REVISTA COLOMBIANA DE ENTOMOLOGIA

Vol. 19 No. 2, p. 35 - 40. 1993

https://doi.org/10.25100/socolen.v19i2.10052

DISTRIBUCION Y AISLAMIENTO DE Bacillus thuringiensis EN

RESUMEN

Mediante la realizacién de trabajos tendientes
a buscar enemigos naturales de mosquitos,
se aislaron bacterias entomopatégenas en
diferentes zonas del pals, entre 1988 y 1991.
Se efectuaron aislamientos a partir de mues-
tras de tierra y larvas muertas tomadas de los
criaderos. Se procedi6 a utilizar la metodologia
usada por Brownbridge y Margali (1986) para
el aislamiento de "bacterias formadoras de
esporas. Las cepas que presentaron toxici-
dad frente a larvas de Culex quinquefas-
ciatus (Say) se sometieron a pruebas de
identificacién bioquimica y sensibilidad frente
a diferentes antibiéticos. Para completar el
estudio, las cepas se sometieron a pruebas
con larvas de C. quinquefasciatus, Aedes
aegypti (L.) y Anopheles stephensi Liston
para determinar la Concentracién Letal Media
CL,,) y el recuento de esporas del polvo
liofilizado. Se aislaron 79 cepas de Bacillus
thuringiensis Berliner téxicas para larvas de
mosquitos, tres de las cuales presentan un
alto poder larvicida frente a larvas de A.
aegypti. Se encontré que los aislamientos
CIB 163-131 y CIB 24-726 pertenecen al
serotipo H-30, nuevo para el mundo, y el cual
fue denominado Bacillus thuringiensis
subsp. medellin (B.t.m.). Las proteinas toxi-
cas de estas dos cepas de B.t.m. muestran
caracteristicas inmunolégicas diferentes a las
de las cepas de referencia de la subsp.
israelensis, la cual se halla ampliamente
distribuida en las zonas tropicales cdlidas de
Colombia.

SUMMARY

In order to find natural enemies of mosquitoes,
entomopathogenic bacteria were isolated from
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soil and dead mosquito larvae samples taken
from different areas in the country. The
methodology of Brownbridge and Margali for
the isolation of spore forming bacteria was
used. The isolates showing toxicity towards
Culex quienquefasciatus (Say) larvae were
submitted to tests of biochemical identification
and sensibility to antibiotics. Using larvae of C.
quinquefasciatus, Aedes aegypti (L.) and
Anopheles stephensi Liston the LC,, was
determined. A total of 79 isolates of Bacillus
thuringiensis Berliner toxic to mosquito
larvae were found. The isolates CIB 163-131
and CIB 24-273 were found to belong to the
serotype H-30,'new for the world, and it was
nominated Bacillus thuringiensis subsp.
medellin (B.t.m.). The toxic proteins of these
isolates showed immunological characteristics
different from those of B. thuringiensis subsp.
israelensis, which is well distributed in the
tropical warm areas of Colombia.

INTRODUCCION

En los ultimos 40 afios, la utilizacion
de insecticidas constituyo una he-
rramienta util para el control de in-
sectos vectores de enfermedades,
especialmente en las areas rurales
de las zonas tropicales, donde la
malaria constituye una enfermedad
de importancia clinica. La apariciéon
de resistencia a los insecticidas en
muchas especies de vectores, el alto
costo del control y la contaminacion
ambiental motivaron labusquedade
nuevas formas de control. Por tal
razoén, la atencion fue puesta en los
enemigos naturales, especialmente
en los patdégenos bacterianos, que
fuera de ser altamente toxicos para
losorganismos susceptibles, se pue-
den producir en gran escala y por
poseer estructuras de resistencia
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pueden perdurar por mucho tiempo
bajo condiciones adversas.

Dentro del grupo de las bacterias se
destaca el Bacillus thuringiensis
Berliner (Eubacteriales: Bacillaceae)
por tener la capacidad de producir
una inclusion durante el proceso de
esporulacion. Estasinclusiones con-
sisten en proteinas que le dan una
actividad insecticida especifica
(Aronson et al. 1986; Whiteley y
Schnept 1986), ya sea hacia los
coleopteros, dipteros o lepidopteros.

