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messsesssss ABSTRACT. A simple laboratory system to sustain the development of the larva to
adult stage of the wild-type horn fly, Haematobia irritans (L.) is described. The cul-
ture medium is based on a bacterial suspension obtained from bovine fecal feces
(olidic diet) and a support material consisting of cotton gauze where the bacterial
suspension is deposited. The conditions for optimal bacterial extraction as well as
the conditions for its preservation are described. The optimal concentration of bac-
terial suspension that supports the development of a fixed number of larvae was
determined. At this concentration, the percentage of larvae alive at 48 h was 86.5%
and 68.5% (96 h) of the initial number of larvae seeded could pupate and initi-
ate metamorphosis. Comparable results were obtained (93 and 75% respectively)
using bovine fecal feces as a culture medium. Since the medium consisted of a
bacterial suspension, it allows an easy visual inspection of the larvae to study their
developmental stages, and it also permits the bioassay of soluble insecticidal com-
pounds. The construction and operating parameters of a breeding chamber, which
allows incubation of the culture media at a controlled temperature and humidity, are
also described in this work.

KEY WORDS. Horn fly. Fecal olidic diet. Larval stages.

memesssssss RESUMEN. Se describe un sistema simple para sostener el desarrollo larval de
moscas de los cuernos salvajes, Haematobia irritans (L.) en condiciones controla-
das de laboratorio. Dicho sistema consiste en un medio de cultivo y una camara de
cria. El medio de cultivo se basa en una suspension bacteriana obtenida a partir
de materia fecal bovina. Ademas, se establecen las condiciones 6ptimas para la
extraccion y conservacion de la suspension bacteriana. Dada una concentracion
optima de suspension bacteriana que permite el desarrollo de un nimero estable-
cido de larvas, se determin6 que la duracion de la etapa larval fue de 96 + 4 h. El
porcentaje de larvas vivas a las 48 h fue del 86,5%, mientras que el 68,5% (96 h)
logré iniciar la metamorfosis y alcanzar el estado adulto. Utilizando la materia fecal
bovina (MFB) fresca como medio de cultivo, se obtuvieron resultados comparables.
Ademas de su facil preparacion, prolongado almacenamiento y alta reproducibili-
dad, la utilizaciéon de la suspension bacteriana como medio de cultivo permite la
inspeccion visual permanente de las larvas y puede ser empleada para realizar
bioensayos sobre larvas de mosca de los cuernos con compuestos insecticidas
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solubles. Por otra parte, en este trabajo se describen las caracteristicas y parame-
tros de funcionamiento de una camara de cria simple y econémica, que permite
la incubacion de los medios de cultivo a una temperatura y humedad controlada.

PALABRAS CLAVE. Mosca de los cuernos. Dieta olidica larval. Desarrollo larval.

INTRODUCCION

Haematobia irritans (Linneus), es un diptero
que en su fase adulta es hematéfago obligado
y ataca principalmente al ganado bovino. La
“mosca de los cuernos” es originaria de Euro-
pa central y en la Argentina fue detectada por
primera vez en 1991 (Luzuriaga et al., 1991).
Representa una plaga mundial con alto impacto
econdémico y en la Argentina se encuentra po-
blacionalmente distribuida en las 3/5 partes del
area continental (Tarelli, 2004; Bulman, 2012),
lo que representa aproximadamente el 90% del
territorio nacional dedicado a la explotacion pe-
cuaria (Torres et al., 2002). Las pérdidas econo-
micas ocasionadas por esta mosca se deben
principalmente a la accion irritante que provoca
su picadura (Guglielmone et al., 2002). La pica-
dura de esta mosca es dolorosa y persistente
(entre 10 y 40 veces por dia, por mosca); que
multiplicada por los cientos de ejemplares que
parasitan un individuo producen una accion
irritante severa, que finalmente se traduce en
importantes mermas en la produccion. Se ven
afectados principalmente: la producciéon de
carne, leche, la libido del toro y el valor del cue-
ro; asimismo, la herida provocada incrementa el
riesgo sanitario (Bulman, 2012).

