribuido, en-
tre ellos: mosca brava, mosca del
pajar, mosca del perro, mosca de
la playa, mosca del ganado, mos-
ca de la maquina de cortar cés-
ped, siendo el méas aceptado el de
mosca del establo.

El control de las mos-
cas estd primordialmente orienta-
do a la destruccién de criaderos y
al saneamiento ambiental median-
te el uso de insecticidas o la apli-
cacién de sustancias repelentes.
Otra forma de control seria la
educacién sanitaria, que compren-
deria la adecuada disposicién de
las basuras y de los alimen-
tos‘11,13,19,25

El uso de orejeras he-
chas en PVC con piretroides de

accidén residual, el uso de feromo-.

nas sexuales y la aplicacién de ra-
diaciéon gamma —la cual inhibe la
fecundidad y la oviposicién de
las hembras, o produce machos
estériles— son algunos de los mé-
todos mas modernos para dicho
control de las moscas.

Diversos factores, como
la necesidad de alimentos, la res-
piracién, el calor y el sudor del
huésped —personas, animales o
plantas— atraen los ectoparasitos;
pero si se evita que los insectos
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Figura 1 Efecto de la Stomoxys calcitrans sobre la produccién de leche

Fuente: Tomado de Campbell, J. B. and McNeal, C. D. Universidad de Nebraska-Lincoln, julio

de 1979,

se posen en la piel mediante una
proteccién adecuada de la misma
con sustancias repelentes, se redu-
ce el peligro de trasmision de en-
fermedades y las reacciones
molestas. Sin embargo, este tipo
de control de ectoparasitos, basa-
do en sustancias repelentes de
origen quimico, presenta desven-
tajas como el desarrollo de resis-
tencia, la alta toxicidad, 1la
presencia de residuos y efectos
indeseables; por lo cual es necesa-

rio investigar sustancias repelen-
tes de origen natural, que sean
efectivas y seguras.

Con este fin se han
adelantado investigaciones para el
control de insectos por medio de
sustancias repelentes presentes en
la flora mundial. Entre ellas se
encuentran los estudios sobre la
actividad del Melinis minutiflora
realizados por Nancy Castafieda
en 1982; quien demostré que el
extracto etéreo de dicho pasto al




20% es repelente a la larva y aca-
ricida al acaro adulto del Boophi-
lus 1fr.licr0phts.8 Augusto Ahumada
corrobor6, en 1984, estas conclu-
siones; y demostré que algunas
fracciones cromatogréficas del Me-
linis minutiflora al 2,5% poseen
una accién repelente y larvicida
sobre el Boophilus microplus.2 Ga-
lindo y Riafio determinaron en el
extracto total de este pasto una
mezcla de acidos grasos —oleico
y linoleico—, terpenos, sesquiter-
penos, esteroles, beta sistoterol,
estigmaesterol y colesterol.'® Lue-
go, en 1986, Carlos Sandino deter-
miné Aacidos grasos, esteroles y
compuestos terpénicos aislados e
identificados mediante cromato-
grafia de capa fina y espectrosco-
pia al IR%

El pasto Melinis minuti-
flora es una forrajera rustica, poco
exigente, invasora y de rapido de-
sarrollo. Entre los nombres comu-
nes que se le han asignado estan
los de chopin y ‘.c:,rordura.18 Este
pasto se clasifica asi:

Orden: Glumiflorales
Familia: Graminea
Género: Melinis
Espede: minutiflora Beauv.

Parte experimental

Los experimentos lleva-
dos a cabo en el trascurso de esta
investigacion se realizaron en la
seccion de parasitologia del Labo-
ratorio de Investigaciones Médicas
Veterinarias, LIMV, dependencia
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del Instituto Colombiano Agrope-
cuario, ICA; y en el departamento
de farmacia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacio-
nal de Colombia, seccional Santa-
fé de Bogota.

Se empled el diseiio de
bloques completos al azar,’ en el
cual los bloques eliminan la varia-
ble tiempo en las pruebas in vitro
—o la variable sitio de aplicacion
del tratamiento en los experimen-
tos in vivo—, con los siguientes
tratamientos:

Tratamiento 1. Control:
sangre fresca citratada de bovino.

Tratamiento 2. Disolven-
te: acetona.

Tratamiento 3. Aceite o
fraccion cromatografica del Meli-
nis minutiflora.

Tratamiento 4. Patrén;
N-N dietiltoluamida.

