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Estudios preliminares con nematodos entomopatégenos
para el control biologico de la mosca del cuerno,
Haematobia irritans L. (Diptera: Muscidae)

Entomopathogenic nhematodes for biological control of horn fly,
Haematobia irritans L. (Diptera: Muscidae), preliminary studies

Rubén Rodriguez Solano*
Consuelo Almazan Garcia*
Ignacio Armendariz Gonzalez*

Abstract

Nine populations of entomopathogenic nematodes belonging to seven species of Steinernema and Heter-
orhabditis genera were tested against horn fly (Haematobia irritans L.). The study was carried out under
laboratory conditions in three experiments: fly larvae in Petri dish, pupae in soil and pupae in manure.
Eight nematode populations showed infectivity against larvae or adult fly in the Petri dish test but only S.
carpocapsae showed infectivity in the soil and in the manure tests. Soil pastures sampled from Tamaulipas
did not show presence of any natural entomopathogenic nematode population.

Key words: BIOLOGICAL CONTROL, ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES, STEINERNEMA CARPOCAPSAE, S.
ARENARIUM, S. FELTIAE, S. GLASERI, S. LONGICAUDATUM, S. RIOBRAVE, HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA, HAEMATOBIA
IRRITANS, HORN FLY.

Resumen

Se probaron nueve poblaciones de nematodos entomopatégenos pertenecientes a siete especies de los
géneros Steinernema y Heterorhabditis contra la mosca del cuerno (Haematobia irritans L). El estudio
se realizo en condiciones de laboratorio mediante tres tipos de experimentos: Larvas de la mosca en
placas de Petri, pupas en suelo y pupas en estiércol. Ocho de las poblaciones de nematodos demostraron
infectividad en larvas o adultos en placa de Petri, pero sélo la especie S. carpocapsae demostré infectividad
en suelo y estiércol. Un muestreo de suelos de pastos en Tamaulipas a la busqueda de nuevas poblaciones
de nematodos no produjo resultados positivos.
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Introduction

orn fly, Haematobia irritans (L), was intro-

duced from Europe to America around 1880.

Today the fly is widely dispersed in America.'
Although the fly may occasionally have a different
animal hostess such as equine, dogs, etc., it has a pref-
erence for bovine. Both male and female adults are
hematophagous and remain on the host, except for
short periods of time in which they lay their eggs
in fresh manure. The larvae evolve to pupae in this
environment, and the emerged adults seek bovine for
feeding. The biological cycle duration depends on
temperature; it can be as short as two weeks.” In cold
conditions the fly gets into diapauses and the popula-
tion temporarily disappears. However, in some areas
in the state of Tamaulipas this phenomena does not
occur since adults are present throughout the year.'

Economical losses are related to loss of weight, loss
of blood, stress and digestive problems. It is thought
that in field conditions each adult fly feeds 24 to
38 times per day.” Some reproductive problems have
been recorded as well, associated to stress, loss of milk,
predisposition to certain diseases” and skin damage."

Normal control measures for the horn fly rely on
chemical insecticides such as piretroids, organophos-
phorades, organochlorides and avermec-tines, which
are directly poured on the animal, through aspersion,
immersion baths or on ear tags. Unfortunately resis-
tance to these insecticides has evolved rapidly in
Mexico and other countries.” Due to this resistance it is
advisable to deploy other integrated control systems in
order to decrease fly populations to acceptable levels
and reduce the harm in cattle. Of these integrated
control systems, biological control does not harm the
environment, nor man feeding from cattle by-products
or living in this environment.

For research and control programs, entomo-
pathogenic nematodes®’ are of special interest because
they are easy to use, generally diluted in water, and
they are commercially available. They are harmless,
do not interact with man nor with other superior
animals or vegetables. After a massive application and
in absence of a suitable host, they remain in operative
populations for months. Nematodes reproduce and
their populations increase when a host becomes
available. They are host specific, therefore undesirable
collateral damage is almost nonexistent and they are
capable of parasitize in a wide temperature range.

Several nematode species show insecticide
potential. They induce a bacterial infection (species of
Xenorhabdusand Protorhabdus genera) as they penetrate
into the host which dies and consequently stops the
biological cycle of the harmful species. The nematodes
feed from the remains and they can originate a
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Introduccion

a mosca del cuerno o de la paleta, Haematobia

irritans (L), fue introducida de Europa a

Estados Unidos hacia 1880, en la actualidad
presenta amplia distribuciéon en América." Muestra
preferencia por el ganado bovino, aunque puede
tener otros huéspedes ocasionales, como equinos,
perros, etc. Ambos adultos, machos y hembras, son
hematofagos, y permanecen en el huésped, salvo por
breves intervalos de oviposicion en estiércol reciente.
Las larvas se desarrollan en este medio, pupan en
él y los adultos recién emergidos buscan bovinos
para su alimentacién. La duracién del ciclo biolégico
depende de la temperatura, y puede ser de tan
s6lo dos semanas.” En condiciones frias la especie
entra en diapausa, con desapariciéon temporal de
las poblaciones. Sin embargo, en algunas zonas de
Tamaulipas no se observa este fenémeno, pues los
adultos estan presentes todo el ano.'