Lasinclusionesdel B.thuringiensis
sedisuelven en el intestino mediode
las larvas, liberandose una o mas
proteinasinsecticidas, llamadastam-
bién delta endotoxinas. Estudios
bioquimicos (Knowlesy Ellar 1987) y
electrofisiolégicos (Harvey et al.
1983) sugieren que la toxina genera
poros en la membrana celular, alte-
rando el balance osmético; poste-
riormente, las células se hinchany
sufren lisis, la larva deja de alimen-
tarse y finalmente muere.

Formulaciones de B. thuringiensis
han sido usadas por mas de dos
décadas como insecticidas biologi-
cos para el control de insectos en
cultivos agricolas y, mas reciente-
mente, para el control de vectoresde
una variedad de enfermedades hu-
manas.

Con el objetivo de encontrar nuevas
cepas que posean una alta actividad
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larvicida, se inici6 un programa de
blisqueda de bacterias formadoras
de esporas toxicas para larvas de
mosquitos.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de Estudio y Muestreo. Se
estudiaron diferentes areas en Co-
lombia, donde la malaria es una en-
fermedad de importanciaclinica.Las
localidades estudiadas correspon-
den: en la Costa Atlantica a los De-
partamentos de La Guajira, Atlanti-
co, Cesar, Magdalena, Cdérdoba,
Sucre y Bolivar, y en Antioquia la
parte costera que corresponde a
Uraba; en la Costa Pacifica los De-
partamentos de Choco, Valle del
Cauca y Narifio; hacia el oriente del
pais los Departamentos de
Santander, Casanare y Meta; en el
sur, Huila, Putumayo,, K Caqueta y
Amazonas; y en el centro del pais el
Departamento del Tolima.

Lasmuestrasdetierraylarvas muer-
ta se tomaron de las orilias de los
criaderos de larvas de mosquitos y
se colectaron en bolsas plasticas o
tubos estériles, mientras que las lar-
vas muertas o moribundas, sospe-
chosas de infeccion bacteriana, se
colocaron en papel de filtro. Todas
las muestras se mantuvieron a 4°C
hasta su estudio en el laboratorio.

Las agua de los criaderos visitados
se sometieron a un analisis fisico-
quimico paradeterminar: alcalinidad,
dioxido de carbono, oxigeno disuel-
to, cloruros, dureza, amonio, nitritos,
conductividad, pH y temperatura.
Todas estas medidas se realizaron
de acuerdo con el método analitico
del productor ( Hach Co, Loveland
CO,USA), con excepcion del pH, la
temperatura y la conductividad.

Aisiamiento de Bacterias For-
madoras de Esporas.- Los procedi-
mientosrealizados se llevaron a cabo
en las mas estrictas condiciones de
asepsia. Una vez en el laboratorio,
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las muestrasde tierras, aproximada-
mente de 1 g, se disolvieron en 4,5
ml de PBS (Buffer salino fosfato:
Na HPO, 1,18 g; NaH,PO, 0,32 g;
NacCl 8,58 g; pH: 7,2; para 1.000 ml
de agua destilada).

Las muestras de larvas se
homogenizaron con un macerador
de tejido en PBS para luego, aligual
que las muestras de tierras, colocar-
las a 78°C durante 10 min. en Baino
de Maria, con el objeto de eliminar
los organismos no formadores de
esporas y las células vegetativas.

Las muestras se diluyeron posterior-
mente en PBS y se sembraron 75 pl
de la diluciéon 102 en caldo Luria
(Tryptona 10 g; extracto de levadura
59g;NaCl10g; agar2%; para1lt.de
agua destilada). La suspensioén se
distribuy6 sobre la superficie delagar
en forma homogénea para luego in-
cubarla a 30°C por 24-48 horas. Las
cajas con el caldo Luria, con anterio-
ridad se sometieron a una pruebade
esterilidad a30°C por24 horas. Des-
pués de 48 horas, las cajas se exa-
minaron para analizar el crecimiento
bacteriano y seleccionar, segun sus
caracteristicas morfélogicas, el ma-
yor numero posible de colonias.

Las cepas seleccionadas se transfi-
rieron a medio liquido M1(Proflo 1 o;
glucosa 3 g; K,HPO, 6 g; peptona 5
g; bufler de fosfatos 200 ml; solucion
de sales |0 ml; paral.000 mlde agua
destilada), y se incubaron con agita-
cioén a 200 rpm por 48 horas a 30°C.