Las etapas inmaduras de H. irritans se de-
sarrollan exclusivamente en la materia fecal bo-
vina, alli transcurren el desarrollo embrionario
y los tres estadios larvales (Bruce, 1964). Este
complejo sustrato le ofrece el aporte nutricional
de bacterias, factores solubles y condiciones
fisicoquimicas apropiadas, tales como tempe-
ratura, pH, oxigenacion y humedad (Stanley &
Kunz, 1996). Como consecuencia de su fuerte
impacto econémico existen numerosos estu-
dios focalizados en analizar distintos métodos
de control, diferentes principios activos y el gra-
do de resistencia a insecticidas que presentan
las poblaciones silvestres. Debido a las dificul-
tades que presenta la cria de este insecto en
laboratorio, la mayoria de estos estudios fueron
realizados con moscas aclimatadas, criadas

en condiciones de semicautiverio sobre gana-
do estabulado (Burg et al.,, 1994; Floate et al.,
2001). En la Argentina no hay laboratorios de
cria de H. irritans y, a nivel mundial, aun no se
ha logrado un sistema de cria en cautiverio que
permita el desarrollo a ciclo completo de todos
los estadios de desarrollo de ejemplares silves-
tres. Por esta razon, resulta esencial generar un
método de produccion de moscas de los cuer-
nos en cautiverio donde se puedan mantener
condiciones controladas y reproducibles. En
este sentido, un aspecto fundamental a resolver
es la dieta larval. En H. irritans el sustrato de
crecimiento mas empleado es la materia fecal
bovina fresca (MFB) (Alves de Carvalho et al.,
2009; Ferraz Lima et al., 2014). Las bacterias
presentes en la MFB hacen una contribucion
significativa al desarrollo de las larvas (Teme-
yer & Clay, 1993; Temeyer, 1998; Perotti et al.,
2001). Sin embargo, la utilizacién de este ma-
terial presenta problemas de reproducibilidad,
ya que no todas las heces bovinas tienen igual
rendimiento (depende del estado fisioldgico del
animal que les dio origen, su estado sanitario,
parasitosis, alimentacién, contenido de agua,
etc.). Por otra parte, la manipulacién, almace-
namiento y preservacion de la MFB resulta di-
ficultosa (su consistencia fibrosa impide la dis-
tribucion homogénea de compuestos activos,
etc.). Existen pocos antecedentes de disefio
de medios sintéticos para la cria de H. irritans.
Como antecedentes de disefio de medios sinté-
ticos de H. irritans, se encuentran un medio de
cria compuesto por una mezcla de MFB/agar
(Gough et al., 2002) y un medio de cria sintético
basado en la utilizacion de yema de huevo vy
alfalfa en agar (Perotti & Lysyk, 2003). Sin em-
bargo, a pesar de reiterados intentos realizados
en nuestro laboratorio no se pudieron reprodu-
cir los resultados reportados por estos autores.

En este trabajo se describen los resultados
obtenidos mediante un medio semi-sintético
(dieta olidica), lo que posibilita la realizacion de
bioensayos sobre estadios inmaduros con ejem-
plares salvajes (no aclimatados). Este medio es
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libre de agar, facil de homogenizar con com-
puestos activos y es propicio para la realizacion
de bioensayos de toxicidad. Asimismo, en este
trabajo se presenta por primera vez el disefio de
una camara de cria con control de temperatura
y humedad, econémica y de facil construccion.