Las pérdidas econémicas se refieren a la dismi-
nucioén de peso de los bovinos, ocasionada por pérdida
de sangre, estrésy problemas digestivos. Se estima que
cada mosca adulta se alimenta entre 24 y 38 veces
por dia en condiciones de campo.” Igualmente se han
registrado problemas en la reproduccién, asociados
con el estrés, pérdida de leche, facilitacion de ciertas
enfermedades” y danos en la piel.*

Los procedimientos normales de control son:
el uso de insecticidas quimicos, como piretroides,
organofosforados, organoclorados y avermectinas,
aplicados directamente al animal por aspersién, bano
o mediante aretes. Desafortunadamente la resistencia
a estos insecticidas se ha desarrollado rdapidamente en
México y en otros paises.” Debido a estos fenémenos
de resistencia se aconseja instrumentar urgentemente
otros sistemas de control integrado que permitan
reducir las poblaciones de lamosca a niveles aceptables,
y minimizar el dano ejercido sobre el ganado bovino.
Dentro de un control integrado, el denominado
control biolégico ofrece la ventaja de su inocuidad
para el ambiente y, en consecuencia, para el hombre,
consumidor de los productos ganaderos y habitante
del entorno.

Dentro de la experimentacion y de los programas ya
en funcionamiento, los nematodos entomopatégenos*’
presentan una especial importancia por sus
posibilidades, ya que son de facil aplicacion,
normalmente diluidos en agua, y estan disponibles
comercialmente en diferentes empresas; son inocuos,
pues no presentan interacciones ni con el hombre
ni con especies animales superiores, ni afectan a
los cultivos vegetales; tras una aplicacion masiva y
a falta del huésped, permanecen en poblaciones
operativas durante meses, y en presencia del huésped,



second nematode generation capable of causing new
infections. A single nematode is capable of killing
the host, but in normal conditions and due to other
factors, such as host size, more than one nematode
penetrates the host at a given time. The two most
used genera for this purpose are Steinernema and
Heterorhabditis.”

The horn fly lay their eggs and their larvae develop
in manure as part of its biological cycle. Conditions
in manure are generally speaking, restrictive for
commercial available nematodes due to anoxia and
high nitrogenated derivative content. Therefore, a first
step in this study was the search for autochthonous
species resistant to this environment and which show
infectivity.

The project “Biological control of horn fly,
Haemaltobia irritans”, was funded by The National
Council of Science and Technology of Mexico,
through UCMEXUS-Conacyt 2001. Research work
was carried out between the Autonomous University
of Tamaulipas (UAT) and the University of California
at Davis. The aims of this work were to search for
natural populations of entomopathogenic nematodes
in Tamaulipas and California and to perform in
vitro testing of the nematodes. Populations previously
collected were keptin the UAT parasitology laboratory
in order to know their infectivity against Haematobia.

Material and methods
Field search of nematodes

In order to search for autochthonous species of ento-
mopathogenic nematodes, six samplings of grass from
the state of Tamaulipas were carried out between
November 2001 and September 2002. The 50 chosen
sampling sites were always grass or cattle resting
places from the Ciudad Victoria Municipality. During
the rainy season three soil samples were taken 30 cm
deep from a 10 m® area in two different places of
the selected grass land. Samples were identified and
taken to the laboratory in coolers. After manually
homogenizing the samples, approximately 250 g were
taken. Dry soil samples were soaked in 20 ml of water.
These samples were poured into plastic containers
with six wax moth larvae, Galleria mellonella, for nem-
atode isolation.” Wax moth larvae were purchased
at Rainbow Mealworms, Inc., California. They were
used within the first month of storage. After five days
at room temperature, dead Gallerialarvae were intro-
duced in White® traps to wait for the exit of the ento-
mopathogenic nematodes. The same procedure was
carried out for all 100 samples.

se reproducen y aumentan sus poblaciones; son muy
especificos en sus huéspedes, por lo que se minimizan
los danos secundarios; actian en un rango amplio de
temperaturas.

Son varias las especies de nematodos con potencial
insecticida. La entrada de éstos en el huésped provoca
una infeccion bacteriana (especies de los géneros
Xenorhabdus y Protorhabdus) que provoca la muerte
del huésped y, en consecuencia, detienen el ciclo
bioloégico de la especie danina. Los nematodos
contintan alimentandose en el cadaver y son capaces
de originar una segunda generacion pronta para
nuevas infecciones. La entrada de un solo nematodo
origina la muerte del huésped, pero en condiciones
normales, y debido a otros factores como el tamano
del huésped, entra un nimero mayor. Los dos géneros
mads usados son Steinernemay Heterorhabditis.”