Evaluacion de Toxicidad.-Unavez
se comprobd la pureza por observa-
cion microscopica, el cultivo se re-
parti6 asi: 800 ul del cultivo final se
colocaron en viales con gliceroi al
20% para preservar las muestras a
70°C; 100 pl se tomaron para reali-
zar la prueba de toxicidad en vasos
plasticos que contenian 100 ml de
agua destilada y 10 larvas de Culex
quinquefasciatus Say (Diptera:
Culicidae) de 3 dias de edad. La
mortalidad de laslarvas se registro a
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las 24 y 48 horas después de la

exposicion. Esta prueba se realiz6
por-duplicado y se utilizaron las ce-

-pas 1884 6 IPS-82, obtenidas del

Instituto Pasteur, serotipo H-14,
como controles positivos y también
seincluyeron controles negativossin
ninguna suspension bacteriana.

Los aislamientos que mostraron al-
guna patogenicidad se cultivaron en
200 mldelmedio M1 y seliofilizaron.
Una muestra de 50 mg del polvo lio-
filizado se homogenizo en 4,5ml. de
PBSy posteriormente se hicierondi-
luciones desde 1x102 hasta 1x10°,
y con el conocimiento de este ran-go
de toxicidad se procedié a determi-
nar la concentracion letal media
(LC,,) de cada una de las cepas.

Determinacion de la Concentra-
cion Letal Media (LC, ). Para de-
terminarlaLC_ se utilizaron las dilu-
ciones realizadas a partir de los 50
mg de liofilizado disueltos en PBS;
conociendo el rango de accion des-
de un 95% de mortalidad hasta un
5% de la misma, de acuerdo con los
resultados del rango de toxicidad.
Se utilizaron 20 larvas de los mos-
quitos C. quinquefasciatus, Aedes
aegypti (L) yAnopheles stephensi
Liston de 3 dias de edad, en vasos
plasticos con 100 ml de agua destila-
ao. Las mismas muestras se proce-
saron en dos dias diferentes junto
con los controles positivos y negati-
vos. La LC, se determino con la
ayuda de un programa de computa-
dor disefiado por G.A. Millikan (Uni-
versidad de Kansas). El conteo de
esporas también se realizo utilizan-
do 100 pl de las diluciones 10°y 10
7'y cada dilucién por duplicado.

Pruebas Bioquimicas y Caracte-
risticas Serologicas.- Las pruebas
bioquimicas para los aislamientos
patogénicos y las cepas de B. thu-
ringiensis var. israelensis de refe-
rencias, se evaluarén con el
Enterotubo (Hoffman-La Roche,
Basiela, Suiza) en forma similarala
descritaporLogany Berkeley (1984);
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otras pruebas se realizaron de acuer-
do con Sneath (1986).