MATERIALES Y METODOS

Etapa Adulta. Los adultos silvestres de H.
irritans fueron capturados de su habitat natu-
ral, sobre el lomo de bovinos acorralados en el
Mercado Concentrador de Hacienda (Ferreyra,
Provincia de Cérdoba). Dicha captura se reali-
z6 con una red entomolégica de 0,8 mm de tra-
ma. Las moscas atrapadas fueron transferidas
a una jaula de 15 x 15 x 25 cm forrada con la
misma tela que la red entomolégica (microtul),
y con un cierre movil en un extremo (Fig. 1A'y
1B). Las moscas adultas se alimentaron con
una solucién de sangre bovina (anticoagulada)
al 70% volumen en volumen (V/V) en solucion fi-
sioldgica, NaCl 0,85% peso en volumen (P/V), a
37 °C (provistas en pafios de algodon). La sangre
utilizada para alimentar las moscas se extrajo de
ejemplares bovinos e inmediatamente se mez-
clé (20% V/V) con una solucién anticoagulante y
preservante compuesta de: 0,023M &cido citrico
(CH,0,); 0,063M citrato de sodio (Na,C,H.0.);
0,082M dextrosa (CH,,0,); 0,46mM cloranfeni-
col (C,,H,,C,N,O,) segun Kuramochi (2000a).
La sangre se fraccioné y congeld a -20 °C con-
servando sus propiedades hasta seis meses.

Colecta de huevos. La recoleccion de los
huevos fue realizada en un pafio embebido con
solucion fisiolégica a 30 °C, en oscuridad y a
humedad ambiente. Los huevos depositados
durante 5 h en el pafio fueron colectados en un
vaso de precipitados de 5 litros como se descri-
be a continuacion. El pafio se colocé en la pa-
red del vaso, se enjuagd con agua destilada, de
modo que los huevos arrastrados por la corriente
de agua, se depositaran en el fondo del vaso de
precipitados y desde alli se colectaron usando
una pipeta de 5 ml con la punta cortada (aprox. 3
mm). Los huevos fueron dispuestos en otro pafio
embebido en solucioén fisiolégica e incubados en
camara humeda durante aproximadamente 12 h
a 30 °C, hasta la eclosién (Fig. 1B).

Etapa larval (bioensayos). Las larvas recién
eclosionadas se colectaron con un pincel ento-
moldgico y se sembraron sobre la superficie de

los diferentes sustratos de cria. Se colectaron
muestras de MFB recién depuesta, libre de
orina. Las muestras de MFB se preservaron a
4 °C durante su traslado al laboratorio. Antes
de ser usadas para bioensayos se comprobd
su viabilidad tomando una muestra de 30 g de
MFB y se registr6 la supervivencia de 15 larvas |
luego de 48 h. Los lotes de MFB seleccionados,
para realizar los diferentes experimentos, fue-
ron aquellos donde la sobrevida de las larvas
superd el 90%. Para los bioensayos se realizd
un modelo experimental completamente aleato-
rizado a un factor, se sembraron15 larvas por
réplicay 3 réplicas por tratamiento. Como varia-
ble respuesta se cuantifico la supervivencia de
larvas luego de diferentes tiempos de incuba-
cion. Se determind la homogeneidad de varian-
za. Para la comparacion de medias de a pares,
48, 72 y 100 h (Fig. 3) se realiz6 la prueba T
de Student de dos colas con varianza homogé-
nea. Para la comparacion de medias multiples
se realizé un anélisis de varianza ANOVA. A fin
de estudiar la diferencia entre medias se realizd
el test de comparaciones multiples de Tukey o
método HSD “Honestly Significant Difference”.
Para todos los analisis estadisticos el nivel de
significancia fue de 5% (o = 0,05).

Preparacion del extracto fecal bovino (EFB).
La materia fecal bovina (MFB) es el sustrato na-
tural que le proporciona alimento y refugio a las
larvas de H. irritans. A fin de reemplazar la MFB
como sustrato de cria, se implementé un proto-
colo para extraer las bacterias presentes y elabo-
rar un extracto fecal bovino (EFB). Se preparé una
suspension de MFB en solucion fisiolégica (400 g
MFB en 400 ml de solucion fisiolégica) que fue
posteriormente procesada durante dos minutos
en una licuadora de paletas. El material vegetal
se elimind con una malla de tela de 0,1 mm de
trama. Esta primera extraccion se centrifugd por
12 min a 5000 x g, el “pellet” se resuspendié en
aproximadamente 10 ml de sobrenadante vy el
resto del sobrenadante se descarté (400 g de
MFB producen aproximadamente 6 g de pellet
resuspendido con 20 ml de sobrenadante). El
sustrato obtenido fue utilizado inmediatamente
como sustrato nutricional de larvas de H. irritans.
Las distintas diluciones de EFB fueron realizadas
con el mismo EFB previamente esterilizado por
autoclave (120 °C; 100 kPa; 40 min).