Extracto del Melinis
minutiflora

Se prepararon dilucio-
nes al 1,25, 2,5, 5 y 10%. Las frac-
ciones cromatrogréficas a, ¢, fy g
al 0,62 y 1,25% fueron utilizadas
para valorar la accion repelente
frente a la Stomoxys calcitrans.

Reproduccion de la mosca
Stomoxys calcitrans

Las moscas fueron re-
colectadas con una jama y luego
llevadas a la caja de reproduccién
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para su oviposidén.6'19 Se alimen-
taron mediante una banda de ga-
sa impregnada con sangre fresca
citratada de bovino.

Después de la eclosién
de los huevos las larvas se desa-
rrollaron en el medio de cultivo
compuesto por estiércol fresco
de equino enriquecido con leche
en polvo y sangre de bovino a
una temperatura de 18 a 30°C y
una humedad relativa del 80%.
Luego de obtenerse las pupas se
retiraron del medio, se lavaron
con agua tibia y se colocaron en
cajas plasticas para la obtencién
de las moscas. Y una vez obte-
nidas las moscas se mantuvie-
ron en el laboratorio con agua
azucarada durante seis dias,
hasta su utilizacién en las
pruebas biologicas.

Evaluacion de la accion
repelente

La evaluacién consistié
en contar el nimero de moscas
que no ingirieron sangre; para lo
cual se presionaba el abdomen de
cada mosca sobre un papel secan-
te blanco y se enumeraban aque-
llas que no dejaban huellas de
sangre.

Experimentos in  vitro.
Para estos experimentos se utili-
zaron dos pruebas:

1. Pruebas con gasa

Se empled el método
descrito por Starnes y Granett; 4 se
depositaron cincuenta moscas anes-

tesiadas dentro de cada una de
las cajas de repelencia para cada
uno de los tratamientos —patrén,
disolvente, extracto o fraccién cro-
matogréfica y control—. Sobre la
cara superior de la caja control se
coloc6, como cebo, una banda de
gasa ligeramente impregnada con
sangre fresca citratada de bovino;
y en las otras tres cajas se coloca-
ron primero sendas bandas de ga-
sa con el cebo y luego con cada
uno de los tratamientos que se
iban a ensayar.

2. Pruebas con piel

Se emple6 el método
anterior, pero cambiando el siste-
ma de las gasas impregnadas por
trozos de piel fresca de bovino.
En los experimentos in vitro se
valoré la accién repelente durante
ocho horas de exposicién de las
moscas a los diferentes tratamien-
tos. Las pruebas se repitieron cin-
co veces.

Experimentos in  vivo.
Fueron realizados en diferentes
especies:

En bovinos se empled
el método descrito por Roberts y
colaboradores: se rasuraron en
forma de parche cuatrg dreas del
cuerpo de los bovinos;™ se apli-
caron sobre éstas los distintos
tratamientos —el patrén, el di-
solvente, el control y el aceite o
las fracciones cromatogréficas del
Melinis minutiflora a las concentra-
ciones mencionadas—; y luego se
le colocé una caja plastica con
veinte moscas a cada una. La ac-
cién repelente se valor6 durante
treinta minutos de exposicién de



las moscas a los tratamientos.
Las pruebas se repitieron cuatro
veces.

En ratones las pruebas
se realizaron utilizando primero
ratones de tres a cinco dias de
nacidos, sin pelo, y luego ratones
de dieciocho a veinte dias de na-
cidos, con pelo. Un grupo de
veinte ratones se dividid en cua-
tro, con cinco ratones cada uno, v
éstos se trataron por inmersién en
cada una de las soluciones de los
tratamientos. Luego se introduje-
ron dentro de una caja de prueba
con veinticinco moscas. El com-
portamiento de las moscas frente
a los ratones sometidos a dichos
tratamientos fue observado du-
rante seis horas. Las pruebas se
repitieron cuatro veces.

En cobayos el ensayo
se hizo con uno de aproxi-
madamente ocho semanas de
edad, el cual se introdujo dentro
de una caja de repelencia con cin-
cuenta moscas. Se observd duran-
te seis horas si picaban o no al
animal. La prueba fue repetida
dos veces.

Correccion de los resultados

Esta se realizé de
acuerdo al disefioc experimental
utilizado, con base en la siguiente
féormula estadistica:

Repelencin obtenida - Repelencin control
% Rc = — ¥
100

100 - Repelencia control

No. 2, marzo 1993 - marzo 1994

donde Rc es la repelen-
cia corregida.