El ciclo biolégico de la mosca del cuerno utiliza
el estiércol como el lugar de puesta y desarrollo de
larvas. Las condiciones propias de este medio son,
en general, restrictivas para las especies comerciales
de nematodos, por la anoxia y la fuerte cantidad de
derivados nitrogenados. Por ello, y sin descartar las
pruebas con estas especies, un primer paso en la
investigacion fue la busqueda de especies autoctonas
resistentes a este medio y con capacidad infectiva.

En esta tesitura, el Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia, de México, mediante la convocatoria
UCMEXUS-Conacyt 2001, financié el proyecto
“Control biolégico de la mosca del cuerno, Haematobia
wrritans”, realizado entre la Universidad Auténoma de
Tamaulipas (UAT) y la Universidad de California,
Davis. Los objetivos fueron la busqueda de poblaciones
naturales de nematodos entomopatégenos en
Tamaulipas y en California, asi como pruebas de
laboratorio con los insectos encontrados y las
poblaciones previamente albergadas en el Laboratorio
de Parasitologia de la UAT para comprobar su
infectividad en Haematobia.

Material y métodos
Busqueda de especies en campo

Entre noviembre de 2001 y septiembre de 2002 se
efectuaron seis muestreos en pastos de Tamaulipas,
México, para buscar especies autéctonas de nematodos
entomopatogenos. Los 50 lugares elegidos fueron
siempre pastos o sesteaderos de bovinos del municipio
de Ciudad Victoria. En época de lluvias se tomaron
tres muestras de suelo con una profundidad de 30
cm, en un area de 10 m? en dos puntos diferentes
del pasto. Las muestras etiquetadas se llevaron en
hieleras al laboratorio. Después de homogeneizarlas
manualmente se tomaron alrededor de 250 g de
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Fly colony set up

To avoid genetic variability of field populations and
to ensure enough material availability (larvae and
pupae) for the experiment, a stable fly colony was
set up. Advisory and pupae material of Haematobia
was kindly provided by researchers from the National
Center of Confirmation in Animal Science in Jiute-
pec, Morelos, Mexico. Colony conservation between
October 2001 and March 2003 occasionally affected
our investigation due to a low number of available fly
larvae and pupae.

Nematode tests

In this research project nine nematode populations
were evaluated in three different tests: larvae in Petri
dishes, pupae in soil and pupae in manure (Table 1).
Nematodes were reproduced regularly in the labora-
tory using Galleriaand White traps.”® The use of popu-
lations for our study was restricted to those younger
than one month old in order to avoid a loss in their
infectivity.

Larvae in Petri dishes

For this preliminary test nine nematode populations
kept in the laboratory were used. Ten Haematobia
larvae two to three-day-old, were placed in 9 cm Petri
dishes with wet paper towel and 3-4 g of fresh manure
were added to preclude their growth. A thousand
nematodes were introduced in the Petri dish and kept
at room temperature in dark conditions. After three
days, the dish was opened to evaluate pupation or
infected larvae (dead larvae were dissected). Enough
time was given to allow adults to emerge. These adults
were introduced in new Petri dishes every 24 hours
and were dissected two days later. Pupae which did not

Cuadro 1
ESPECIES DE NEMATODOS Y PRUEBAS

NEMATODE SPECIES AND TESTS

Larvae Soil Manure
H. bacteriophora California *+
S. arenarium California *
S. carpocapsae California *+ *+ *+
S. feltiae Hawai * 4
S. feltiae Mexico * o+ * *
S. feltiae SN *+ *
S. glaseri California * 4 *
S. longicaudatum California * 4y * *
S. riobrave Texas * +

*Done
+Infectivity
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suelo. En caso de que estuvieran en suelo seco, se
anadieron 20 ml de agua. Después se introdujeron
en un recipiente de plastico con seis larvas de la
mariposa de la cera, Galleria mellonella, para aislar los
nematodos;’ las larvas de mariposas se adquirieron
en la Rainbow Mealworms, Inc., en California, y se
utilizaron antes del primer mes de su almacenaje.
Después de cinco dias a temperatura ambiente se
sacaron las larvas de Galleria muertas y se colocaron
en trampas de White® para esperar la salida de los
nematodos entomopatégenos. Este proceso se realizé
con las 100 muestras.