Preparacion del recipiente de cria para lar-
vas. Como recipiente de cria de larvas se em-
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plearon vasos de precipitado de 150 ml, conte-
niendo en el fondo del recipiente un disco de pa-
pel secante de 7 cm de didmetro saturado con
solucion fisiolégica. Sobre esta base de papel
se colocaron dos circulos de gasa de 5 cm de
diametro previamente humedecidos con agua
destilada. Se empleé gasa hospitalaria (100%
algodon, trama regular de 6x6 fibras por cen-
timetro cuadrado, y libre de acondicionadores).
Sobre esta capa de gasa se vertieron 5 ml de
EFB precalentado a 37 °C, y se agregaron otros
2 circulos de gasa. Se afiadieron otros 5 ml de
EFB y una ultima capa de gasa. Finalmente, so-
bre esta superficie fueron sembradas las larvas
| de H. irritans. El recipiente de cria se mantuvo
destapado para mantener su interior himedo y
oxigenado durante toda la etapa larval.

Camara de cria y condiciones de incuba-
cion. La camara de cria disefiada tiene una ca-
pacidad para 40 recipientes y consistié de un
contenedor de plastico transparente (60 x 40 x
30 cm) con tapa (Fig. 1A, 1B, 1C). La tempe-
ratura de la camara de cria fue de 30 °C y se
control6 mediante dos almohadillas térmicas
San-up® ubicadas del lado exterior de la mis-
ma (localizados una por debajo y la otra enci-
ma de la tapa a fin de promover la distribucion
homogénea de la temperatura y prevenir la
condensacion de humedad en la parte supe-
rior de la camara, tapa). Dichas almohadillas
fueron conectadas a un termostato con sensor
de temperatura dentro de la camara de cria. La
humedad fue suministrada por un humidificador
ultrasonico que distribuye una fina neblina de
agua destilada, sin aporte de calor. El flujo de
neblina a temperatura ambiente se suministrd
desde la parte inferior de la cdmara mediante
dos entradas no enfrentadas, a fin de favore-

cer corrientes de conveccion que homogeniza-
ran el ambiente interno de la misma. El flujo de
vapor fue de 4-5 litros de aire por minuto. La
humedad fue estabilizada a “punto de rocio”. El
tiempo de operacion del humidificador fue 15
min/h el primer dia, 10 min/h el segundo dia,
6,7 min/h el tercer dia, y 5 min/h en el cuarto dia
de incubacion. Los cultivos de larvas se llevaron
a cabo en oscuridad. La camara de cria fue em-
plazada en una habitacién termostatizada a 25 °C
durante todo el periodo de experimentacion.
Supervivencia larval en diferentes estrate-

gias de criopreservacion de EFB. Al extracto
EFB se agrego glicerol a una concentracion fi-

nal de15% V/V y se conservo a -70 °C hasta su
uso. El glicerol fue removido del EFB antes de
ser empleado debido a que es téxico para las
larvas. Para ello se centrifugd el EFB durante
10 min a 5000 x g, se extrajo el sobrenadan-
te y antes de descartarlo se midié su volumen,
volumen “S1”. El “pellet” fue lavado tres veces
con dos volimenes iguales a S1 de solucién
fisioldgica. Luego de cada lavado, el EFB se
resuspendio y centrifugd a 5000 x g durante 10
min. Finalmente, el “pellet” se resuspendid en
el mismo volumen S1 de EFB esterilizado y se
empled como alimento para las larvas.