Anadlisis estadistico

La respuesta en por-
centaje de repelencia fue compro-
bada mediante la prueba de
andlisis de varianza. Para ello se
consideré6 como variable depen-
diente el efecto de los tratamien-
tos, y como variables comunes los
datos de la concentracion a dife-
rentes niveles y el tiempo en que
se hicieron las evaluaciones.” Lue-
go se hizo la prueba de Duncan
para comparar las medidas y ver
las diferencias entre ellas.

El andlisis de regresién
se realiz6 con el fin de relacionar
los resultados de la respuesta en
porcentaje de repelencia con el
porcentaje de concentracion del
extracto total del pasto Melinis
minutiflora.

Resultados y discusién

Para el andlisis del
aceite del pasto Melinis minutiflora
v sus fracciones cromatogréficas
se pesaron 15 kg de la planta en
estado fresco. El rendimiento del
aceite libre de ceras, a partir del
cual se obtuvieron las fracciones
cromatograficas, fue del 0,9%.

En la tabla 1 se mues-
tran los resultados de la repro-
duccién controlada en laboratorio

Actividad repelente del aceite y de algunas fracciones cromatogréficas
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Tabla 1 Reproduccién controlada de la Stomoxys caicitrans

Dias  Etapa Promedio Rango
Huevo-larva 1,33 1-2
Larva-pupa 7,44 5-10
Pupa-moscas 6,11 3-11
Huevo-moscas 14,88 9-23

Estado adulto
f Huevos
9-23 dias @ 1-2 dias
Pupas
3-11 dias
Larvas
5-10 dias

Figura 2 Ciclo de vida de la mosca Stomoxys calcitrans



de la Stomoxys calcitrans y en la
figura 2 su ciclo de vida.

Los resultados de la re-
produccién controlada de la Sto-
moxys calcitrans se obtuvieron
promediando nueve replicaciones;
bajo condiciones de humedad re-
lativa del 80% y temperatura
aproximada entre 28 y 30°C.

A partir de la evalua-
cién del efecto repelente del aceite
y de las fracciones cromatograficas
del Melinis minutiflora frente a la
Stomoxys calcitrans se determind
que el comportamiento de las mos-
cas frente al aceite es similar al que
presentan cuando son sometidas a
la N-N dietiltoluamida —patrén—,
tanto en las pruebas in vitro co-
mo en las in vivo.

En la experimentacion
in vitro se obtuvieron los siguien-
tes resultados:

1. Pruebas con gasa. Se
presentd el mayor porcentaje de
repelencia corregida, 92,95%, el
cual fue similar al de la N-N die-
tiltoluamida, 93,33%.

El aceite a las concen-
traciones de 5; 2,5 y 1,25%, mos-
tré una actividad repelente de
73,48; 63,09 y 58,16%; comparan-
dola con la de la N-N dietiltolua-
mida —patrén—, que mostré una
actividad repelente del 95,14;
91,51 y 89,88% respectivamente.

2. Pruebas con piel. In-
dicaron para las concentraciones
del 10; 5, 25 y 1,25% un efecto
repelente del aceite del 79,12
78,01; 66,38 y 45,59% respectiva-
mente; mientras que la N-N die-
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tiltoluamida —patrén— mostré
una repelencia del 95,90; 90,21,
89,00 y 87,51% con respecto a ca-
da una de las concentraciones
mencionadas.

Los resultados obteni-
dos en la experimentacién in vivo
fueron:

1. Pruebas con bovinos.
A las concentraciones de 10, 5; 2,5
y 1,25% la repelencia resulté ser
de 8591; 6943; 64,59 v 51,79%
respectivamente; en contraste con
los resultados encontrados con la
N-N dietiltoluamida, que mostré
una repelencia del 95,63; 96,20,
97,76 y 96,83%. De las fracciones
cromatograficas, la a2 fue la que
present6 mayor actividad repelen-
te, con valores entre el 66,08 y el
0,62%. También al 1,25% dicha
fracciéon a fue la que tuvo un ma-
yor efecto repelente, 89,79%; simi-
lar al de la N-N dietiltoluamida,
del 95,39%.

2. Pruebas con cobayos
y ratones. Estos ensayos no die

ron resultado debido a que las.

moscas no picaron a estos anima-
les durante seis horas de exposi-
cion. Este hecho se verificd
porque al hacer presion en el ab-
domen de las moscas sobre un
papel secante no se observaron
huellas de sangre.