Establecimiento de una colonia de moscas

Con el propésito evitar la variabilidad genética
con poblaciones de campo y disponer de suficiente
material (larvas y pupas) para la experimentacion,
se constituyé una colonia estable de la mosca. Para
ello se cont6 con el apoyo de investigadores del
Centro Nacional de Constatacion en Salud Animal
de Jiutepec, Morelos, México, quienes brindaron
asesoramiento y material de pupas de Haematobia.
El mantenimiento de la colonia, entre octubre de
2001 y marzo de 2003, tuvo altibajos y en ocasiones
limité la investigaciéon por carecer de un ndmero
suficiente de larvas y pupas de la mosca para realizar
los experimentos.

Pruebas con nematodos

Nueve poblaciones de nematodos fueron usadas en
la investigacion en tres tipos de pruebas; larvas en
placas de Petri; pupas en suelo y pupas en estiércol
(Cuadro 1). Los nematodos fueron reproducidos
regularmente en el laboratorio mediante Galleria
y trampas de White.”® Las poblaciones usadas en
la experimentacion no excedian de un mes de
antigiiedad para evitar disminucién en su capacidad
infectiva.

Larvas en placas de Petri

En esta prueba preliminar se usaron las nueve
poblaciones de nematodos albergadas en el
Laboratorio. Se colocaron diez larvas de Haematobia
de entre dos y tres dias de edad en placa de Petri de 9
cm de diametro con papel humedo y con tres a cuatro
gramos de estiércol fresco, para permitir su desarrollo.
Se anadieron mil nematodos y la placa se guardo a
temperatura ambiente en una camara oscura. Tres
dias después se abrié la placa para comprobar la
pupacion o presencia de larvas infectadas (para ello
se disecaron todas las larvas muertas). Se espero el
tiempo necesario para la emergencia de los adultos



emerge were dissected as well. A control without nem-
atodes was used to test for adult fly emergence.

Soil testing

Plastic containers with a 500 cc capacity containing
250 g of sterilized soil (15% humidity) and 10 fly
pupae each, were inoculated with cero, 1 500
and 3 000 nematodes (Table 1). The containers were
kept at room temperature and covered with a piece of
fabric in order to detect adult emergence. Adults were
collected every 24 hours, introduced in Petri dishes
and dissected at two days of age.

Manure testing

A similar design to that previously described was set
up. Containers in this case were of a 1 000 cc capacity
with 700 g of bovine manure (manure was collected
freshly and frozen to get rid of the faunae content).
Higher nematode dosages of 2 000 and 4 000 were
used for each bottle (Table 1). One container was kept
without nematodes.

Results
Field search of nematodes

None of the 100 samples showed entomopathogenic
nematode content. These results are in agreement
with those reported by the University of California at
Davis.

Larvae in Petri dishes

Table 2 shows results from three assays carried out
with fly larvae in Petri dishes. Infective nematodes
average and infectivity frequency refer to larvae dis-
sections and fly adult totals. The non emerged pupae
were dissected. They were not infested in the first
two assays. Nematodes were only able to infest adults
but not larvae, most of which pupated. Regarding the
third assay, some nematode species showed mainly
larval rather than adult infective capacity (seven out
of ten Petri dishes showed larvae infection and only
two infected adults; in the second assay, zero and
eight were infected respectively). Some of the pupae
were infected (four with S. carpocapsae, one with S. fel-
tiae Mexico, and three with S. feltiae Hawai). These
last infestations were not recorded in the table due
to pupae breaking during the manipulation of the
plates. Occasionally larvae tend to pupate between
glass borders and when the adhesive tape is torn apart
the pupae may break. Only one nematode species, S.
arenarium, did not show any infective capacity to any

que cada 24 horas eran pasados a nuevas placas de
Petri y diseccionados a los dos dias; las pupas que no
emergieron también se disecaron. Se establecié un
testigo sin nematodos para comprobar la emergencia
de moscas adultas.

Pruebas en suelo

Se colocaron 250 g de suelo esterilizado (15% de
humedad) en recipientes de plastico de 500 cc y
en ellos se introdujeron diez pupas de mosca. Se
aplicaron dos dosis de nematodos: 1 500y 3 000 y uno
sin ninguno (Cuadro 1). El conjunto se mantuvo a
temperatura ambiente. Los recipientes se cubrieron
con tela que permitia comprobar la emergencia de
los adultos. Cada 24 horas, éstos eran trasladados a
placas de Petri y diseccionados a los dos dias.

Pruebas con estiércol

Se aplicé un diseno semejante al anterior pero en
recipientes de 1 000 cc con masas de estiércol de
bovino de 700 g (el estiércol fue colectado en fresco
y congelado para eliminar su fauna) y dosis mas altas
de nematodos, 2 000 y 4 000 por bote (Cuadro 1). Se

estableci6é uno sin nematodos.

Resultados
Busqueda de especies en campo

Ninguna de las 100 muestras mostré tener nematodos
entomopatogenos; el resultado es semejante al encon-
trado en la Universidad de Davis, en California.