Tabla 1. Distribucién geografica, serotipo y toxicidad de las cepas de Bacillus
La susceptibilidad a antibiéticos se thuringiensis contra larvas de Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus.
hizo por la técnica de difusién en TRa199,
agar (NCCLS 1984) yla clasificacién ~
serolégica se determino como ha Caédigo Ser\otipo Concgntraciéfl letal 50 ) Origen
sido descrito por de Barjac (1981). T rane b CRARBET
Las proteinas del cristal paraesporal
de las subspecies medellin, CIB 143-0109 14 3,09 108107 Costa Chocod
israelensis (1884) ymorrisoni (PG- CIB 143-0112 14 ND 106107 Costa Chocé
14) se separaron de las esporas y CIB 143-0123 14 356 106107 Costa Chocé
desechos celulares en un gradiente GIE 1450128 L 19°:40° st Choen
de sucrosa de 69 a 78%. Se CIB 127-0114 14 ND 108107 Costa Chocé
centrifugd por 14 horas a 24.000 rpm CIB 127-0115 14 4,48 108107 Costa Chocd
y 4°C, y se separd la banda corres- CIB 127-0116 14 9,82 106107 Costa Chocé
pondiente a los cristales. Estos fue- CiB 127-0124 14 586 105107 Costa Chocé
ron solubilizados en NaOH de acuer- CIB 127-0113 14 4,89 10%-107 Costa Choc6
do con la técnica descrita por Thiery CiB 127-0119 14 5,02 10%-107 Costa Chocé
(1987). La separacion de la proteina CIB 127-0122 14 4,96 10%-107 Costa Chocé
serealiz6 pormediode electroforesis CIB 127-0127 14 4,90 10%-107 Costa Choco
en poliacrilamida (12%), en condi- CIB 127-0129 14 3,57 10107 Costa Chocé
ciones denaturantes. Las proteinas CIB 127-0130 14 ND 105107 Costa Chocé
serevelaron con azulde Coomasiey C!B 127-0112 14 5,42 108-107 Costa Chocéd
sefotografiaron los geles. Otrosgeles CIB 127-0132 14 ND Costa Chocé
se transfirieron a papel de nitroce- CIB 119-0208 6,09 10107 Santander
lulosa en un aparato BioRad, de CIB 119-0216 14 575 10%-107 Santander
acuerdo con las instrucciones del CIB 119-0104 14 842 10107 Santander
falbricante. !_a nitrocelulosa se incu- CIB 119-0116 14 ND 10°-107 SaRtafider
b6 con anticuerpos preparados en CIB 119-0117 14 ND 104107 Santander
conejos contra Io_s cristales de B.t. CIB 119-0108 14 ND 104407 Earilander
SUPSP. ISraelansls, y Se revetarn CIB 119-0402a 14 ND 104107 Santander
o St (?ontra co- CIB 119-0411 14 ND 10%-107 Santander
nejo, marcados con peroxidasa.
CIB 119-0412 14 ND 105107 Santander

RESULTADOS CIB 119-0413 14 ND 10107 Santander
Durante el inventario realizado entre GIB D04t 1% HB 102407 oy
febrerode 1988y agostode 1991, se CIB 119-0415 14 ND 106107 Santander
estudiaron 300 muestras provenien- CIB 119-0419 14 ND 10°-107 Santander
tes de 773 criaderos de larvas de CIB 24-1315 14 5,79 108107 Atlantico
mosquitos. De estas muestras se CIB 24-1330 14 5,90 106107 Atlantico
realizaron 3.529 aislamientos de CIB 24-1332 14 ND 10-107 Atlantico
bacterias formadoras de esporas, CIB 24-3033 14 ND 10%-107 Atlantico
de las cuales 79 aislamientos co- CIB 24-3036 14 ND 105-107 Atlantico
rresponden al cepas de B. thurin- CIB 24-0120 14 ND 104107 Atlantico
giensis toxicas para larvas de mos- -CIB 24-1404 14 8,47 10%-107 Atlantico
quitos; 41 de ellas son serotipo H-14, CIB 24-0718 14 ND 106-107 Atlantico
y las cepas CIB 163-131 y CIB 24- CIB 24-0726 30 80,50 10%-107 Atlantico
726 corresponden al serotipo H-30, CIB 120-0201 14 542 104107 Santander
un nuevo serotipo reportado para el CIB 120-0211a 14 512 104107 Santander
mundo, razon por la cual ha sido CIB 120-0214 14 ND 109107 Santander
sugerido colocarle el nombre de CIB 120-0219 14 580 10%-107 Santander

Bacillus thuringiensis subsp.
medellin (Tabla 1). Bajo el micros-
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copio se aprecia un bacilo formador
de esporas con cristales, con la tipi-
ca apariencia del género Bacillus,
conlaesporade posicion subterminal
y formaelipsoidal; la formadel cristal
es redondeada.

Paralas cepasCIB163-131, CIB 24-
276y CIB 24-718, y utilizando polvos
liofilizados, se determin6 a LC,, ex-
presada en mg por 100 ml de agua
destilada. Estos valores se compa-
raron con los de las cepas de refe-
. rencia IPS-82 (Tabla 2).

En las pruebas metabdlicas de algu-
nasde las cepas estudiadas, las CIB
163-131; CIB 24-726; CIB 24-718 y
el control H-14 presentaron resulta-
dos positivos para las siguientes
pruebas: utilizacién de la glucosa,
producciéon de las enzimas gela-
tinasa, amilasa, lecitinasa, hidrolisis
de la caseina y produccion de acetil
metil carbinol (AMC); y resultados
negativos parala utilizacién de lisina,
omitina, adonitol, lactosa, arabinosa,
sorbitol, dulcitol y citrato.