RESULTADOS

Etapa Adulta. En cada campafia, se captura-
ron aproximadamente 1000 individuos y la rela-
cion de machos y hembras fue 1:1 coincidiendo
con lo reportado previamente por Kuramochi
(2000b). Los adultos capturados fueron transfe-
ridos a una jaula por geotropismo negativo y fo-
totropismo positivo y la sobrevida de los mismos
en camara de cria a 30 °C y humedad ambiente

A Céamara de cria,
termostatizada e

Estanteria porta higrostatizada

recipientes de

Jaula para moscas
adultas (oviposicion)

Bandeja con pafio himedo
para la recoleccion de huevos

Humidificador
por ultrasonido

Camara de cria con jaula
para ejemplares adultos

Camara de cria con estanteria para
incubar ejemplares juveniles (larvas)

C

o0

AT

Fig. 1. Esquema de los componentes de la cdmara de cria (A) con temperatura y humedad controlada. Dicha cdmara puede
alojar alternativamente la jaula para moscas adultas (B), o la estanteria porta recipientes de cria de larvas (C). La estanteria C
es un “rack” para alojar los recipientes de cria donde se ensamblan los elementos que componen el medio de cultivo de larvas.

156



FILIBERTI, A. et al. Sistema para la cria de larvas de Haematobia irritans

fue de 15 dias. Durante este periodo los adultos
se alimentaron con sangre bovina anticoagulada.

Colecta de huevos. Las hembras gravidas
mantenidas a 30 °C, en oscuridad y a humedad
ambiente, depositaron los huevos en un pafio
embebido con solucién fisioldgica, dispuesto
en el fondo de la jaula. Cada hembra deposi-
té entre 10 a 17 huevos que fueron incubados
en las condiciones antes mencionadas hasta
su eclosion, y las larvas emergentes utilizadas
para los posteriores experimentos. Fue posible
retardar la eclosién hasta 16 h incubando los
huevos a 21 °C y luego incrementando la tem-
peratura a 35 °C hasta la eclosion.

Etapa larval (bioensayos).

Supervivencia larval en diferentes medios de
cria. En la Tabla | se muestra la efectividad del
EFB puro (100%), del EFB diluido al 50% V/V
con el mismo EFB previamente esterilizado por
autoclave y de la MFB, luego de 48 h de incu-
bacion en las condiciones reportadas para la
camara de cria. Como era de esperar, la MFB
es el mejor sustrato para el crecimiento larval
con un 93% =+ 6,7 de supervivencia mientras
que con el EFB puro fue del 55,6% + 10,2y con
el diluido a la mitad fue del 73% = 6,1. La super-
vivencia larval disminuyd significativamente en
la MFB remanente luego de realizar el extracto,
indicando que gran parte de los requerimientos
para el desarrollo larval fueron extraidos en la
elaboracion del EFB (Tabla I).

Supervivencia larval en diferentes diluciones
de EFB. La diferente supervivencia larval regis-
trada con el EFB puro y al 50% indica una co-
rrelacion entre la supervivencia larval y la con-

Tabla I. Supervivencia de larvas de Haematobia
irritans en diferentes medios de cria, cuantificada
48 h después de la eclosion del embrién. Los me-
dios fueron, Materia Fecal Bovina (MFB), Extracto
Fecal Bovino (EFB) puro o diluido. MFB esteriliza-
day EFB esterilizado. DE, desvio estandar.