Larvas en placas de Petri

En el Cuadro 2 se indican los resultados de las tres
experimentaciones hechas con larvas de mosca en
placas de Petri. La media de nematodos infectantes
y la frecuencia de infectividad se refieren al total
de disecciones de larvas y adultos de la mosca.
Se diseccionaron las pupas no emergidas y no
aparecieron parasitadas en los dos primeros ensayos.
Los nematodos son capaces de infectar unicamente
a los adultos y no a las larvas cuya inmensa
mayoria puparon. En el tercer ensayo algunas especies
de nematodos son capaces de infectar de forma
predominante a las larvas de la mosca sobre los
adultos (de las diez placas, siete infectaron a las
larvas y tan s6lo dos a los adultos, frente a cero y
ocho, respectivamente, en el segundo experimento).
Algunas pupas aparecieron parasitadas (cuatro con S.
carpocapsae, una con S. feltiae México, y tres con S. feltiae
Hawai); estas ultimas infestaciones no se reflejan en
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Cuadro 2
PRUEBAS EN PLACAS DE PETRI CON LARVAS DE Haematobia

TESTS WITH Haematobia LARVAE IN PETRI DISHES

Pupac  Adulls  Larvae  Infectivity | verase. freguencies (%9
First trial
S. arenarium 1 No
1 No
S. carpocapsae 1 9 Yes 6.71 77.77
10 Yes 0.11 2222
S. glaseri 8 Yes 2.75 75.00
9 No
S. riobrave 8 2 No
6 4 No
H. bacteriophora 5 2 No
3 5 Yes 19.20 60.00
Second trial
S. arenarium 2 8 No
10 No
S. carpocapsae 10 Yes 6.11 90.00
7 Yes 10.86 100.00
S. glaseri 2 8 Yes 0.63 60.00
10 Yes 1.38 37.50
S. riobrave 9 Yes 1.60 70.00
10 Yes 7.00 87.50
H. bacteriophora 10 Yes 173 70.00
9 Yes 0.89 11.11
Control 10
10
Third trial
S. carpocapsae 2 3 4 Yes 5.43 71.43
3 3 1 Yes 15.50 25.00
S. longicaudatum 1 9 Yes 0.50 50.00
1 7 No
S. felitae Hawai 5 1 1 Yes 15.75 25.00
4 3 1 Yes 3.00 50.00
S. feltiae Mexico 2 7 Yes 10.88 87.50
2 2 6 Yes 11.38 75.00
S. feltiae NS 2 5 3 Yes 37.50 50.00
1 5 No
Control 1 9
4 4

Bold numbers indicate infectivity
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of the fly forms (larvae, pupae nor adult). The most
versatile species was S. carpocapsae, since it infected
with high frequency both adults and larvae. H. bacte-
riophora and the three varieties of S. feltiae performed
well. The controls yielded good fly emergence in nem-
atode absence (in the first assay the control was omit-
ted). Results from the three Petri dish assays differ
among each other regarding larvae, pupae and adult
final presence as well as in the infectivity achieved in
the same developmental stages. Regarding the organ-
isms final number, adults were a majority, followed by
pupae and larvae. In the second assay there were only
adults at the end (96%) with no larvae present. In
the third assay there were more larvae present than
pupae (34% and 26%, respectively). Regarding infec-
tivity the main variation was observed with S. riobrave,
since infection was observed in the second but not in
the first assay, and larvae were infected only in the
third assay.

Soil testing

Due to time and material limitations only four of the
available nematode populations were tested (Table 1).
A total of fifteen assays were carried out. Only S. car-
pocapsae showed infective capability (Table 3). In a
broad sense, infective nematode media and infectivity
frequency were less than that showed in larvae in Petri
dish for the same nematode species. On the other
hand, there was not a clear influence in the infectiv-
ity in relation to nematode dosage since results from
assay two showed the same infectivity at both the 1 500
and 3 000 dose. It should be noted that adult emer-
gence is variable and control group emergences are
higher than that observed in the treated groups. If the
first 11 assays are to be considered, they showed an
acceptable emergence (= 70%), ten of them showed
an emergence higher than that of the control (Table
4). The median comparison test yields a value for P =
0.0006 with a confidence interval of 95% which is sig-
nificant for values of P < 0.05. Only results from the
second assay (Table 3) showed infectivity and a high
frequency in all treatments (41.67% of the total dis-
sected adults were infected).

Manure testing

Nematodes from five populations were tested (Table
1). Again, only S. carpocapsae showed infectivity at very
low levels. Only one of the adults was infected (Table
5).