Después de varios en-
sayos v de modificar muchas téc-
nicas se obtuvo en el laboratorio
la cantidad suficiente de moscas
adultas aptas para la investiga-
cién planeada (Véase figura 3).
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Figura 3 Moscas adultas obtenidas en el laboratorio

Segun estudios_realiza-
dos por Galindo y Riafio,'® y por
Sandino,” la actividad repelente
del aceite y la fraccién a se po-
drian atribuir a compuestos como
terpenos, sesquiterpenos, terpe-
noides y esteroles, presentes en el
pasto Melinis minutiflora; sustan-
cias éstas que, de acuerdo con
lf)algoz,12 actan como repelente
de insectos.

En los experimentos in
vitro e in vivo, el aceite del Meli-
nis minutiflora mostré una activi-
dad repelente frente a la Stomoxys
calcitrans en relacién directa con
la concentracion del mismo; estos
resultados son comparables a los
obtenidos sobre Boophilus micro-
plus por Castafieda® y Ahumada.?

Solamente la fraccién a
al 1,25% present6 actividad repe-
lente comparativamente més po-
tente que la obtenida por el aceite
al 10%; lo que concuerda con los

resultados de Ahumacia.,2 quien
determiné una actividad acaricida
sobre el Boophilus microplus con
esta fraccidon.

El andlisis de varianza,
realizado para comparar los resul-
tados de los experimentos sobre
piel y gasa, mostré que las prue-
bas resultaron muy semejantes
para los diferentes niveles de con-
centracién de aceite utilizados.

La prueba Duncan,9
para comparar los efectos repe-
lentes a diferentes concentracio-
nes y tipos de materiales
utilizados, gasa o piel, mostré
una significancia estadistica se-
mejante en ambas pruebas para
concentraciones al 5 y 2,5% del
aceite. Entre las concentraciones
al 10 y 1,25%, present6 una acti-
vidad repelente estadisticamente
diferente en ambos ensayos
(Véase figura 4).
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Figura 4 Comparacién de la actividad repelente del aceite del Melinis
minutiflora en los experimentos in vitro.

Los analisis de regre-
sién para las pruebas in vitro e in
vivo mostraron una distribucién
lineal ascendente en la cual la ac-
tividad repelente del aceite frente
a la Stomoxys calcitrans va aumen-
tando a medida que se aumenta
la concentraciéon del aceite; asi, la
mejor respuesta repelente es
aquella que se presenta al 10%,
con un porcentaje de repelencia
del 92% (Véanse figuras 5 y 6).

Para la respuesta por-
centaje de repelencia en funcién
de las concentraciones de las frac-
ciones cromatogréficas, los anali-
sis indicaron que la mejor
respuesta repelente se obtuvo con

la fraccién a, con un porcentaje
de repelencia de 66,08 y 89,79%, a
las concentraciones de 0,62 vy
1,25% respectivamente. Esta es se-
guida por las fracciones i, d y b,

en tanto que las fracciones f, cy g -

en orden descendente fueron me-
nos activas.

Conclusiones

1. El método a base de
estiércol de equino modificado es
un excelente medio de reproduc-
cién de la Stomoxys calcitrans en el
laboratorio.

Actividad repelente del aceite y de algunas fracciones cromatograficas
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Figura 5 Ajuste de la ecuacion de regresién a las curvas del porcentaje
de repelencia del aceite del Melinis minutiflora in vivo.
2. Las pruebas in vitro estar presentes los principios acti-
e in vivo utilizando el aceite al vos responsables del efecto eva-
10% del pasto Melinis minutiflora luado.
mostraron un alto porcentaje de 4. Se demostré6 que no
§ repelencia frente a la Stomoxys es conveniente utilizar ratones y
°  calcitrans. cobayos como animales de experi-
§ 3. La fraccién 4, de las mentacién en los ensayos de re-
0 fracciones cromatogréficas ensaya- pelencia frente a la mosca
‘g das a las concentraciones de 0,62 Stomoxys calcitrans, pues ésta no
% y 1,25%, mostré una mayor y se acerca a picarlos porque no
< més potente actividad repelente; apetece su sangre.
£ lo que indica que en ella deben
26
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Figura 6 Ajuste de la ecuacién de regresién a la curva de porcentaje de
repelencia del aceite del Melinis minutiflora in vivo.
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