Medio de cria Supervivencia larval %

(media = DE)
MFB(20 g) 93,3 £6,7
MFB estéril(20 g) 0
MFB remanente (20 g) 13,3+6,7
EFB 100% (10 ml) 55,6 + 10,2
EFB 50% (10 ml) 73,0 £ 6,1
EFB estéril (10 ml) 0

centracion del EFB. Por lo tanto, se analizd la
supervivencia de larvas crecidas en diferentes
concentraciones de EFB (Fig. 2). El valor critico
para la distribucion F de Snedecor (Fc) fue Fc
= 2,845. En tanto que el valor F observado (Fo)
para el mismo nivel de significancia fue Fo =
12,65 con una probabilidad de 0,0000595 (p <
0,001) y nivel de significancia del 5% (o = 0,05).
El valor de tabla para la distribucion de Tukey fue
g (7,14) = 4,83 con lo cual el valor HSD =17,6.
Aquellas diferencias de medias cuyo valor ab-
soluto superaron el valor HSD fueron conside-
radas estadisticamente significativas (Fig. 2).
La supervivencia larval vari¢ significativamente
para las distintas diluciones de EFB. Si bien en-
tre 20, 30 y 50% de EFB no hubo diferencias sig-
nificativas, la concentracion éptima se registrd
alrededor del 30% de dilucién del extracto fecal
bovino, con una supervivencia larval de 86,5% +
6,5, ligeramente inferior a la supervivencia obte-
nida con MFB (93,3%; Tabla I).

Supervivencia larval a diferentes tiempos de
incubacién en EFB (30% V/V). En las condicio-
nes de cria utilizadas, la duracion promedio de
la etapa larval no present6 diferencias cuando
se las alimenté con MFB (20 g) o con EFB 30%
(10 ml). Con ambos sustratos la duracion fue de
96 + 4 h desde la eclosion del huevo y el inicio
del proceso de la metamorfosis. La superviven-
cia de las larvas durante esta etapa del desa-
rrollo post-embrionario, decrecid con el tiempo
de desarrollo, tanto para MFB como para EFB
(Fig. 3). Luego de 48 h de incubacién en ca-
mara de cria, la supervivencia larval en ambos

Supervivencia larval en diferentes diluciones de EFB
100

87a

90

80

70

60

50

Supervivencia Larval (%)

40

30

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Porcentaje del extracto fecal bovino

Fig. 2. Supervivencia de larvas de Haematobia irritans 48 h
después de la eclosion del embrién y mantenidas en distintas
diluciones del EFB (5, 10, 20, 30, 50, 70y 100%). Los valores
seguidos por la misma letra no difieren significativamente
entre ellos. F de Snedecor (p < 0,001). Tukey (o = 0,05); g
(7,14) = 4,83, HSD=17,6.
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medios no resultd significativamente diferente
(p=0,111;1=2,035. Para 72 h; p = 0,025; t =
3,499. Para 100 h (pupa); p = 0,309; t = 1,163.
Para los tres tiempos o = 0,05).

El 75% de las larvas | sembradas en MFB
lograron completar esta etapa del desarrollo e
iniciar la metamorfosis, mientras que en EFB
(80%) fue del 68,5%. Finalmente, independien-
temente del medio de cria empleado, el 90% de
las larvas que iniciaron metamorfosis completa-
ron esta etapa dando adultos activos.

Supervivencia larval en diferentes estrategias
de criopreservacion de EFB. Se analizaron dife-
rentes formas de preservacion del EFB determi-
nando la supervivencia larval luego de 48 h de
incubacion. Utilizando EFB fresco, la superviven-
cia larval fue del 86,5% =+ 6,5; reduciéndose a
un 51% + 7,8 para el EFB conservado 15 dias a
4°Cya315% =+ 8,2 utilizando EFB conservado
durante 15 dias a -70 °C sin glicerol. Sin embar-
go, la sobrevida larval fue del73% + 7,2 cuando
se empled el EFB preservado durante 15 dias a
-70 °C con 15% de glicerol, removido antes del
bioensayo. Todos los valores difirieron significati-
vamente entre sf (test de Tukey, a = 0,05).