Discussion

Climatic conditions could explain the absence of

el cuadro porque se debieron a la rotura de las pupas
en la manipulacion de las placas, ya que en ocasiones
las larvas tienden a pupar entre los bordes del cristal,
y al desprender el adhesivo que actda como aislante
pueden romperse. S6lo una especie de nematodo,
S. arenarium, no mostré infectividad en ninguna de
las formas de la mosca (larva, pupa o adulto). La
especie mas versatil fue S. carpocapsae, ya que infecté
adultos y larvas con alta frecuencia. H. bacteriophora
y las tres variedades de S. feltiae tuvieron un buen
comportamiento. Los testigos presentaron una buena
emergencia de las moscas en ausencia de nematodos
(en el primer ensayo se omitié el testigo). Los
resultados de las tres pruebas en placa de Petri difieren
entre si en cuanto a la presencia final de larvas, pupas
y adultos, y en cuanto a la infectividad lograda en
estos mismos estadios. Respecto del nimero final
los adultos son mayoritarios, seguidos por las pupas
y larvas, pero en el segundo experimento hay casi
s6lo adultos (96%) y no se encuentran larvas, y
en el tercero hay mas larvas que pupas (34% vy
26%, respectivamente). Respecto de la infectividad, la
mayor variacion se refiere a S. riobrave, que infect6 en
el segundo experimento y no en el primero, y a que las
larvas son infectadas s6lo en el tercer experimento.

Pruebas en suelo

Por limitaciones de tiempo y de material, esta segunda
fase se aplic6 inicamente a cuatro de las poblaciones
de nematodos disponibles (Cuadrol) y se realizaron 15
ensayos. SOlo S. carpocapsae mostréd capacidad infectiva
(Cuadro 3). En general la media de nematodos
infectantes y la frecuencia de infectividad fue menor
a la presentada en larvas en placa de Petri para la
misma especie de nematodo. Asimismo, no se observo
influencia clara de la dosis de nematodos, ya que en
el ensayo dos, las dosis de 1 500 se mostraron tan
efectivas como las de 3 000. Se debe destacar que la
emergencia de adultos es variable, y que en los testigos
es mayor que en los tratamientos; si se consideran
los 11 primeros ensayos que tuvieron una emergencia
aceptable (= 70%), diez de ellos presentaron una
emergencia mayor en los testigos (Cuadro 4). La
prueba de comparacién de medias arroja un valor de P
=0.0006 para un intervalo de confianza del 95%, que
es significativo paravalores de P <0.05. S6lo el segundo
ensayo (Cuadro 3) mostr6 infectividad en todos los
tratamientos y con alta frecuencia (41.67% del total
de adultos diseccionados estaban infectados).

Pruebas con estiércol

En ellas se emplearon cinco poblaciones de nematodos
(Cuadro 1) y de nuevo Unicamente S. carpocapsae
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Cuadro 3

INFECTIVIDAD DE LOS NEMATODOS EN ENSAYOS DE SUELO

NEMATODES INFECTIVITY IN SOIL TESTS

S. carpocapsae fly

S1 treatment emergence (%)

Control 70
Control 80
1500 70
1500 70
3000 50
3000 50

S2 treatment

Control 100
Control 80
1 500 70
1 500 70
3000 50
3000 80

S11 treatment

Control 80
1 500 40
1500 40
3000 80
3000 80

Nematodes average  Infectivity frequencies (%)

0.71 14.29
1.00 14.29
1.29 71.43
6.6 20
18.12 37.50
0.50 12.50
0.12 12.50

entomopathogenic nematodes in all 100 samples.
It is usual to find these kind of nematodes in at
least some percentage of the samples.” Coinciden-
tally these results were similar to those reported in
California. High temperatures (soil mean tempera-
ture was 26.8°C) and a dry environment previous to
November 2001 could explain the absence of nema-
todes. There are some species such as Steinernema rio-
brave which may adapt to high temperatures."’
Results from the three Petri dish tests (Table 2)
dissented regarding to final presence of larvae, pupae
and adults, and the achieved infectivity in the same
stages. All tests were carried out throughout ten days
of February 2002. Therefore, notable changes in envi-
ronmental temperature as well as a notable decrease
in the nematode infective capacity are factors not to
be considered as an explanation to these results. Pos-
sible explanations could be variation of the manure
used (cool but not frozen) or the fly colony strength,
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mostré infectividad, aunque de forma muy baja; sélo
uno de los adultos apareci6 infectado (Cuadro 5).

Discusion

Laausencia de nematodos entomopatégenos en las 100
muestras podria ser consecuencia de las condiciones
climaticas. Es comuin que al menos en cierto porcentaje
de las muestras se presentan este tipo de nematodos.’
Coincidentemente, los resultados fueron semejantes
en California. La ausencia de nematodos podria
ser explicada, en parte, por las altas temperaturas
(la media de temperatura del suelo fue 26.8°C) vy
las condiciones de sequedad ambiental previas a
noviembre de 2001. Hay especies, como Steinernema
riobrave, que se adaptan a altas temperaturas."