Se obtuvieron diferencias en cuanto
alaproduccionde ureasa, lacualfue
positiva para las cepas CIB 163-131
y CIB 24-718 y negativa para CIB 24-
726 y H-14; la oxidasa fue positiva
para las cepas CIB 24-718 y CIB 24-
726, pero negativa para CIB 163-
131 yH-14. La catalasa fue negativa
parael control, y lahemdlisis en agar
sangre de carnero fue beta, con ex-
cepcionde lacepa CIB 163-131 que
fue alfa (Tabla 3).

En los resultados de las pruebas de
sensibilidad a antibiéticos (Tabla 4)
se observaron patrones diferentes
para las cuatro cepas estudiadas, a
excepciondel acido nalidixico, al cual
todas fueron sensibies. Para la
cefalotina las cepas CIB 24-726 y
CIB 24-718 fueron resistentes, la
CIB 163-131 fue sensible y el control
intermedio. El comportamiento para
el antibidtico cefoperazona fue sen-
sible para las cepas CIB 163-131,
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CIB 24-720 y CIB 24-718 y modera-
damente sensible para el control.
Para el cefoxitin las cepas CIB 24-
726 y CIB 24-718 fueron resistentes,
pero las cepas CIB 163-131 y el
control fueron intermedios. Para el
trimetoprim sulfametaxol las cepas
CIB163-131,CIB 24-718 y el control
fueron sensibles y la cepa CIB 24-
726 fue resistente.

Las caracteristicas mas notorias del
estudio electroforético fueron las si-
guientes: Se obtuvo un péptido de
un peso molecular de 125-135 kDa
en las cepascontroles 1884 y PG-14
que no se aprecia en los aislamien-
tos CIB 163-131 y CIB 24-726; tam-
bién se observd la presencia de
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péptidos de peso molecular de 67
kDa y de 28 kDa en todas las cepas.

Debido a estos resultados se proce-
di6 a realizar el Westerblot para sa-
ber si los aislamientos en estudio
presentaban proteinas inmunol6gi-
camente similares alas de las cepas
de referencia; por medio de esta
técnica se corrobord la no presencia
del péptido con un peso molecular
125-135 kDa en las cepas CIB 163-
131 y CIB 24-726, pero que Si se
presenta en los controles utilizados.
Igualmente sorprendente fue ei co-
nocer que el péptido de peso
molecular de 67 kDa, presente en
las cuatro cepas, es inmunoldgica-
mente diferente en las cepas CIB
163-131 y CIB 24-726 comparadas

Tabla2. Concentracion letal media de las cepas de Bacillus thuringiensis subsp. medellin,
CIB 163-0131 CIB 24-0726, y B. thuringiensis subsp. israelensis CIB 24-0718 y
1884.
Concentracion letal media en 24 horas
C. quinquefasciatus A. stephensi esporas /mg
Cepas Serotipo x10*mg/100 ml  x10* ul/150 ml x10°
CIB 163-0131 30 14,10 0,14 7.5
CIB 24-0726 30 18,59 ND 15,8
CIB 24-0718 14 23,32 ND 246,3
1884 14 0,98 0,15 ND
Tabla 3. Caracterizacién bioquimica de las cepas de Bacillus thuringiensis subsp. me-
dellin, CIB 163-0131, CIB 24-0726, y B. thuringiensis subsp. israelensis CIB 24-
0718 y 1884.
Parametro 1884 240718 163-0131 240726
Enterotubo
Glucosa + + + +
Lisina - - - -
Ornitina - - - -
Adonitol - - - -
Lactosa - - - -
Arabinosa - - - -
Sorbitol - - - -
Dulcitol - - - -
Citrato - - - -
Otras pruebas
Urea - + + -
Gelatinasa * + + *
Oxidasa + - +
Catalasa - + + +
Amilasa . + + + +
Lecitinasa + + + +
ACM* + + + +
Hidrélisis de Caseina + + * +
Hemodlisis Beta Beta Alfa Beta

*ACM = Aceti-metil-carbinol.
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Tabla 4. Efecto de algunos antibiéticos en el crecimiento de las cepas de Bacillus thuringie-
nsis subsp. medellin, CIB 163-0131, CIB 24-0726, y B. thuringiensis subsp.

israelensis CIB 24-0718 y 1884.