DISCUSION y CONCLUSIONES

En este trabajo se presenta un sistema de
cria econdémico y facil de construir para mante-
ner individuos salvajes de H. irritans durante el

Supervivencia larval en el tiempo (MFB vs EFB 30%,

120

Ko %82 g,
= 80b 75d
2 8 68d
o 60 c
2 0
<
]
2 40
2
]
2 20
=3
v

0

MFB EFB MFB EFB MFB EFB
48h 72h 100 h (pupa)

Fig. 3 . Supervivencia larval de Haematobia irritans en
diferentes tiempos de incubacion, comparando MFB
y EFB 30%. Las barras verticales indican los valores
promedios y las lineas verticales los valores de desviacion
estandar. Valores seguidos por la misma letra no difieren
significativamente entre ellos, mientras que en los valores
seguidos por letras diferentes existe diferencia significativa
entre ellos. Comparacién de medias de a pares entre
grupos del mismo tiempo, T de Student (o = 0,05). Para 48
h:p =0,111. Para 72 h: p = 0,025. Para 100 h: p = 0,309.

desarrollo embrionario y larval en condiciones
de temperatura y humedad controlada. El em-
pleo de este sistema de cria ha sido utilizado
para analizar el efecto de Bacillus thuringiensis
(Filiberti, 2007) y de floxina B sobre el desarro-
llo postembrionario de H. irritans (Filiberti et al.,
2009). También fue empleado para estudiar el
ciclo de vida y desarrollo gonadal de las mis-
mas (Basso et al,, 2011). Sin embargo, hasta
el presente no habiamos descripto la camara
de crfa empleada ni el detalle de la preparacion
de un extracto EFB a partir de materia fecal bo-
vina. La preparaciéon de EFB 30% V/V mantuvo
las principales propiedades requeridas para
el completo desarrollo larval. El 68,5% de las
larvas mantenidas en EFB logré completar el
desarrollo e iniciar metamorfosis, alcanzando
valores similares a los reportados por Perotti
& Lysyk (2003) con un medio constituido por
materia fecal bovina estéril suplementado con
bacterias Acinetobacter sp. y Pseudomonas sp.
El empleo de EFB presenta varias ventajas so-
bre el MFB ya que es mas facil de almacenar y
puede ser preservado por un tiempo prolonga-
do en glicerol y a -70 °C, evitando asf el requeri-
miento de MFB fresca. Por otra parte, el empleo
del EFB facilita la realizacion de bioensayos,
ya que al ser un medio liquido, la solubilidad y
homogenizacion de diferentes sustancias que
se quisieran ensayar es mas simple y reprodu-
cible. Asimismo, el sistema permite localizar y
observar facilmente a las larvas durante su de-
sarrollo, sin interferir en el sistema.

Los medios de cria reportados aportan los
factores nutricionales en tanto que la camara
de cria reportada suministra las condiciones
ambientales (humedad y temperatura). Ambos
sistemmas se complementan para sustentar el
desarrollo larval. Resulta importante comen-
tar que, ademas de la humedad, la aireacion
constante que le proporciond el humidificador
parecié ser un factor crucial para el desarrollo
larval, porque cuando los medios de cria fueron
tapados las larvas rapidamente abandonaron el
sustrato de cria y murieron.

Debido a que no se observé desarrollo larval
cuando las diluciones del EFB se realizaron con
solucion fisiolégica en vez de EFB esterilizado,
sugerimos que el EFB estaria aportando, ademas
de las bacterias vivas como sustrato nutricional,
otros factores que promueven el desarrollo larval.

Cuando los medios de cria ensayados MFB
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o EFB, fueron esterilizados mediante autoclave,
no se registré crecimiento de las larvas, ratifi-
cando lo mencionado por diversos autores en
cuanto a que la presencia de bacterias vivas,
resulta fundamental para la viabilidad de las lar-
vas de H. irritans.

Debido a que el EFB estéril no fue capaz de
soportar el desarrollo larval y altas concentra-
ciones de EFB resultaron inhibitorias del desa-
rrollo, consideramos que en la elaboracion del
EFB, ademas de las bacterias nutricionalmente
valiosas para las larvas, existe la posibilidad de
que también se hayan concentrado bacterias
que afectan el desarrollo de las mismas mani-
festando un efecto “anti promotor” o toxico para
el desarrollo larval.
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