Los resultados de las tres pruebas en placa de Petri
(Cuadro 2) difieren entre si en cuanto a la presencia
final de larvas, pupas y adultos, y en cuanto a la



Cuadro 4

PORCENTAJES DE EMERGENCIA DE ADULTOS POR ENSAYO
ADULT EMERGENCE PERCENTAGES PER TRIAL

Trial Species Control (%) Treatment (%)
S1 S. carpocapsae 75 60.0
S2 S. carpocapsae 90 68.0
S3 S. feltiae Mexico 80 70.0
S4 S. feltiae Mexico 95 82.5
S5 S. feltiae Mexico 90 70.0
S6 S. longicaudatum 80 70.0
S7 S. longicaudatum 80 475
S8 S. feltiae Mexico 90 75.0
S9 S. feltiae Mexico 70 82.5
S10 S. carpocapsae 90 60.0
S11 S. carpocapsae 80 60.0
S12 S. longicaudatum 10 17.5
S13 S. longicaudatum 0 22.5
S14 S. glaseri 20 17.5
S15 S. carpocapsae 10 20.0

which when decreased makes larvae infection pos-
sible and in consequence the final number of adults
decrease as well.

While results from larvae tested in Petri dishes
probed to be good (from nine nematode popula-
tions tested, eight infected larvae and adults), those
from subsequent tests were notably worst. Conditions
are more advantageous to infection in Petri dishes,
where nematodes can be anywhere. While conditions
in containers with soil and manure are similar to the
fly field conditions. Nematodes are more disperse in
a higher volume and flies are much less exposed to
nematode action. At emergence, adults tend to fly
towards the light, which irradiates from the fabric
that covers the container and is free of nematodes
due to dryness; therefore, adults are free from infec-
tion. These results differ from those obtained by
Poinar and Boxler," in which they reported that
stable fly larvae (Stomoxys calcitrans) are very suscep-
tible (67% of infection) to S. feltiae (Neoaplectana bibi-
onis). Although S. carpocapsae did not infected larvae
of this species, about 20% of adult flies were infected
at emergence from pupae in manure. On the other
hand, probability of infection of flies at ovoposition
time in the field is nill. This is because they ovoposite

infectividad lograda en estos mismos estadios. Todas
las pruebas fueron realizadas en el transcurso de diez
dias de febrero de 2002, por lo que no cabe suponer
variaciones notables en la temperatura ambiental ni
disminucion notable de la capacidad infectiva de
los nematodos. Como explicaciéon puede aducirse
la variacion de estiércol empleado (fresco, pero no
congelado) o la vitalidad de la colonia de moscas,
que por disminuir posibilite la infeccion de larvas y
disminuya el niimero final de adultos.

Mientras que los resultados en las pruebas con
larvas en placa de Petri fueron buenos (de nueve
poblaciones de nematodos probadas, ocho infectaban
larvasyadultos), en las siguientes pruebas empeoraron
notablemente. Las condiciones son mas favorables a la
infeccion en la placa de Petri, donde los nematodos
pueden estar en cualquier punto. Los contenedores
con suelo y estiércol se asemejan mas a las condiciones
de campo de la mosca; los nematodos estan dispersos
en un mayor volumen y las moscas estin bastante
menos expuestas a la accién de los nematodos. Los
adultos que emergen en los botes tienden hacia la luz,
que coincide con la tela que tapa el bote, donde los
nematodos no tienen acceso por sequedad, y alli estan
libres de infecciéon. Los resultados son divergentes
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Cuadro 5
INFECTIVIDAD DE LOS NEMATODOS EN ENSAYOS
CON ESTIERCOL

NEMATODES INFECTIVITY IN MANURE TESTS

Nematodes  Infectivity frequencies

Trial Species average %)

1 S. carpocapsae 0.12 12.50
S. feltiae Mexico

S. feltiae Hawai

S. feltiae SN

W s W

S. longicaudatum

in fresh manure, which can not be infected by ento-
mopathogenic nematodes.

Limitation in material and time prevented the use
of all populations in all three tests. It would be inter-
esting in further studies to dilucidate whether or not
other nematode species show infectivity in soil and
manure.

The pupae infection case looks uncertain. It can
be proposed a priori that the strong cuticle prevents
any infection, such as is the case in other diptera.'
Another point of interest to determine would be if the
infected larvae with nematodes are capable of pupat-
ing or the nematodes are able to penetrate during
the pupation process, when the cuticle is still not fully
formed. This could be confirmed using five to six
day old larvae. The fact that adult emergency was sig-
nificantly higher in the control groups would sup-
port the hypothesis of pupae infection. The presence
of nematodes in the soil would eliminate some flies
which would not merge, therefore, they would not be
counted. This research should be repeated to check
the state of non emerged pupae. With the last four
assays (S12 to S15) there was an apparent decrease in
the colony strength or the beginning of the diapause
phenomenon which, in turn caused very little emer-
gence.