Antibiético Concentracion Diametro del halo de crecimiento

Hg 1884 163-0131 240726 240718
Acido Nalidixico 30 20 S 24S 348 228
Cefalotina 30 16| 18 S 16 R 12R
Cefoperazona 75 18 MS 258 288 248
Cefoxitin 30 151 151 8R 6 R
Trimetoprim
sulfametoxazol 25 228 258 6R 308
S = sensible; | = sensibilidad intermedia; MS = moderadamente sensible; R = resistente.

con los controles 1884 y PG-14. Por
otro lado, el péptido de 28 kDa mos-
tré similitud inmunoldgica con los
controles.

DISCUSION

Durante el periodo del inventario de
bacterias entomopatégenas no se
observé ninguna epizootia en los
sitios de estudio, lo cual no es de
extrafiar, ya que esto depende del
cumplimiento de un nimero de con-
diciones criticas en el medio am-
biente (Brownbridge y Margalit 1986).

Las cepas de B. thuringiensis fue-
ron aisladas de muestras de tierras
colectadas de las orillas de los cria-
deros de mosquitos; este tipo de
material es la fuente mas probable
de esporas bacterianas debido aque
las esporas se sedimentan rapida-
mente (Davidson et al. 1984; Ignoffo
et al. 1981; Mulligan et al. 1980;
Silapanuntakul et al. 1983); ademas,
el hecho de ser estructuras de resis-
tencia que pueden soportar condi-
ciones adversas del medio ambiente
y facilitan su larga supervivencia,
explica su aislamiento de una amplia
variedad de habitats (Sneath 1986).
Esto es confirmado con los aisla-
mientos de Padua et al. (1984) y
Brownbridge y Margalit (1986).

Junto con el hallazgo de cepas toxi-
cas para larvas de mosquitos, tam-
bién se aislaron cepas que no lo
fueron, lo cual abre un nuevo campo
para investigar su accion frente a
otros 6rdenes de insectos, como por

ejemplo para Lepidoptera o
Coleoptera, hacia los cuales algu-
nas cepas de B. thuringiensis son
toxicas (Krieg et al. 1983; Dulmage,
1981).

Las observaciones microscopicas y
las pruebas quimicas a pesar de
mostrar algunas similitudes y dife-
rencias, no son patrones confiables
como para hacer clasificacion ade-
cuada de estas cepas. La clasifica-
cién serologica es la unica técnica
mundialmente aceptada para tal
efecto, a pesardelinconveniente de
que no provee ninguna informacion
acerca del potencial larvicida.

Los resultados obtenidos sobre la
concentracion letal media indican que
esta es baja comparada con las de
las cepas de referencia utilizadas
(1884 e IPS-82). Ademas, los bajos
recuentos de esporas obtenidas en
algunas cepas hacen pensar que tal
vez sea posible incrementar el na-
mero de células y la formacion de
esporas con un sistema de fermen-
tacion adecuado.

Previamente se hareportado la exis-
tencia de resistencia hacia agentes
antimicrobianos en cepas de B.
sphaericus Neide (Polacky Novick
1982; Burke y McDonald 1983) y
esta resistencia se utiliza para el
aislamiento o recuperacion de ce-
pas de muestras de tierras (Yousten
et al. 1985).

El nuevo serotipo H-30 que corres-
ponde a las cepas CIB 163-131 y

CIB 24-726, se ha denominado B.
thuringiensis subespecie medellin
(B.t.m.).

El amplio uso comercial del serotipo
H-14 y la similitud inmunoldgica del
serotipo H8a:8b cepa PG-14, hace
pensaren laposibilidad de que enun
futuro se pueda presentar resisten-
cia hacia las toxinas de estos dos
serotipos. Este problema de resis-
tencia ya ha comenzado a aparecer
frente a la cepa de B. thuringiensis
var. kurstaki toxica para larvas de
lepidopteros plagas de varios culti-
vos agricolas (McGaughey 1985;
McGaughey y Johnson 1987). Y es
precisamente en este hecho donde
radica la importancia del hallazgo
del serotipo H-30, el cual, como se
anot6 anteriormente, es inmunol6-
gicamente diferente a las cepas de
referenciaampliamente utilizadas, y
en el momento en que aparezca la
temida resistencia ya se cuenta con
una segunda opcidn para el control
de larvas de mosquitos.
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