S. carpocapsae was the species which showed the
best results. It was the only one that showed activity
against both larvae and adults, in soil and in manure.
It looks the most convenient for a further field trial.
Its “ambusher™ behavior increases the possibility of
emerged adult infection, since juveniles wait for their
prey with a vibration movement that allows their loca-
tion. The better efficiency in soil as compared to
manure is related to anoxia and nitrogenated by-
products, which difficult their performance. How-
ever, presence of manure in Petri dishes did not
totally paralyze their action. Many of the research
studies that are reported used chicken manure but
not bovine manure, therefore, more specific studies
on this matter are suggested. On the other hand, new
field samplings could discover new candidate nema-
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de los de Poinar y Boxler,'' quienes encontraron
que las larvas de la mosca del establo (Stomoxys
calcitrans) son muy susceptibles (67% de infeccion) a
S. feltiae (Neoaplectana bibionis). Aunque S. carpocapsae
no infecté las larvas de esta especie, cerca de 20%
de moscas adultas se infectaron al emerger de las
pupas en el estiércol. Por otra parte, la probabilidad
de infeccion de las moscas a la hora de la oviposicion
en campo es nula, debido a que la hacen en estiércol
recién puesto que no puede estar infectado por
nematodos entomopatogenos.

La limitacion de tiempo y material impidié usar
todas las poblaciones en las tres pruebas; cuestion
interesante para futuras investigaciones es dilucidar
si otras especies de nematodos presentan o no
infectividad en suelo y estiércol.

El caso de la infeccion de pupas parece dudoso.
A priori, es de suponer que la fuerte cuticula que
presentan impide toda infeccién, como en el caso de
otros dipteros."” Otro punto seria saber si las larvas
infectadas con nematodos son capaces de pupar, o
si en el proceso de pupacion, cuando la cuticula
no esta aun del todo constituida, los nematodos son
capaces de entrar; el uso de larvas de cinco o seis
dias permitiria comprobarlo. El hecho de que la
emergencia de adultos sea significativamente mayor
en los testigos apoyaria la hipoétesis de una infeccion
en las pupas; la presencia de nematodos en el suelo
eliminaria a algunas moscas que, al no emerger, no
son contabilizadas. Resta repetir la experimentacion
y comprobar el estado de las pupas no emergidas. En
los cuatro ultimos ensayos (S12 a S15) cabe suponer
una disminuciéon de la vitalidad de la colonia o
el comienzo de un fenémeno de diapausa, lo cual
ocasion6 emergencias muy pequenas.

La especie con mejores resultados fue S. carpocapsae,
unica con infectividad en suelo y estiércol contra
larvas y adultos; es la mds conveniente para una
prueba posterior de campo. Su comportamiento de
“emboscador” favorece la posibilidad de infeccién
de los adultos emergentes, pues los juveniles esperan
a sus presas con un movimiento de vibracién que
permite su localizacion. La mejor eficiencia en suelo
frente al estiércol se relaciona con las condiciones de
anoxia y abundancia de productos nitrogenados que
dificultan su desempeno. Sin embargo, la presencia de
estiércol en las placas de Petri no paralizé totalmente
su accion y muchos de los estudios realizados han
sido en pollinaza y no en estiércol de bovino, por lo
que se sugieren estudios mas especificos sobre este
factor. Por otro lado, nuevos muestreos de campo
podran arrojar otros nematodos candidatos, bajo la
suposicion de que las especies presentes seran las
mejor adaptadas a este medio.

En laliteratura consultada aparecen casos exitosos



todes, under the supposition that the current species
would be better adapted to this environment.

Reviewed articles report successful cases of fly con-
trol in field conditions. S. feltiae showed to be success-
ful against champignon fly, Lycoriella auripila (Sciari-
dae), in champignon rearing units'® and in green-
houses."

Various entomopathogenic nematodes have been
used against fly species in manure locations.'”” When
S. carpocapsae and H. bacteriophora were used against
larvae from four fly species in chicken manure,
there was no observed reduction in fly density.'>'” As
opposed, Belton et al."® reported significant reduction
in adult domestic flies (Musca domestica) after manure
treatment with H. bacteriophora. Renn" showed that
chicken manure treated with S. feltiae or H. megidis
encapsulated in calcium alginate, causes a good
reduction of adult domestic flies. In porcine inten-
sive production units, Renn?’ found a domestic fly
reduction with the use of S. felliae and H. megidis. In
this study, traps with fly attractants loaded with nema-
todes were used. The use of an attractant for the horn
fly, may be a blood derivative which could be another
line of work in which the infective nematodes would
be multiplied and dispersed by the adults.

Hopefully further investigations will answer some
of the questions encountered in this project.
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